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Abstrakt

Metabolicky syndrom (MS) a terminalni renalni selhdni (ESRD) jsou dvé klinicko-
patologické jednotky se zvySenym rizikem aterosklerotickych kardiovaskularnich komplikaci,
které maji zavazné dopady na kvalitu Zivota pacientl. K urCeni miry rizika aterosklerozy

mohou piispét znalosti o zmé&nach distribuce jednotlivych lipoproteinovych ttid.

Predmétem studii zahrnutych v této disertacni praci bylo stanoveni subfrakci LDL a HDL u
téchto patologickych stavii s cilem zjistit, se kterymi klinickymi a biochemickymi odchylkami
jsou zmény subfrakci u pacienti asociovany. Prvni, placebem kontrolovana, studie sledovala
vliv podavani vicenenasycenych mastnych kyselin fady n-3 (PUFA n-3) pacientaim s MS,
rozdélenym na skupinu statinovou, ktera zahrnovala 36 pacientti, a na skupinu 24 probandu
bez terapie statiny. Druha studie zahrnovala 57 pacientti s ESRD Ié¢enych vysokoobjemovou
on-line hemodiafiltraci (HV-HDF). Parametry pacientd se porovnavaly pfi vstupu do studie a
po 5 letech trvani HV-HDF. Vysledky téchto skupin byly porovnavany s parametry kontrolni

skupiny, ve které bylo zatfazeno 50 pacientli bez znamek ESRD, parovanych na v€k a pohlavi.

V prvni studii vedla suplementace PUFA n-3 ke sniZeni hladin triacylglycerol a obsahu
cholesterolu v lipoproteinech VLDL a zvySeni HDL-C. U podskupiny osob, které mély
vstupné vyssi zastoupeni malych denznich LDL (sdLDL-C), doslo po suplementaci PUFA n-3
k poklesu sdLDL-C.

Pacienti s ESRD ve druhé studii méli ve srovnani s pacienty kontrolni skupiny vyznamné
rozdily jak v HDL subfrakcich, tak i v zastoupeni jednotlivych lipoproteinovych ¢astic
obsahujicich apo-B (vyssi obsah cholesterolu ve VLDL a IDL a nizsi obsah ve velkych LDL).
Vysledky piezivani u pacienti s ESRD mohou ukazovat na ptfiznivy vliv redistribuce

lipoproteinovych ¢astic smérem k malym HDL.

Vysledky studii v pfedloZzené praci dokazuji antiaterogenni piisobeni PUFA n-3 u pacientii s
MS, které muze souviset se zménou metabolismu lipoproteini, a dale redistribuci
lipoproteinového profilu u ptezivSich pacienti s ESRD v chronickém hemodialyzacnim

programu.

Kli¢ova slova: metabolicky syndrom, terminalni rendlni selhani, diskontinualni gelova
elektroforéza plazmatickych lipoproteint, lipoproteinové subfrakce, PUFA n-3,

vysokoobjemova on-line hemodiafiltrace.



Abstract

Metabolic syndrome (MS) and end-stage renal disease (ESRD) represent two clinical-
pathologic states with increased risk of atherosclerotic cardiovascular complications with
considerable impact on the quality of life of the patients. The knowledge about the changes in
distribution of individual lipoprotein subfractions could countribute to the estimation of risk
of atherosclerosis development.

The studies presented in this thesis aimed at analyses of subfractions of LDL and HDL in the
abovementioned pathologic states; moreover, we tried to elucidate the associations of changes
in lipoprotein subfractions with clinical as well as biochemical alterations. The Study | was a
placebo controlled study observing the effect of polyunsaturated fatty acids of n-3 family
(PUFA n-3) administration to patients with MS who were divided to statin-treated ones (36
patients), and those without statin therapy (24 probands). The Study Il comprised of 57
patients with ESRD on high volume haemodiafiltration (HV-HDF). In this Study, the
parameters after 5-year follow-up were compared with baseline characteristics. Also, we
included comparisons with the control group of 50 age and sex matched patients without the
signs of ESRD.

In Study I, we observed lowering of triacylglycerol and cholesterol content in VLDL
lipoproteins and increased levels of HDL-C after PUFAN-3 supplementation. In the subgroup
of patients with baseline higher concentration of cholesterol in small dense LDL (sdLDL), the

supplementation of PUFA n-3 led to decrease of cholesterol content in sdLDL.

The results of Study Il showed significant differences in HDL subfraction and apoB
containing lipoproteins (higher content of cholesterol in VLDL as well as IDL, lower
cholesterol content in large LDL) in patients with ESRD compared to control group. The
survival analyses in ESRD patients revealed the beneficial effect of redistribution of

lipoprotein profiles toward small HDL particles.

The result in the thesis show that in patients with MS antiatherogenic effect of PUFA n-3 can
be connected with the changes in lipoprotein metabolism. Also, the different lipoprotein

profile is closely related to survival of ESRD in chronic haemodialysis programme.

Key words: metabolic syndrome, end-stage renal disease, discontinual gel electrophoresis of

plasma lipoproteins, lipoprotein subfractins, PUFA n-3, high volume haemodiafiltration.
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1 UVOD

V disledku demografickych trendli, socioekonomickych zmén 1 zlepSeni 1ékaiské péce se
V poslednich letech celosvétové zménila prevalence kardiovaskuldrnich onemocnéni. I kdyz
doslo v poslednich letech v Ceské republice k podstatnému poklesu Gmrtnosti na
kardiovaskularni onemocnéni (CVD, cardiovascular disease), choroby srdce a cév zustavaji
hlavni pfi¢inou smrti. Podobné trendy lze dokumentovat i v ostatnich evropskych zemich
(UZIS 2016). Srovnani vyskytu a trovné rizikovych faktorti (RF) dokumentovalo predeviim
pokles koncentrace celkového cholesterolu (TC, total cholesterol) a cholesterolu
v lipoproteinech o nizké hustoté (LDL, low density lipoproteins) spolu se zvySenim poctu
osob, které dosahly doporucenych cilovych hodnot. Pficinou tohoto ptiznivého vysledku byla
zména Zivotniho stylu a pfedevSim pak narlst G€inné hypolipidemické 1écby, predevSim
podavani statinii. Stejn¢ jako se podafilo sniZovat koncentrace celkového a LDL cholesterolu
(LDL-C), zlepsila se také kontrola arterialni hypertenze. Proti témto zménam pusobi negativni
RF, které udrzuji CVD na ptfednich mistech statistik morbidity a mortality. Mezi negativnimi
faktory se uplatituje vysoka prevalence kouieni a predev§im zvySujici se vyskyt obezity (resp.
nadvahy) a sni asociovanych patologickych stavii. Zavaznost obezity a nadvahy jako
vyznamného celosvétového problému je uznavéana od 90. let minulého stoleti, kdy Svétova
zdravotnickd organizace jako prvni vyhlasila jeji vyskyt za alarmujici. Epidemie nadvahy a
obezity je spojena se zvySenim prevalence zavaznych zdravotnich problému, jako je diabetes
mellitus 2. typu (DM 2T), kardiovaskularni nemoci i fady dal$ich, mezi které se fadi nékteré

zhoubné nadory a neurologicko-psychiatricka onemocnéni (Kunesovd et al. 2016).

Odhadovany nariist mortality na CVD v ekonomicky vyspélych zemich Cinil mezi roky 1990
az 2013 vice nez 40 %. Podkladem tohoto nepfiznivého trendu byla hlavné arteridlni
hypertenze, obezita a s ni spojené patologické stavy, jako DM 2T a metabolicky syndrom
(MS). Tyto stavy jsou Uzce spojeny s inzulinovou rezistenci, dyslipidémii a systémovym
subklinickym zanétem. Za stejné obdobi byl zaznamenan také narGist umrti na chronické
onemocnéni ledvin (CKD, chronic kidney diseases) o vice nez 100 % (GBD 2013), hlavné
diky komplikacim spojenych s aterosklerotickymi kardiovaskuldrnimi ptithodami a srde¢nim

selhanim u téchto nemocnych.

Zakladnim rizikovym faktorem CVD jsou zvySené koncentrace celkového, resp. LDL
cholesterolu. Je znamé, Ze snizeni koncentrace LDL-C 0 1 mmol/l primérné sniZzuje mortalitu

a morbiditu na CVD o 22 %. Moderni 1écba inhibitory biosyntézy cholesterolu (statiny),
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ptipadné¢ kombinacni hypolipidemickd 1écba, kterd je v poslednich letech uplatiiovana,
nevedla ale k podstatnému sniZzeni mortality a morbidity na CVD (Catapano et al. 2011).
Tento poznatek vedl ke konceptu rezidualniho kardiovaskularniho rizika, daného predevsim
pretrvavajicimi zvySenymi koncentracemi triacylglycerolii (TAG) a apolipoproteinu B (apoB)
u nemocnych 1é¢enych statiny, dale snahou o ptehodnoceni S novym pohledem na konvenéni
RF a také usilim o definici novych rizikovych faktord, véetné metabolickych (Agrawal et al.
2016). Mezi nove prehodnocené rizikové faktory patii zvySeni koncentraci TAG, které jsou
povaZzovany za surogatni marker koncentrace lipoproteini bohatych na TAG (TRL,
triglyceride rich lipoproteins). Zména koncentrace TAG o 1 mmol/l je spojena se zménou
rizika CVD o0 14 % (Dallinga-Thie et al. 2016; Nordestgaard 2016). Zvyseni koncentrace
TRL je soucasti zmén zjistovanych u MS a DM 2T. Dnes je nepochybné prokazano, ze TRL,
s vyjimkou chylomikronti (CM), maji primé aterogenni G¢inky a neprimé aterogenni pusobeni
nasledkt hypertriacylglycerolémie (HTAG, pievaha malych denznich LDL, pokles
koncentrace cholesterolu obsazeného V lipoproteinech o vysoké hustoté, inzulinova
rezistence, prokoagulaéni stav). Dalsi ze smérti vyzkumu byl zaméfen na analyzu subfrakci
lipoproteini LDL a lipoproteini o vysoké hustoté (HDL, high density lipoproteins) jako
vyznamnych rizikovych i protektivnich protagonisti aterogenniho procesu (Pokharel et al.
2015).

Cilem obecného uvodu je zasazeni vlastniho tématu disertace do SirSiho kontextu dalSich
souvisejicich oblasti vyzkumu, kter¢ se tykaji zmén metabolismu lipoproteint LDL a HDL se
zietelem na zmény koncentrace a distribuce cholesterolu v podttidach LDL a HDL u dvou
patologickych stavii — metabolického syndromu a chronického onemocnéni ledvin (Reyes-
Soffer a Ginsberg 2015; Jardine et al. 2015), jejichZ piitomnost zafazuje jedince do kategorie

s velmi vysokym (resp. vysokym) rizikem pro vznik fatalniho CVD (Catapano et al. 2016).


http://www.escardio.com/

2 LITERARNI PREHLED

2.1 Lipoproteiny, apolipoproteiny a jejich klinicky vyznam

Lipoproteiny (LP) jsou castice tvofené lipidovou a bilkovinnou slozkou. Vzhledem

k amfipatickému charakteru bilkovin obsazenych v lipoproteinovych ¢asticich umoziuji

transport lipida ve vodném prostiedi (Tabulka 1). Bilkovinna ¢ast, apoprotein, je v organismu

dilezita jako strukturalni ¢astice lipoproteinti, kofaktor enzymu funkénich v lipoproteinovém

metabolismu, dale zprostfedkovava vazbu lipoproteinové Castice na specificky receptor a

rovnéz se ucastni prenosu lipidd mezi jednotlivymi lipoproteiny — Tabulka 2.

Tabulka 1 - Charakteristika lidskych plazmatickych lipoproteini

) Hlavni
o Velikost Hustota Misto . . .
LP trida (nm) g/ml | syntézy/substrat| lpidova Funkee
trida
. y transport
Chylomikron 80 - 500 <0,94 stfevo TAG exogennich TAG
. TAG transport
VLDL 30-80 | 0,94 -1,006 Jatra (endogenni) endogennich TAG
i i katabolismus doptedny transport
IDL 25-35 (1,006 - 1,019 VLDL TAG, CE cholesterolu
LDL 18-28 |1,019 - 1,063 katabolismus CE doptedny transport
IDL cholesterolu
Jatra, stfevo, reverzni transport
HDL, 9-12 |1,063-1,125 povrch CM a PL, CE hol Ip
VLDL cholesterolu
HDL, 5-9 |1,125-1,210 HDL, PL, CE reverzni transport
cholesterolu
inhibice aktivace
Lipoprotein(a) 25-35 |1,050 - 1,100 jatra CE plazminogenu, dalsi

neznama

Zkratky: CE — cholesterol estery, CM — chylomikrony, IDL — lipoproteiny o stiedni hustoté,
LDL — lipoproteiny o nizké hustoté, PL — fosfolipidy, TAG — triacylglyceroly, VLDL -
lipoproteiny o velmi nizké hustoté

Lipoproteiny lze rozdélit dle n€kolika hledisek. Nejcastéji pouzivané deleni lipoproteini je

provadéno na zdkladé fyzikdlné-chemickych vlastnosti. Dle elektroforetické pohyblivosti na

polyakrylamidu lze LP rozd¢lit na CM, lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL, very low

density lipoproteins, post-beta), LDL (beta), HDL (alfa). Na agaréze se déli v potadi: CM,
beta (LDL), pre beta (VLDL) a alfa - Obrazek 1.




Obrazek 1 — Separace lipoproteinii na agarézovém gelu

VLDL (pre-B)

LDL

H chylomicron (origin)

/"\1/"\

Zkratky: HDL — lipoproteiny o vysoké hustoté, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté, VLDL —
lipoproteiny o velmi nizké hustote (podle Masaratana 2017)

Tabulka 2 — Charakteristika hlavnich plazmatickych apolipoproteini

. . Hlavni LP Koncentrace
Apolipoprotein tFida Mr (kDa) (/) Funkce
) i transportni, vazba na HDL-
Al HDL23 28,5 0.9-16 receptor, aktivace LCAT
A-ll HDL3 17,4 0,25-0,50 transportni, aktivace HL
RCT, aktivace LCAT, absorbce
AV CM, HDL23 45,0 <0,05 exogennich TAG a tvorba CM
A-V VLDL, CM 39,0 < 0,05 aktivace lipolyzy
vazba Lp na plazminogen
B-100 VLDL, LDL 512,7 0,60-1,20 transportni, vazba na LDL-R
B-48 CM 241 0-0,10 transportni
aktivace LCAT, inhibice vazby
C-| CM, VLDL 6,6 0,05-0,06 apoE na LDL-R, inhibice CETP
C-Il CM, VLDL 8,8 0,03-0,05 aktivace LPL
inhibice LPL
C-los CM, VLDL 8,7 0,10-0,14 |inhibice i vazby apoE z TRL a LDL-
R
D HDL; 29,0-33,0 | 0,04-0,07 aktivace RCT a CETP
vazba CM na LRP
E CM, IDL 41 | 002008 vazba LDL a IDL na LDL-R
Apo(a) Lp(a) 250-800 0-2,0 inhibice aktivace plazminogenu
H HDL 54,0 0-0,2 aktivace LPL

Zkratky: CETP — transferovy protein esterii cholesterolu, CM — chylomikrony, HDL —
lipoproteiny o vysoké hustoté, HL — jaterni lipaza, \DL — lipoproteiny o stiedni hustoté, LCAT
— lecitin:cholesterol acyltransferdza, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté, LDL-R —LDL
receptor, LPL- lipoproteinova lipdza, LRP — receptor related protein (CM receptor), LP —
lipoprotein, M, — relativni molekulova hmotnost, RCT — reverzni transport cholesterolu, TAG
- triacyglyceroly, TRL — lipoproteiny bohaté na TAG, VLDL — lipoproteiny o velmi nizké

hustoté
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Obriazek 2 — Tridy lipoproteinii

LIPOPROTEINOVE TRIDY
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Zkratky: HDL — lipoproteiny o vysoké hustoté, IDL — lipoproteiny o stredni hustoté, LDL —
lipoproteiny o nizké hustoté, VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté (upraveno podle Vecka 2017)

Castice LDL i HDL jsou heterogenni (Obrazek 2) a dale se rozdéluji na jednotlivé subfrakce,
piicemz pocet/vlastnosti téchto subtiid se 1i$i podle pouzitych metodik. Kromé odlisSnych
fyzikalnich vlastnosti maji jednotlivé Castice i rizny aterogenni potencial. Lipoprotein(a)
[Lp(a)] je také zafazovan mezi lipoproteiny. ZvySené koncentrace Lp(a) predstavuji
samostatny RF pro rozvoj ischemické choroby srdeéni (ICHS), pfi¢emZ nepiiznivy ucinek
tohoto lipoproteinu se vysvétluje pusobenim v koagula¢ni kaskadé. Molekula Lp(a) je
homologni s plazminogenem, kompetuje snim o receptor Snaslednym sniZzenim

fibrinolytické aktivity. Dale se také nachazi v aterosklerotickych 1ézich (Ceska 2006).

2.2 Metabolicka pieména lipoproteini

Transport lipidd v krevnim ob€hu pomoci lipoproteinovych ¢astic je tzce spjat s jejich
metabolickymi pfeménami. Dopfedny transport cholesterolu lze rozdélit podle hlavniho
zdroje lipidovych molekul (cholesterolu) na exogenni a endogenni metabolickou cestu.

Exogenni cesta za¢ind inkorporaci dietnich lipidi do nové sestavované chylomikronové
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Castice v enterocytu (Obrazek 3). Triacylglyceroly vCM jsou hydrolyzovany pomoci

lipoproteinové lipazy (LPL), hlavné v tukové a svalové tkani, a remnantni Castice jsou

vychytavany jatry.

Obrazek 3 Metabolismus chylomikroni

tuk BT & lymfaticky
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Zkratky: FA — mastné kyseliny, FC — volny cholesterol, TAG — triacylglyceroly, HDL — lipoproteiny o
vysoké hustote, apolipoproteiny jsou zndzornény obdélnikovymi ramecky (upraveno podle Vecka
2017)

Endogenni metabolicka cesta zacina analogicky formovanim ¢éastic VLDL v hepatocytech a
metabolizaci TAG, pfi¢emz vzniklé lipoproteiny o sttedni hustoté (IDL, intermediary density
lipoproteins) jsou vétsinou dale hydrolyzovany na LDL. Castice LDL jsou internalizovany

V jaternich i mimojaternich tkanich pomoci LDL receptoru (Obrazek 4).
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Obrazek 4 Metabolismus VLDL

MIMOJATERNi
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Zkratky: FA — mastné kyseliny, FC — volny cholesterol, TAG — triacylglyceroly, HDL — lipoproteiny o
vysoké hustote, |DL — lipoproteiny o stredni hustoté, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté, VLDL —
lipoproteiny o velmi nizké hustoté, rec — receptor, apolipoproteiny jsou zndzorneny obdélnikovymi
ramecky (upraveno podle Vecka 2017)

Reverzni transport cholesterolu (Obrazek 5) za¢iné tvorbou nascentnich HDL ¢astic v jatrech
nebo ve stievé. DalSim piisunem cholesterolu a fosfolipidi (PL, phospholipids) z bunéénych
membran (napf. pomoci transportnich molekul ABCA1) je vytvofena castice HDL, kterd
muze dale ptijimat cholesterol z bunék pomoci ABCG1, SR-B1 nebo dokonce pasivni diftzi.
Vlastni reverzni transport cholesterolu je dokoncen vychytdvanim HDL jatry nebo neptimo
ptes ptesun cholesterolu z HDL do VLDL (pfeménény dale na LDL, viz Obrazek 4), jeZ jsou

nakonec také internalizovany hepatocyty.

13



Obrazek 5 Metabolismus HDL
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Zkratky: CE — cholesteryl estery, FC — volny cholesterol, TAG — triacylglyceroly, HDL — lipoproteiny
o vysoké hustote, IDL — lipoproteiny o stredni hustoté, LCAT — lecithin:cholesterol acyltransferdaza
LDL — lipoproteiny o nizké hustote, VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté, rec — receptor,
apolipoproteiny jsou zndzornény obdélnikovymi ramecky;, v obrdazku nejsou zndzornény vymeny
apolipoproteinii a lipidovych tiid mezi HDL a VLDL (IDL,LDL), (upraveno podle Vecka 2017)

2.3 Analytické moznosti vySetireni subfrakci lipoproteini

Subfrakcionace lipoproteinovych tfid vyuziva v souCasné dobé hlavné rozdilnou velikost
lipoproteinovych subfrakci, 1 kdyz lipoproteinové tiidy Ize délit 1 podle obsahu
apolipoproteinti, napiiklad HDL tfidu podle toho, zda ¢astice HDL obsahuji apoA-l nebo
apoA-I spolu s apoA-Il (Asztalos et al. 2011).

Analyza velikosti lipoproteinovych ¢astic ma klinicky vyznam. ZvySené zastoupeni malych
denznich LDL (sdLDL) je jednim zrysi aterogenni dyslipidémie (ADL, synonymum
aterogenni lipoproteinovy fenotyp), kterd vznikd na podkladé inzulinové rezistence, a
ptitomnost sdLDL je asociovana se zvySenym rizikem CVD (Austin et al. 1988).
Z praktického hlediska je elektroforetické rozdéleni LDL c¢astic popisovano jako fenotyp A,
B, nebo smiseny (I), pfi¢emZ jako hranice odliSujici malé ¢astice od vétSich byla stanovena na
25,8 nm (gradientova gelova elektroforéza) nebo 1 26,8 nm (v ptipadé gelové elektroforézy

v trubickach) (Doi et al. 2008, Berneis a Krauss 2002).
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Obrazek 6 Fenotypy distribuci LDL velikosti

Fenotyp A Fenotyp | Fenotyp B

27,5 26,0 258 242 275 26,0 258 24,2

LILILIV - oznaceni subfrakei LDL
Cisla pod osou x jsou velikosti ¢astic v nm
pievaha velkych LDL smiSena distribuce prevaha malych LDL

(upraveno podle Rizzo a Berneis 2006)

Podobné¢ castice VLDL miZeme rozdélit na podtiidy srozdilnymi metabolickymi
vlastnostmi: velké VLDL; S vysokym obsahem TAG a menSi VLDL; S niz§im obsahem TAG;
nékdy jsou v plazmé pfitomny i aterogenni, malé VLDL3; (McLeod a Yao 2016).

Heterogenita castic HDL (Asztalos et al. 2011) saha od nejmensich pref-HDL ¢astic o

velikosti cca 6 nm az po HDLy, subfrakci dosahujici priméru vice nez 13 nm.

V soucasné dobé se pro deleni jednotlivych lipoproteinovych tfid pouzivd mnoho postupt
(Tabulka 3), z nichZz nejpouzivanéj$i zahrnuji ultracentrifugaci (UC), nuklearni magnetickou
rezonanci (NMR), gelovou elektroforézu a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC, high performance liquid chromatography), (Chung et al. 2009). Nevyhodou
ne¢kterych metodik je vysokd pofizovaci cena pfistroji nebo i nizky pocet vzorka
analyzovatelnych béhem jednoho dne. Mezi vhodné varianty lze pocitat vyuziti HPLC nebo
ruznych elektroforetickych metod, které jsou ovSem narocné preanalyticky a byly tak
donedadvna vyhrazeny pouze specializovanym laboratofim. V soucasné dob¢ jsou jiz dostupné
1 komerc¢ni platformy pro déleni subfrakei lipoproteinit pomoci elektroforézy (Lipoprint® -

Quantimetrix), pfipadné NMR (Vantera ® Clinical Analyzer - LipoScience Inc.).

15



Tabulka 3 — Metody déleni subfrakeci lipoproteini

Typ Princip déleni Tridy Tridy Tridy Tridy Oddéleni Citace
metody LP ¢&astic VLDL IDL LDL HDL Lp(a)
. - « “ . . Krauss a
GGE velikost/naboj éasto 1 Gasto 1 az 8 az 14 NA Burke 1982
(bez déleni)
protony
NMR termindlnich a% 6 1 a2 6 az5 ne Mallol et al.
[ 2015
methyli v
lipidech
HDL,-3 aznas .
VAP hustota 3 3 4 HDL; -4 td Kulkarni 2006
Okazaki a
HPLC-GP velikost az s NA az 6 az 7 ne Yamashita
2016
HPLC-IE naboj 1 1 2 2 ne | Hirowatariet
aboj al. 2009
3, spolus Moreno-
ITP naboj/velikost ’ nedéli 6 8 ne Gordaliza et
LDLox
al. 2016
y . Havel et al.
ucC hustota 3 1 az s az s ne 1955
. Hoefner et al.
TGE velikost 1 3 7 10 ne 2001
(bez déleni) . . s e Sakurai et al.
DLS velikost nutné separovat, max. bimodalni distribuce 2010
(bez déleni) y T TR i Zhang et al.
EM velikost piesnost urceni velikosti Castice je cca 1-2 nm 2013
. . Caulfield et al.
IM velikost/mobilita 3 2 4 2 ne 2008

Zkratky: DLS — dynamicky rozptyl svétla, EM — elektronova mikroskopie, GGE —
diskontinualni (segmentovana) gradientova gelova elektroforéza, GP — gelové permeacni,
HPLC — wvysokoucinnda kapalinova chromatografie, |E- iontove vyménnd, IM — iontovd
mobilita, ITP — izotachoforéza, NA — nejsou dostupna data, NMR — nukledrni magneticka
rezonance, TGE - gelova elektroforéza v trubickach (Lipoprint®), VAP — vertikalni
Jjednostupniova gradientova ultracentrifugace
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3 PORUCHY METABOLISMU LIPOPROTEINU U VYBRANYCH
PATOLOGICKYCH STAVU

3.1 Lipoproteiny a kardiovaskularni komplikace

K nejvyznamnéjSim RF kardiovaskularnich komplikaci patfi kvantitativni zmény
plazmatickych lipidovych parametrd, které jsou pozorovany nejen u primarnich dyslipidémii a
hyperlipoproteinémii, ale i u fady dal§ich chorobnych stavi, jako je MS, diabetes mellitus
(DM) 1. i 2. typu, onemocnéni ledvin ¢i jater, malnutrini stavy a dalsi (Kraml 2008). Miru
kardiovaskuldrniho rizika ovSem nelze posuzovat pouze na zakladé izolovaného méteni
celkovych koncentraci HDL-C a LDL-C. Pro lepsi predikci RF rozvoje aterosklerozy je
potieba lipoproteinové Castice charakterizovat také kvalitativné a urcit tak jejich strukturni a
funkéni vlastnosti. V poslednich letech je intenzivné studovan vzajemny vztah mezi zménou
velikosti  lipoproteinovych ¢astic a poruchami lipidového metabolismu u rtznych
patologickych stavli, se snahou co nejdiive a nejpfesnéji odhalit riziko vzniku

kardiovaskularnich komplikaci a pokusit se 0 jeho kompenzaci.

Lipoproteinové castice LDL predstavuji heterogenni skupinu lipoproteint, které maji na
zéklad¢ poméru apoB/lipidy odlisnou hustotu a velikost. Podle velikosti rozliSujeme nékolik
subpopulaci LDL, v pfipad¢ déleni LDL pomoci systému Lipoprint® celkem sedm, (LDL1 —
LDL7), z nichZ nejvétsi aterogenni potencial maji LDL3 — LDL7 a oznacuji se souhrnné jako
malé denzni LDL. Jiné pouzivané déleni LDL c¢astic podle velikosti rozlisuje subfrakce LDL I
a LDL II (velké LDL) a déle subfrakce LDL III a LDL IV, které reprezentuji malé denzni
LDL. Malé¢ denzni LDL velice snadno podléhaji oxidaci a tim se podileji na rozvoji
aterosklerotického poskozeni endotelu. ZvySené zastoupeni sdLDL bylo pozorovano u
pacientli s MS nebo chronickym ledvinovym selhdnim, a to zejména u pacienti lé€enych
hemodialyzou (HD), u kterych je vystupiiovany oxidaéni stres. To mize z Casti vysvétlovat

rychlejsi progresi aterosklerotického poskozeni.

Také HDL castice nejsou homogenni populaci lipoproteint. Jednotlivé subfrakce se 1i§i svym
slozenim (obsahem proteind a lipidl), velikosti a pfedev§sim funkEnimi vlastnostmi. Podle
velikosti a hustoty mtizeme HDL rozlisit na subfrakce, pomoci systému Lipoprint® celkem
deset: velké (HDL1-HDL3), sttedni (HDL4-HDL7) a malé denzni (HDL8-HDL10). Odlisna
nomenklatura podtiid HDL vychazi z jinych separacnich technik, pficemz lze zhruba fici, Ze

velké HDL odpovidaji HDLy, (podle UC) nebo frakcim HDL preB-2 a a-1 (separovanych
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dvojdimenzionalni elektroforézou), stiedni velikost HDL odpovida frakci HDLy, nebo frakci
HDL a—2, a nejmensi HDL spadaji do kategorii HDL3,pc Nebo HDL a-3, a-4 ¢i pref-1
(Aztalos et al. 2011). Nelze tvrdit, ze vS§echny HDL ¢astice maji antiaterogenni a antioxidacni
ucinky, jak bylo uvadéno v minulosti. Literdrni udaje nejsou zcela konzistentni v nazoru,
které ze subfrakci maji aterogenni potencial. Pfevazuje nazor, Ze protektivné plisobi malé
denzni HDL, coZ jsme zaznamenali také v nasi praci (Dusejovska et al. 2017), kde jsme u
kontrolni skupiny pacientli pozorovali pozitivni korelaci mezi poctem RF aterosklerozy a
velikosti HDL ¢astic. Je zndmo, Ze malé denzni HDL jsou u¢inngj$imi akceptory cholesterolu
nez na lipidy bohaté velké HDL. Zménou proteinove a lipidové slozky dochéazi k modifikaci
HDL c¢astic z funkénich na dysfunkéni. Je tedy ziejmé, ze funkénost HDL castic je silné
zavisla na jejich struktutfe. Ke vzniku dysfunkénich HDL mitize dochézet vlivem oxida¢niho

stresu navozeného napt. DM, MS nebo chronickym onemocnénim ledvin (Kalousova et al.

2003h).

Urceni kvalitativnich parametrii lipoproteinovych ¢astic LDL a HDL se do budoucna jevi jako
nezbytné pro stanoveni miry rizika kardiovaskularnich komplikaci. Tato prace se proto
zabyva kvalitativni analyzou subpopulaci jak LDL, pfedev§im stanovenim sdLDL (urceni
fenotypu B velikosti lipoproteinii o nizké hustoté), jejichz zvySeny podil je typicky pro
nemocné se zvySenym kardiovaskuldrnim rizikem, s prodélanym infarktem myokardu,
diabetem mellitem c¢i selhanim ledvin, tak HDL, jejichz charakteristické rozlozeni je typické
pro nékteré patologické jednotky. Moznost upfesnéni skladby téchto lipoproteinti by mohla
pomoci pii odhadu rizika kardiovaskularnich komplikaci nemocnych s poruchami lipidového

a lipoproteinového metabolismu.

Pro studium kvalitativniho slozeni LDL a HDL jsem si vybrala pacienty s MS a terminalnim
renalnim selhdnim (ESRD, end-stage renal disease), jednak proto, Ze maji zvySené riziko
kardiovaskuldrnich komplikaci (vlivem poruchy lipoproteinového metabolismu), jednak

proto, Ze se u nékterych pacientii s MS (i pfes rezimova opatfeni) mize rozvinout DM 2T,

vvvvvvvv

3.2 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom definoval v roce 1988 americky diabetolog Gerald M. Reaven. Jako
synonyma pro jeho oznaceni se také vyuzivalo nazvii — metabolicky syndrom X, Reaveniv

syndrom, syndrom inzulinové rezistence, dysmetabolicky syndrom. V 80. letech se také dle
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Kaplana hovoftilo o ,,smrticim kvartetu®. Na doporuceni svétové zdravotnické organizace byl
koncem 20. stoleti zaveden jednotny termin metabolicky syndrom, ktery je nyni akceptovan.
Soucasné se ke zdlraznéni kardiovaskuldrniho rizika uzivad také termin kardiometabolicky
syndrom. Metabolicky syndrom v sobé zahrnuje rizikové faktory, které se uplatiuji
v patogenzi ICHS a DM 2T a zahrnuji visceralni obezitu, porusenou gluk6zovou toleranci,
aterogenni dyslipidémii a arteridlni hypertenzi. Dle vétSiny autort je spole¢nym

jmenovatelem inzulinova rezistence (Alberti et al. 2006).

3.2.1 Definice

V roce 2009 doslo ke sjednocujici dohodé¢ mezindrodnich 1ékafskych organizaci (IDF,
AHA/NHLBI aj.) a byla vytvofena piesnéjsi definice MS - Tabulka 4. Dosavadnich pét
zékladnich parametri bylo postaveno na stejnou uroven. Pfitomnost 3—5 z nich svédc¢i pro
diagné6zu MS. Obvod pasu je hodnocen specificky dle regiondlnich doporuceni. U
jednotlivych rizikovych faktord se bere v uvahu 1 moznost jejich farmakologického ovlivnéni
(antihypertenziva, hypolipidemika, 1é¢ba hyperglykémie). Tuto definici MS piijala vétSina
odbornych spole¢nosti véetnd Ceského institutu metabolického syndromu (Cesky institut

metabolického syndromu 2005, Perusicova 2012).

Tabulka 4 - Definice metabolického syndromu

Muzi Zeny
obvod pasu > 102 cm obvod pasu > 88 cm
Abdominalni obezita
(evropské etnikum) (evropské etnikum)
TAG > 1,7 mmol/l obé€ pohlavi nebo hypolipidemické terapie
HDL-C <1 mmol/I <1,3 mmol/l
TK >130/>85 mmHg nebo antihypertenzni terapie
Glykémie nala¢no >5,6 mmol/l nebo PGT nebo DM2

Zkratky: DM2 — diabetes mellitus 2. typu, HDL-C — cholesterol v lipoproteinech o vysoké
hustoté, PGT — poruSenda glukozova tolerance, TAG — triacylglyceroly, TK — krevni tlak;
podle (Alberti et al. 2006)
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3.2.2 Incidence a prevalence metabolického syndromu

Vzestup MS koreluje s vékem. V USA tfetina osob s nadvahou ¢i obezitou spliuje kritéria
Adult Treatment Panel 111 pro diagnézu MS. Reaven ve své ptuvodni praci z roku 1988 uvadél
25% prevalenci X syndromu v b&zné populaci. V Ceské republice je prevalence MS u osob
stitedniho véku 24% u Zen a 32% u muza dle studie MONICA (Pelikanova 2003).

3.2.3 Etiologie a patogeneze metabolického syndromu

Existuje vSeobecna shoda, ze MS vznika v interakci genetickych a zevnich faktor. Geneticka
slozka MS je vyznamni. K CastéjSimu vyskytu MS dochdzi v urcitych rodinach
pravdépodobné¢ v disledku sdileni genti, které predisponuji u nositele, ¢i jeho ptibuznych
k manifestaci onemocnéni. Rovnéz néktera etnika (napt. Pima Indiani) vykazuji extrémné
vysokou prevalenci MS. Ta je v tomto piipadé vysvétlovana selekci ,,isporného genotypu*
(,,thrifty genotype*), ktery zvyhodiiuje piezivani jedinct odolnych viici sttidajicim se obdobi
nedostatku a nadbytku potravy (Zdk a Slaby 2009).

Studie z poslednich let ukazaly, Ze v etiologii a patogenezi MS hraje roli cela fada
kandidatnich genu, které ovliviiuji akumulaci a distribuci tukové tkané (LRP5), periferni
inzulinovou rezistenci (PPAR, IRS1, ENPP1), jaterni inzulinovou rezistenci (GCKR, KLF®6,
SLC2A1), syntézu jaternich lipida (DGAT2,SSLC25A13), hydrolyzu jaternich TAG (ATGL,
LIPA), sekreci jaternich lipidd (APOB, APOC3, MTTP, PEMT, TM6SF2), oxida¢ni stres
(SOD2, NOS2, GCLC), zanét (ADIPOQ, ADIPOR1, ADIPOR2, STAT3, TNF, IL6, TLR4,
CD14) a dalsi (SREBP-2, FABP2, ANP), (Zdk et al. 2008a; Loh et al. 2015; Saponaro et al.
2015; Larifla et al. 2016).

wrwe

zivotniho stylu, kterd je zplisobena pfedevsim pozitivni energetickou bilanci pfi nadmérném
ptivodu zivin, zménami sloZeni stravy (zvySeny pfijem rafinovanych cukrii a nasycenych
tukli, pokles pfijmu vlakniny a n-3 vicenenasycenych mastnych kyselin) a nizkou fyzickou

aktivitou.

Inzulinova rezistence (IR), nedostatecna odpovéd cilovych tkdni na pasobeni inzulinu, je

podminéna pfevazné postreceptorovou poruchou inzulinové signalizacni kaskady. Tato
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V kosternim svalstvu, jatrech a pankreatu, ale téz v centrdlnim nervovém systému, cévnim
endotelu a imunokompetentnich bunkach. Morfologicky se IR projevuje zvysenou
intracelularni akumulaci lipida a snizenou denzitou mitochondrii (Zdk et al. 2011). Samotna
IR zavisi zhruba z 50 % na genetickych faktorech, z 25 % na adipozité a stejnou mérou na

fyzické aktivité.

Inzulinova rezistence je priCinou omezené kapacity tukové tkané skladovat lipidy (resp.
TAG), coz ma spolu s nedostate¢nou supresi lipolyzy za nasledek trvale zvySeny tok volnych
(neesterifikovanych) mastnych kyselin (NEFA, non-esterified fatty acids) do jater a jinych
organovych systémi. Proto se jiz v ¢asném stadiu IR, jesté pied manifestaci abnormalit
gluk6zové homeostazy, rozviji aterogenni dyslipidémie a dochazi k ektopické akumulaci
lipidi s projevy lipotoxicity. K ektopické akumulaci tuku dochazi v kosternim svalstvu,
jejimz nasledkem je systémova inzulinova rezistence a arterialni hypertenze, v pankreatu, kde
se projevi zpocatku dysfunkci sekrece inzulinu, poté apoptézou B-bun€k a findln¢ manifestaci
DM 2T. Ektopicky tuk v jatrech je asociovan s inzulinovou rezistenci, zvySenou sekreci
VLDL, poklesem clearance inzulinu a rozvojem nealkoholové steatozy (NAFLD, non-

alcoholic fatty liver disease), (Gaggini et al. 2015; Saponaro et al. 2015).

U obéznich jedinci je mozné ve viscerdlni tukové tkani prokdzat kvantitativni zmény
v sekreci adipocytokini, ve prospéch prozanétlivych (leptin, TNF-a., interleukiny IL-6, IL-1,
IL-9, rezistin, angiotenzinogen, retinol-vazajici protein-4), kdezto tvorba adiponektinu klesa.
Prozanétlivé adipocytokiny, stimuluji produkci reaktivnich sloucenin kysliku a dusiku
(RONS, reactive oxygen and nitrogen species), potlacuji expresi antioxida¢nich enzymi, ¢imz
zvysuji oxidacni stres a zhorsuji endotelidlni dysfunkci, dale piisobi zmény hemokoagulace a
fibrinolyzy (Rabe et al. 2008). Visceralni tukova tkan je vice infiltrovana
imunokompetentnimi bufikami a vykazuje znamky chronického subklinického zanétu se
zvySenym poctem i zastoupenim jednotlivych imunokompetentnich bunék, které je spojena s
dysregulaci adipokinil s pfevahou pusobkii indukujicich inzulinovou rezistenci, dyslipidémii,
prokoagulaéni stav a oxidacni stres. Adipokiny maji endokrinni (systémové) uCinky -
pfedev§im v jatrech a v kosternim svalstvu. Navic parakrinné ovliviiuji metabolismus
Vv bezprostfednim okoli makrofagii, zejména v adipocytech. Bylo prokazano, Ze chronicka
subklinicka zanétliva reakce tukové tkané€, kterd je typickd pro obézni jedince, je alespon
castecné odpovédna za IR a miiZze byt pojitkem mezi obezitou a jednotlivymi komponentami

MS vcetné¢ dyslipidémie (DLP) a poruch glukézové homeostazy. Zanétliva reakce tukové
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tkdn¢ navic iniciuje systémovy chronicky subklinicky zanét a prokoagulacni stav ¢imz
vyznamn¢ prispiva ke zvySenému kardiovaskularnimu riziku u obéznich jedinct (Kalupahana

et al. 2011; Kalupahana et al. 2012; Karastergiou a Mohamed-Ali 2010).

V posledni dobé se predpokladd vliv polymorfizmii geni desaturaz mastnych kyselin
(FADSI1, FADS2), které¢ ovliviuji pfeménu esencialnich mastnych kyselin (kyseliny linolové
a kyseliny o-linolenové) na mastné kyseliny (FA, fatty acids) — arachidonovou,
eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA). Tyto FA maji vyznamnou funkci jako
regulatory genové exprese. Ovliviluji expresi receptort aktivovanych peroxizémovymi
proliferatory o (PPAR, peroxisome proliferator activated receptor), PPARYy, jaternich X-
receptort (LXR, liver x receptors), SREBP a HNF-4. Vysledné koncentrace
vicenenasycenych FA (PUFA, polyunsaturated fatty acids) n-3 a n-6 ve PL plazmatickych
lipoproteintt a bunénych membran jsou vysledkem piijmu téchto FA, tak aktivit enzymu
jejich metabolické premény. Aktivity A6-desaturazy (FADS2) a A5-desaturazy (FADSI)
ovliviiuji koncentrace kone¢nych produkti a mohou tak ptlisobit na expresi vySe uvedenych
nuklearnich faktord, které se podileji na vzniku nékterych komponent MS (arteridlni
hypertenze, dyslipidémie, subklinicky zanét) a klinickych komplikaci MS (Merino et al.
2010).

Faktory zevniho prostfedi ve form¢ zmény zivotniho stylu, kterd je déna piedevSim
nadmérnym pfijmem energie a zménami ve slozeni stravy (vysoky obsah nasycenych tukii,
rafinovanych cukri - sachar6zy, trans-mononenasycenych FA (MUFA, monounsaturated
fatty acids), nizky podil cis-mononenasycenych a vicenenasycenych FA fady n-3 a vysoky
pomér n-6/n-3 PUFA). Dale k rozvoji MS piispiva fyzicka inaktivita a koufeni (stimulace
sympatoadrenergniho nervového systému a zvySeni energetického vydeje). ZvySena
lipomobilizace mlze zvySovat piisun FA do jater, kosterniho svalstva a stimulovat pfirGstek
visceralni tukové tkdné. Dale se stav zhorSuje hyperkortizolémii (koufeni ma vliv na aktivitu
11B-hydroxysteroidni dehydrogenazy, kterd je zodpovédnd za inaktivaci kortizolu na

kortizon). Hyperkortizolémie tak prohlubuje negativni G€inky zmnoZeni visceralni tukové

tkané (Zak a Slaby 2009).
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3.2.4 Dyslipidémie spojena s MS

Aterogenni dyslipidémie je dyslipidemickd komponenta MS a DLP nejcastéji zjistovana u
0sob s ptedcasnou aterosklerézou. ADL charakterizuji zvySené lacné a postprandialni
koncentrace TAG, pokles HDL-C a normalni nebo lehce zvySené koncentrace LDL-C
s predominanci sdLDL. Triada slozena z HTAG, poklesu HDL-C a pievahy sdLDL je
nezbytnou podminkou pro diagnézu ADL (Zdik a Slaby 2008b).

V patogenezi ADL m4 kli€ovou tllohu HTAG. Druhé dvé sloZky, tj. nizkd koncentrace HDL-
C a pievaha sd-LDL, vznikaji druhotné, v kauzalni souvislosti s HTAG (Zdik a Slaby 2008b)
(Obrazek 7 na stran¢ 27).

ADL je dyslipidémii smiSené etiologie. Na fenotypické expresi HTAG se podili polygenni
dédi¢nost v interakci s faktory zevniho prostfedi. U dyslipidémie smisSené etiologie dojde k
fenotypické manifestaci lipoproteinové poruchy u jedincii geneticky predisponovanych, u
kterych je LP porucha zhorSena druhotnou pfi€inou (ptirGstek hmotnosti, zmény pfijmu Zivin,
selhanim ¢i poSkozenim urcitych organi ¢i systémi, farmakoterapie) a porucha se manifestuje
pii zvySenych narocich na regulaci metabolismu LP (Creider a Hegele 2015). Primarni
poruchou je tudiz polygenni hypertriacylglycerolémie. Polygenni HTAG maji komplexni
genetickou priCinu. Fenotypickou expresi, tj. koncentraci TAG, v téchto ptipadech ovliviiuje
fada béznych variant genti (polymorfizmi) S nizkym ucinkem na koncentrace TAG a/nebo
heterozygotni varianty vzacnych genli (mutace) asociovanych s monogenni HTAG (viz nize).
Polygenni HTAG ma komplexni genetickou pfi¢inu. Koncentraci TAG ovliviluje fada
béznych variant gend (polymorfizmi) s nizkym ucinkem na koncentrace TAG a/nebo
heterozygotni mutace vzacnych genti s velkym u¢inkem na koncentrace TAG. Bézné varianty
genti pro GCKR, APOB, TRIB1, ANGPLT3 a ChREBP maji silnou vazbu s HTAG. Jako dalsi
lokusy kandidatnich gent zvysujici nachylnost k HTAG byly identifikovany geny pro LPL,
APOE2/E2, APOC2, APOC3, APOA5, LMF1, GPIHBP1, GPD1 a genovy cluster
APOA1/APOC3/APOA4, APOAS (Brahm a Hegele, 2013; Hegele et al. 2014; Sahebkar et al.
2014). Ve vétsing piipadl se jedna o mutace nebo polymorfizmy gend spojené se ztratou
funkce (LOF, loss of function). Pfedpokladd se, Ze kumulace béZnych variant genl
regulujicich katabolismus TAG dosaZenim kritického poctu alel spojenych se ztratou funkce

predisponuje nositele k manifestaci HTAG (Lewis et al. 2015).
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ADL lze prokazat az u 70 % u 0s0b s pfedCasnym infarktem myokardu, u DM 2T (kde se
pouziva ndzev diabeticka dyslipidémie), nealkoholové steatozy jater, familiarni kombinované
hyperlipidémie i polygenni HTAG. Hypertriacylglycerolémie je disledkem zvysené sekrece
VLDL-TAG z jater a zpomaleného katabolismus TRL (VLDL, CM, B-VLDL a IDL) (Arca
2015; Brahm a Hegele, 2013; Brahm a Hegele 2016; Zdk 2016; Toth 2016). Je znamé, Ze
koncentrace TAG secernované z jater ve VLDL zavisi na obsahu TAG v jatrech. K obsahu
TAG Vv jatrech ptispivaji z 60 % NEFA uvolnéné z lipolyzou z tukové tkané v dasledku IR
tukové tkang, z 25 % de novo lipogeneze, tj. syntéza FA z netukovych sloucenin (piedev§im
cukrii) a z 15 % FA pfijimané do organismu v podobé potravinovych tukt (Saponaro et al.
2015). Na vzniku HTAG se podili nejen vzestup syntézy TAG a jejich sekrece z jater cestou
VLDL, ale i zpomaleny katabolismus CM a VLDL v tukové tkani a kosternim svalstvu

v disledku inhibice LPL akumulovanymi volnymi mastnymi kyselinami (Ramasamy 2016).

V souvislosti s HTAG vznikaji poruchy v metabolizmu LP tfidy HDL, které se tykaji jejich
sekrece, remodelace v cirkulaci a intenzity odbouravani. Mezi hodnotami plazmatické
koncentrace TAG (nala¢no 1 postprandidln¢) a koncentracemi HDL-C byly prokdzany
vyznamné negativni korelace. Nizké hodnoty HDL-C v slouzi v klinice jako vysledny
ukazatel poruchy, nemohou vsSak informovat o jejim typu ani o negativnich disledcich pro
zpétny transport cholesterolu a dalsi specifické funkce jednotlivych subfrakci HDL (Brewer
2015).

Epidemiologické studie, véetné Framingham Heart Study, jednoznaéné prokazaly, ze nizké
koncentrace HDL-C jsou spojeny se zvySenym rizikem ICHS a patfi k nejsilnéj$im
prediktorim kardiovaskularnich piihod. Pokles HDL-C o 0,3 mmol/l zvysi riziko ICHS u
muztl dvojnasobné, u Zen trojnasobné (Miller 2015). Castice HDL vznikaji v jatrech a z mensi
Casti téz ve sténé tenkého stfeva z nové secernovanych molekul apo A-I, které se spojuji s PL
a s malym mnozstvim volného cholesterolu. Tyto ¢astice oznaCované jako nascentni HDL,
stejné¢ jako samotné molekuly apo A-I, maji funkci silného akceptoru cholesterolu
V inicidlnim staddiu reverzniho transportu cholesterolu. V procesu inicialni lipidace vznika
nékolik subpopulaci HDL, kter¢ se podle elektroforetickych vlastnosti oznacuji jako pre-f3 LP.
Obsahuji v kazdé castici dvé molekuly apo A-I a méné nez 10 % hmotnosti tvoii lipidy.
Béhem postupného zrani ptibyva v ¢asticich HDL dalSich funkéné relevantnich slozek. Z apo
jsou zastoupeny zejména apo A-ll, A-1V, C-lll a E, zenzymu lecitin-cholesterol-

acyltransferdza (LCAT) a paraoxonaza 1 (PONI). Pfi vzniku zralych ¢astic HDL,; ma
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vyznamnou ulohu enzym LCAT, jehoz plisobenim vznikaji z volného cholesterolu hydrofobni
estery cholesterolu (CE) piesunované do jadra, ¢imz se pivodni diskoidni tvar ¢astice méni na
sféricky. V subfrakci HDL; se vyskytuji téz sférické Castice, které neobsahuji apo A-I, nybrz
pouze samotny apo E. Zralé ¢astice HDL;, odevzdavaji cholesterol v jatrech diky interakci
s receptory SR-B1 a jaterni lipazy (HL, hepatic lipase) a znovu ptechazeji do cirkulace,
ochuzené o CE a PL (Obrazek 5).

Pro ADL je charakteristickd nadmérn¢ intenzivni vyména CE v subfrakci HDL, za TAG
zVLDL; a jinych TRL (remnantni CM, IDL, LDL), které jsou zvlasté v postprandialnim
obdobi k dispozici ve velkém mnozstvi. Jak jiz bylo uvedeno, k jejich akumulaci pfispiva
snizena aktivita LPL. Sménu neutralnich lipidi (CE za TAG) zprosttedkuje protein
transportujici estery cholesterolu (CETP, cholesterol ester transfer protein), jehoz aktivita je u
stavii spojenych s inzulinovou rezistenci rovnéz zvySena. Vznikaji tak ¢astice HDL bohaté na
TAG a ochuzené o CE, coz se projevi poklesem plazmatické koncentrace HDL-C a
zpomalenim reverzniho transportu cholesterolu (RCT, reverse cholesterol transport). Castice
HDL bohaté¢ na TAG jsou preferen¢nim substratem HL, specifického enzymu, ktery vznika
V hepatocytech a vaze se k proteoglykanu heparansulfatu na vnitinim povrchu sinusoidéalnich
kapilar. Aktivita HL kolisa v Sirokém rozmezi, pficemz 40-60 % rozptylu je podminéno
geneticky a k vyznamnému vzestupu dochazi v diisledku IR jaterni tkané, piijmu nasycenych
FA (SFA) a intraabdominalni akumulace tukové tkané. Krom¢ HL se na pfeméné¢ HDL
bohatych na TAG podili téz transferovy protein fosfolipida, ktery pienasi PL mezi HDL a
VLDL, ale téZ mezi Casticemi HDL raznych velikosti, pficemZz dochazi k fazi ¢astic a k
disociaci apo A-I. Katabolizmus HDL probiha hlavné v ledvinach, jatrech a steroidogennich
tkénich (nadledviny, ovaria). V dasledku HTAG je relativné omezena pievladajici cesta
katabolické premény HDL,, kterd spocCiva v selektivnim piedani cholesterolu a jinych lipida
do bunék shora uvedenych tkani (selective cholesterol uptake). Jde o dvojstupiiovy proces
zahdjeny vazbou HDL k ,zametaCovym* receptorim SR-BI, které umozni difuzi lipida
bun&énou membranou. Castice HDL zbavené lipidit mohou byt opét remodelovany na HDL,,
ale vzdy dochazi ke ztraté apolipoproteind. U stavl s IR pravdépodobné nabyva na vyznamu
minoritni katabolickd cesta - endocytéza celych c¢astic HDL zbavenych lipidd a jejich
dezintegrace V lysozymech (holoparticle HDL uptake). Studie metabolického obratu
prokéazaly, Ze jedinci s ADL maji ve srovnani se zdravymi osobami vyznamné zvySeny
katabolizmus apo A-I v ledvinach. Jak bylo potvrzeno izotopovymi studiemi, vétSinu zpétné

transportovaného volného cholesterolu ptedavaji v jatrech castice HDL,, naproti tomu
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vyznamny podil CE se z HDL ptemisti do LP obsahujicich apo B. V jatrech jsou CE
vychytavany specifickymi receptory hepatocytt, a to SR-B1 pro HDL, LRP (LDL-receptor
related protein) pro IDL a B-VLDL, LDL-receptory (LDL-R) pro IDL a LDL. Dalsi
mechanismus, kterym u HTAG dochazi k poklesu HDL-C, je zpomaleni katabolismu CM a
VLDL, které je provazeno ubytkem mnozstvi povrchové lipoproteinové membrany, ktera se
za fyziologickych okolnosti piesouva zCM a VLDL do subfrakce HDL3; a je zdrojem
neesterifikovaného cholesterolu a fosfolipidi v HDL (Barter et al. 2007).

Ttetim kardinalnim pfiznakem ADL se dnes v§eobecné povazuje fenotyp B velikosti LDL, .
pievaha sdLDL, které jsou obsaZeny v subfrakcich LDL Il a IV. Z epidemiologickych studii
vyplynul jednoznacny zavér, ze fenotyp B piedstavuje samostatny rizikovy faktor pro ICHS,
ktery je z&asti nezavisly na hodnotach plazmatické koncentrace TAG, HDL-C a apo B, ale
v kombinaci s témito faktory vyznamné potencuje jejich G¢inky. Ve srovnani s ¢asticemi LDL
pfevaZzujicimi u zdravych jedincl (subfrakce I a I1) maji sdLDL odlisné fyzikalné chemické a
biologické vlastnosti. V experimentech in vitro bylo zjisténo, ze sd-LDL jsou méné odolné
vici oxidaci, at’ uz vyvolané butkami nebo kovovymi katalyzatory, a ochranny vliv riznych
antioxida¢nich latek trva krat$i dobu. Malé denzni LDL obsahuji méné sacharidu a kyseliny
sialové. In vivo se sdLDL vyznacuji tim, Zze diky malému pruméru a piiznivym
elektrostatickym vlastnostem sndze prostupuji cévni sténou. Oxidativné modifikované sd-
LDL ptsobi toxicky na endotel (inhibuji syntdzu NO a zvySuji expresi cytoadheznich
molekul), v subintimalnim prostoru atrahuji monocyty a makrofagy, ¢imz udrzuji subklinicky
zanét. Castice sdLDL piitomné v cirkulaci maji v disledku odli$né konformace apo B-100
niz$i afinitu k LDL receptorim (apo B/E receptory) v hepatocytech, coz se projevuje
vyznamn¢ niz§im frakénim katabolizmem, zejména v postprandidlnim obdobi. Diky zvySené
afinit¢ k receptorim SR-B1 mohou sdLDL piednostné pronikat do makrofaga
v aterosklerotickych platech. U osob s MS se ¢astice sdLDL vyznacuji vy$Sim obsahem apo

C-III a vys§i afinitou k proteoglykaniim cévni stény (Zék a Slaby 2008b).

Ptevaha sdLDL ma4, obdobné jako pokles HDL-C, pfimou kauzalni spojitost s HTAG.
K hlavnim metabolickym prediktorum fenotypu B patii kromé HTAG zvySena plazmaticka
koncentrace apoB, zvySend aktivita HL a CETP. Jak jiz bylo uvedeno, na vzniku HTAG se
vyznamné podili vzestup produkce VLDL; Vv jatrech. Velké castice VLDL-1, které jsou
bohat¢ na TAG a obsahuji krom¢é¢ apo B téZ apo C-III a apo E, dosahuji maximalni

koncentrace v plazmé v pozdnim postprandialnim obdobi a delsi dobu setrvavaji v cirkulaci.
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Bylo prokazano, ze existuji rtizné metabolické drahy, které rozhoduji o vlastnostech TRL
secernovanych v jatrech a o zptsobu jejich postupné delipidace, ktera vede pies IDL; nebo
IDL; k jednotlivym subfrakcim LDL. Nepfimo umérné k plazmatické koncentraci HDL-C se
uplatiuje vyména TAG z velkych VLDL; nebo z jejich remnantnich ¢astic za CE v LDL,
kterou zprostiedkuje CETP. Castice LDL bohaté na TAG a ochuzené o CE jsou preferovanym
substratem aktivity HL, kterd ptsobi jako lipaza i1 fosfolipaza. Po hydrolyze TAG a PL
vznikaji sdLDL, s vysokym pomérem apo B-100 Kk cholesterolu. Pfevaha sdLDL je dana
prevahou subfrakci LDL-IIT a IV. Pfitomnost sdLDL odvozujeme dle ptitomnosti apoB-100
(> 1,3 g/l) pti fyziologickém nebo hrani¢nim rozmezi LDL-C (3,4 — 4,1 mmol/l), (viz téz
Obrazek 7). Diagndéza ADL se opird o prikaz HTAG (>1,70 mmol/l), pokles koncentrace
HDL-C (< 1,03/1,29 mmol/l u muzi/zen) a pfevahu sdLDL, v disledku zvySeni koncentrace
subfrakce LDL-II/LDL-IV (d > 1,50 g/ml; velikost < 25,5 nm). ZvySeni koncentrace
cholesterolu v subfrakci LDL-III/IV (> 1,55 mmol/l), uréené diskontinualni gelovou

elektroforézou, svéd¢i pro prevahu sdLDL.

Obrazek 7 — Mechanismus vzniku dyslipidémie u MS
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3.3 Renalni selhani

Pokud ledviny nejsou schopny plnit své zakladni funkce (homeostazu, exkreci odpadnich
latek - zvlasté produkty bilkovinného plivodu, udrzovat vodni a minerdlovou homeostazu,
udrzovat acidobazickou rovnovahu, krevni tlak, erytropoézu) ani za bazalnich podminek, t;j.
pfi minimalnim ptivodu bilkovin (0,5 g/kg télesné hmotnosti/ den), pfi relativnim télesném
klidu a nealterované funkci ostatnich organd, hovoifime o renalnim selhani (Pacovsky 1986).
Selhani ledvin délime na akutni a chronické. Akutni renalni selhani (AKI, acute Kidney
injury) je nahly pokles funkce ledvin z pfiin prerendlnich (hypovolémie), rendlnich
(preexistujici onemocnéni ledvin) a postrendlnich (obstrukce mocového traktu). Pii
dlouhodobé snizené funkci ledvin hovoiime 0 chronické renalni insuficienci, kdy abnormality
ve struktufe ledviny nebo jeji funkci trvaji déle nez 3 mésice a maji vliv na celkovy stav
pacienta. Ve svétovém a Ceském pisemnictvi nepanuje shoda mezi rozdélenim pacienti
s chronickou renalni insuficienci, ktefi jesté nejsou dependentni na né€které z nahrad funkce
ledvin (RRT, renal replacement therapy) a oznacuji se CRF (chronic renal failure), a
nemocnymi, kteti maji terminalni selhani ledvin a jsou plné zavisli na hemodialyze nebo
peritonealni dialyze (PD), (Viklicky 2006). V minulosti se obracela pozornost piedevsim
k funk¢ni abnormalité, ktera se manifestovala pii chronickém onemocnéni ledvin sniZzenou
glomerularni funkci (K/DOQI clinical practice guidelines for chronic kidney disease:
evaluation, classification, and stratification 2002). V souc¢asné dobé¢ se klinicka praxe opira o
doporuceni KDIGO iniciativy z roku 2012 (Levin et al. 2013). CKD je dle téchto doporuéeni
rozdéleno na jednotlivé stupné na zakladé¢ priCiny postizeni ledvin (C-cause), kategorie
glomerularni filtrace (G1-G5) a albuminurie (Al1-A3) — Tabulka 5. Znalost zakladniho
onemocnéni, které vedlo k poskozeni ledvin, je dilezité v odhadu progndézy onemocnéni. Za
hranici patologické glomerularni filtrace (GF) se povaZzuje hodnota < 1,0 mls/1,73m’
(kategorie G3a a vySe). Albuminurie sama o sobé je nezavislym rizikovym faktorem jak
celkové, tak kardiovaskularni mortality. Déle negativné ovliviiuje i vyslednou renalni funkci.
Kombinace riiznych stupniti snizené GF a patologické albuminurie pak dala vzniknout
schématu, které stratifikuje riziko progrese CKD (Rysava 2014). Pacienti s CKD maji
vysokou mortalitu na CVD. Jejich riziko je az 10 krat vyssi nez v bézné populaci (Hahn et al.
1983). Riziko aterosklerotickych kardiovaskularnich piihod se zvySuje jak u pacientl v

predialyze, tak u pacientl s nahradou funkce ledvin (HD, PD).
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Tabulka 5 — CKD Kklasifikace a riziko progrese dle GF a albuminurie

Kategorie albuminurie, hodnoty a slovni hodnoceni
, _ A1 A2 A3
Prognéza CKD podle kategorie CKD | normaniazlehce | . o oo, | . . ..
. . e stfedné zvySena | vyrazné zvySena
podle GF a kategorie albuminurie zvysena
<30 mg/g 30 - 300 mg/g > 300 mg/g
(< 3 mg/mmol) (3-30mg/mmol) | (> 30 mg/mmol)

y o | BT | 280 [ nomalninebo wsoks W]ﬂmﬂmﬂ[ﬂmﬂﬂ
8 |62 6089 lehce snizena m""mm""mﬂﬂﬂmﬂﬂmmﬂﬂ
8= lehce aZ stfedné \
Qo = __ -
e =
E __Snizena___
g2 o wae | i
g E snizena
QE |64]1529|  vjrazné snizens |
T E
= 165| <15 selhani ledvin

Vysvétlivky a zkratky: riziko progrese CKD prdzdné pole — nizké riziko, sikmé Srafovani —
stredné zvySené riziko, svislé Srafovani — vysoké riziko, plné pole - velmi vysoké riziko; CKD -
chronické onemocnéni ledvin, GF - glomerularni filtrace (podle Rysava 2014)

3.3.1 Definice ESRD

Koneéné stadium CKD je stupenn G5 dle KDIGO klasifikace chronického onemocnéni ledvin.
Pacienti spadajici do této kategorie jsou pln¢ dependentni na n€které z metod RRT — HD, PD

nebo transplantace ledviny.
3.3.2 Incidence a prevalence ESRD

Terminalni rendIni selhdni piedstavuje zavazny medicinsky problém se vSemi medicinsko-

socio-eckonomickymi konsekvencemi. Dle aktualnich dat (2015) zro¢enky Ceské
nefrologické spolecnosti je v chronickém hemodialyzacnim programu zafazeno 6200
pacientii, coz ptredstavuje 62/100 000 obyvatel. Ze svétovych registrii vyplyva, ze v USA je
V chronickém hemodialyza¢nim programu zafazeno 150/100 000 obyvatel a v Rakousku

51/100 000 obyvatel.

3.3.3 Etiopatogeneze ESRD

Pfi¢ina termindlniho rendlniho selhani je multifaktoridlni. ZaleZi na primarnim onemocnéni

ledvin nebo na negativnim pulsobeni jiného chronického onemocnéni (DM, arteridlni
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hypertenze). Casto se jedna o kombinaci obou vySe zminénych problémi. Znamé rizikové

faktory ovlivitujici progresi CKD jsou uvedeny v Tabulce 6 (Vachek et al. 2012).

Tabulka 6 - Hlavni rizikové faktory ovliviiujici progresi chronického selhani ledvin

Neovlivnitelné rizikové faktory | Ovlivnitelné rizikové faktory
Typ onemocnéni ledvin Proteinurie
Vék Hypertenze
Pohlavi Glykémie (diabetes mellitus, metabolicky syndrom)
Etnické faktory Dietni zvyklosti — ptijem bilkovin
Geny Anémie
Rodinna anamnéza Krevni lipidy
Obezita
Hyperurikémie
Koureni

3.3.4 Patogeneze ESRD

Hlavnimi patogenetickymi mechanismy, které se uplatiuji béhem progrese CKD, jsou
procesy vznikajici ptusobenim imunokompetentnich bunék a systému renin-angiotenzin-
aldosteron (Rodriguez et al. 2001, Hollenberg 2004). Imunitni odpovéd’ vznika jako reakce na
piedchozi poskozeni buiikky endotelu, mezangia nebo tubulu. Ty na své poskozeni nasledné
reaguji produkci chemoatrahujich molekul (cytokiny, rastové faktory), jez vedou K infiltraci
tkdn¢ mononukleary. Mononuklearni lymfocyty néasledné produkuji dalSi ptisobky, které
v kone¢ném dusledku vedou K proliferaci fibroblastli, mezangia, hladké svaloviny a ukladani
extracelularni matrix. Ve funk¢nich glomerulech dochazi ve snaze udrzet funkci ledvin ke
kompenzatornimu zvyseni intraglomerularniho tlaku se vznikem hyperfiltrace. Hyperfiltrace
se dale zhorSuje Vvdusledku preexistujici arteridlni  hypertenze. Na zvySeni
intraglomerularniho tlaku se podili pfedevsim angiotenzin II, ktery vede ke zvysené produkci
cytokintl a rastovych faktor ke glomerularni hypertrofii a hyperplazii a zvySeni permeability
glomerult. Disledkem je proteinurie, kterd postupné vede k progresivni glomeruloskleroze
Snaslednym svrasténim ledvin. Podkladem tubulointersticidlni fibrozy je poSkozeni
tubularnich bunék, které vede k stimulaci zédnétlivych mediatort. Tim dochazi ke stimulaci
fibroblastl a rozvoji fibroézy. Vaskularni skler6za vede k intersticialni ischemii, coZ zpiisobuje
fibrozu intersticia. Vedle mechanismu hyperfiltrace se muze uplatiiovat napf. poskozeni
podocytt. Pii progresi CKD pod urcitou hodnotu GF (0,83 ml/s) jiz nesta¢i kompenzacni
snizeni tubuldrni resorpce a navyseni tubularni sekrece nékterych latek a dochazi k rozvoji

uremickych symptomil. Jako komplikace CKD se objevuji rendlni osteodystrofie (mimo jiné
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na podkladé sekundéarni hyperparatyredzy), poruchy nutrice (protein-kalorické malnutrice),
chronicky zanét, anémie (dana inadekvatni sekreci erytropoetinu), dyslipidémie a zvySené
kardiovaskularni riziko (El-Nahas a Bello 2005, Trivedi et al. 2002).

3.3.5 Dyslipidémie spojena s ESRD

V pracich zahrani¢nich i1 ¢eskych autorti se ukdzalo, Ze dyslipidémie je nejen spojena s
vyraznym zvySenim rizika rozvoje aterosklerotickych zmeén, ale mize se vyrazné podilet i na
progresi chronické renalni insuficience a stejné i chronické rejekce po transplantaci (Anders

2005, Appel a Appel 2004, Teplan 2000).

Obrazek 8 - Mechanismy vzniku dyslipidémie u ESRD
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Zkratky: CE — cholesteryl estery, CETP — cholesteryl ester transferovy protein, CM-R — remnantni
chylomikrony, FC — volny cholesterol, TAG — triacylglyceroly, HDL — lipoproteiny o vysoké hustote,
IDL — lipoproteiny o stiedni hustoté, LCAT — lecithin:cholesterol acyltransferdza, LDL — lipoproteiny
o nizké hustoté, sdLDL — malé denzni LDL, VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté, rec — receptor,

apolipoproteiny jsou zndzornény obdélnikovymi ramecky (volné podle Jardine et al. 2015; Zdk a
Zeman 2010)

U nemocnych s CKD je urychlena aterogeneze a zvySené riziko CVD (Hahn et al . 1983).

CVD je nejcastéjsi pric¢inou mortality a morbidity u téchto nemocnych. Na rozvoji CVD u
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CKD se, krom¢ konvencnich rizikovych faktorti podileji také netradi¢ni (které mohou byt pro
CKD i specifické) rizikové faktory, jako zanét, uremické toxiny, oxidacni stres, deplece NO,
karbamylace proteinti, hyperhomocysteinémie, alterace metabolismu lipidd, kalcia a fosfatt
(Kalousova et al. 2003a). Mezi metabolické markery pro vySe zminéné rizikové faktory, které
se uplatiuji u CKD, patii napt. hsSCRP, oxLDL, isoprostany, nékteré antioxida¢ni enzymy
(Popolo et al. 2013), homocystein, dimethylarginin, vitamin D (Maisel et al. 2011),
homocitrulin pro karbamylaci proteint (Desmons et al. 2016), nebo PAPP-A u akutnich
komplikaci (Kalousova et al. 2014).

Dyslipidémie je castym pifiznakem u CKD. Je charakterizovana zvySenim koncentrace
plasmatickych TAG a VLDL a poklesem HDL-C. Castym nalezem je akumulace IDL a
remnantnich CM. Koncentrace celkového a LDL-C jsou ¢asto v normalnim pasmu, nebo
dokonce snizené. Skladba LP je disproporéné zménéna. Zvysuje je obsah TAG v LDL a
zvysuje se koncentrace sdLDL. ZvySeni koncentrace TAG je nejcastéjSi abnormalitou a Casto
se nachazi zvySeny pomér TAG/TC jak v LDL 1 HDL frakci. Akumulace TAG je podminéna
snizenou koncentraci LPL vazané na endotel a zvySenymi koncentracemi apoC-I1l. CKD je
spojena s ,, down-regulaci“ LPL a VDLD receptort tukové tkané€, kosterniho svalstva a
myokardu. Koncentrace Lp(a) jsou zvysené, protoze ledviny pravdépodobné nejsou schopny

degradovat Lp(a).

CKD je asociovano s alteraci slozeni HDL frakce. Byva popisovan pokles poméru subfrakce
HDL,/HDL3, ktery se vysvétluje renalnimi ztratami LCAT. Akumulace prozanétlivych
slouc¢enin a zvySeny oxidacni stres umociiuji chemickou modifikaci LDL. U CKD nemaji
HDL kardioprotektivni ucinky, které jsou dany jejich funkci v reverznim transportu
cholesterolu, antioxida¢nimi a protizanétlivymi vlastnostmi (Dodani et al. 2009). Rovnéz
postradaji vazoprotektivni vlastnosti. Z uremickych toxinti je nejlépe probadan indoxyl-sulfat
(toxin syntetizovany ve stfevé z dietnich bilkovin piisobenim stievniho mikrobiomu), ktery je
induktorem oxida¢niho stresu, souéasné je nefrotoxinem, up-reguluje cytoadhezni molekuly a

inhibuje proliferaci endotelu (Reiss et al. 2015).

HTAG je dusledkem poklesu aktivity LPL a HL, ktery vede Kk poruse hydrolyzy TAG
ve VLDL a CM (i); vzestup IDL je disledkem poklesu aktivity HL a LRP (i1); pokles HDL —
disledkem snizeni koncentrace apoA-l, poklesu aktivity LCAT a zvyseni aktivity CETP,
v dusledku ¢ehoz dochazi k vzestupu HDL-TAG a poklesu HDL-CE (iii) (Jardine et al.
2015).
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4 CILE PRACE
Cilem prace bylo:

1. U pacientti s MS a ESRD charakterizovat zastoupeni subfrakci LDL a HDL.
2. Sledovat vzajemny vztah mezi zménou velikosti lipoproteinovych ¢astic a poruchami
lipidového metabolismu u:

a) metabolického syndromu po suplementaci PUFA n-3,

b) pacienti ESRD, ktefi na hemodiafiltraci piezili 5 let.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Vybér pacienti

Tato disertacni prace zahrnuje dvé studie s odliSnym souborem pacientii. Od vSech pacientti
byl na zékladé podrobnych informaci ziskdn podepsany informovany souhlas s ucasti ve

studii. Protokol studie byl schvalen spole¢nou Etickou komisi VFN a 1. LF UK.

5.1.1 Soubor pacientii s metabolickym syndromem

Do této studie bylo celkem zahrnuto 60 pacientli, ktefi spliovali kriteria metabolického
syndromu dle Mezinarodni diabetické federace (International Diabetes Federation, IDF, 2005)
(Alberti et al. 2006) a jejichz hodnoty plazmatické koncentrace triacylglyceroli nala¢no
piesahovaly 1,7 mmol/l. Podle zavedené statinové terapie byli pacienti rozdéleni na dvé
skupiny oznacené jako S a N. Do skupiny S bylo zatfazeno 36 pacientll (24 muzii a 12 Zen),
ktefi byli dlouhodob¢ 1éceni statinem, do skupiny N 24 pacientii (15 muzi a 9 Zen), ktefi
dosud statiny neuzivali. Ze studie byly vylouceny osoby s inzulin-dependentnim diabetem.
Mezi dalsi vylucovaci kritéria pattil vék nad 75 let, prodélany infarkt myokardu nebo cévni
mozkova piithoda v predchozich Sesti mésicich, chronické kardidlni, rendlni anebo hepatalni
selhani, obezita II. stupn¢ (BMI nad 35 kg/mz), zédvazné endokrinopatie, gravidita a kojeni.
Zakladni klinické, antropometrické a biochemické charakteristiky obou skupin pacientii jsou

uvedeny v Tabulce 7.

Design studie byl planovan jako ,,add-on* dvojité¢ zaslepena studie, kde kazdy subjekt slouzil
zaroven jako svoje kontrola, takze mohla byt srovnavana individualni odpovéd’ na placebo a
na PUFA n-3. Kazdy pacient absolvoval Sest tydni trvajici kontrolni obdobi, béhem n¢hoz
bylo ,,per os* podavano placebo, a bezprostfedné nasledujici Sestitydenni terapeutické obdobi,
kde byla podavana aktivni latka. Placebo, nerozeznatelné od aktivni latky, obsahovalo
kyselinu olejovou 75 %, kyselinu palmitovou 10 % a kyselinu linolovou 9 % (hmotnostni
procenta). V terapeutickém obdobi pacienti dostavali tiikrat denné 1000 mg preparatu
Maxicor®, ktery obsahoval (hmotnostni procenta) 63 % EPA, 23 % DHA a 8 % kyseliny
stearidonové (18:4n-3). Placebo i aktivni latka pochazely od stejného producenta (SVUS
Pharma a.s., CR).
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Pacienti ve skupin€ S pokracovali v dosavadni 1€cb¢ statinem (26 pacientli atorvastatin 20 mg
denng, 6 pacientl fluvastatin 80 mg denn¢, 4 pacienti simvastatin 40 mg denng). Po ukonceni
obou obdobi bylo provedeno podrobné kontrolni klinické, antropometrické a laboratorni

vySetieni.

Z ucastnika studie bylo 34 pacienti 1é¢eno na hypertenzi (19 ACE inhibitory nebo sartany, 15
kombinovanou 1é¢bou ACE inhibitory a blokatory Ca-kanalti). Farmakologickd 1éCba se

béhem studie nezménila.
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Tabulka 7 - Zakladni klinické a laboratorni udaje pacienti

S- terapie statiny N-bez terapie statiny
pocet 36 24
muZi/zeny 24/12 15/9"°
vek (roky) 55,0 + 9.4 48,6 + 13,0%*
télesnd hmotnost (kg) 91,5+9,7 86,8 + 14,9"
tuk (% tél. hmotnosti, bioimpedanéné) 30,2+7,0 23,4+ 6,4
BMI (kg.m?) 30,3 +4,2 278 +3,3
obvod pasu (cm) 105+ 10 97 £ 12
systolicky krevni tlak (mmHg) 131+ 11 125+ 17
diastolicky krevni tlak (mmHg) 84+ 11 82+ 12
TC (mmol/l) 5,70 +£ 1,40 5,57 +£0,72
TAG (mmol/l) 2,17 (1,59-3,27) 2,00 (1,79-3,48)
HDL-C (mmol/l) 1,21 +£0,23 1,15+0,29
LDL-C (mmol/l) 3,14+ 0,89 3,35+ 1,03
apo Al (g/l) 1,34 + 0,21 1,30 £ 0,25
apo B (g/l) 1,19 + 0,23 1,19 + 0,24
glukéza (mmol/l) 5,29 + 0,69 5,04 £0,81
urea (mmol/I) 5,66+ 1,72 5,30 £ 1,04
kreatinin (umol/l) 84,7+ 19,4 79,5 £ 14,1
kyselina mocova (umol/l) 348 £ 110 329 £91
bilirubin (umol/1) 10,48 + 4,96 13,40 + 7,73
ALT (ukat/l) 0,68 + 0,33 0,51 + 0,29%*
AST (ukat/l) 0,50 + 0,15 0,42 +0,11%*
GMT (ukat/l) 0,94 + 0,59 0,65 + 0,52
ALP (ukat/l) 1,11 +0,35 0,98 + 0,29

NS _ nesignifikamni (32 test s Yatesovou korekci), ® - nepdrovy t-test, © - ANOVA, adjustovino
na vek; * - p <0,05; ** - p <0,01; *** - p <0,001; Zkratky: ALP - alkalicka fosfatiza,ALT -
alanin aminotransferdza, AST - aspartat aminotransferaza, BMI - body mass index, GMT - »-
glutamyl transferdza, HDL-C — cholesterol v lipoproteinech o vysoké hustoté, LDL-C —
cholesterol v lipoproteinech o nizké hustote, TAG - triacylglyceroly, TC - celkovy cholesterol
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5.1.2 Soubor pacientii s ESRD

Soubor sledovanych pacientii sestaval z 57 osob s ESRD (35 muzt/22 zen, vék 62,9 + 12,7
rokl) v pravidelném hemodialyza¢nim programu a 50 kontrolnich osob bez zndmek CKD
parovanych podle véku a pohlavi. Zakladni charakteristiky souboru jsou uvedeny v Tabulce
11 na stran¢ 54. VSechny vySetfované parametry piezivsich pacientti s ESRD se po péti letech

porovnavaly se vstupnimi hodnotami na poc¢atku studie.

Vsichni pacienti postupovali dialyzu [median 2 roky (interkvartilové rozpéti: 1 mésic-16 let)]
jako soucast chronického HD programu v Dialyza¢nim centru Vinohrady, Fresenius Medical
Care, v Praze (viz téz kapitola 5.2.2.3 na stran¢ 44). VSichni pacienti byli ve stabilnim
klinickém stavu bez znamek akutnich kardiologickych problémt. Nektefi méli zavedenou
hypolipidemickou lé¢bu [30 uzivalo statiny (atorvastatin), 2 jina hypolipidemika], 3 pacienti
méli anurii, u zbyvajcich byla diuréza zachovana. Diabetes mellitus T2 mélo 28 pacientd (ve
13 ptipadech byla zavedena 1écba analogy inzulinu). Jako vaza¢ fosfatu byl pouzit Renagel®
(sevelamer hydrochlorid) u 13 pacienti. Pro ucely pétiletého sledovani bylo nakonec
vhodnych celkem 14 pacientt (36 pacientti nepiezilo — 31 z nich z kardiovaskularnich pficin,
5 pro onkologické komorbidity; 10 pacientl bylo transplantovéno). Jeden pacient nemohl byt
vyuzit pro dalsi ucely sledovani, nebot’ nebyl k dispozici informovany souhlas. Celkova doba
dialyzy v prub&hu jednoho tydne se u vSech pacienti pohybovala v rozmezi 12-15 hodin
béhem jednoho tydne. Soucasna technologie umozituje monitorovani ucinnosti dialyzy ptimo
béhem procedury (Kt/V na podklad¢ iontové dialyzance ¢i stanoveni mocoviny v dialyzatu) a
adekvatnost dialyzy je tak mozno sledovat on-line. V naSem piipadé jsme vyuzivali zménu
koncentrace Na®, jez ma obdobnou clearence pies dialyzaéni membranu jako urea.
Adekvatnost dialyzy byla tedy vyjadiena pomoci parametru OCM (on-line clearance
monitoring), ktery je znam hned na konci hemodialyza¢ni procedury a m¢l dosahovat hodnot
> 1,4. V naSem souboru méli pacienti parametr OCM 1,64 + 0,33 (Locatelli et al. 2005). U
zadného pacienta jsme nepozorovali vyznamné odchylky od cilového hydratacniho stavu

(dodrzeni tzv. ,,suché vahy* a doporucené hodnoty ultrafiltrace).

Vylucovaci kritéria zahrnovala: endokrinopatii, téhotenstvi a kojeni, pozivani alkoholu a
akutni zanétlivd onemocnéni. Béhem sledovani se u zddného pacienta tato vyrazovaci kritéria
neobjevila. Jedince s jiz zavedenou hypolipidemickou 1é¢bou jsme ze studie nevyloucili.
Podle poslednich doporuceni (KDIGO 2013) je terapie statiny pro dialyzované pacienty

vhodna (tento pfipad nastal v naSem souboru pfiblizné¢ u poloviny pfipadi). U vétSiny
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dialyzovanych pacientl 1ze v anamnéze indikaci statiny zaznamenat, tato studie tedy popisuje

béznou situaci u dialyzovanych pacienta.

Kontrolni skupina podobného véku a poméru muzi/zeny (32 muzi/18 zen, vék 61,6 + 7,8
roktll) sestavala z 50 pacientii lipidové ambulance na IV. interni klinice 1. LF UK a VFN
Vv Praze. Zadny zjedincti v kontrolni skupiné nevykazoval znamky renalni insuficience
(parametr eGFR pro odhad glomerularni filtrace byl vypo¢itan podle vzorce: eGFR(ml/s/1,73
m?) = 186,3*[kreatinin v séru (mmol/)/88,4]1>** vk %% *1/60*f, pfiem f = 1 pro muze a
f=0,742 pro zeny (Planet 2007): ptislusné hodnoty eGFR byly 1,41 + 0,25, pfipadné eGFR >
1 pro vSechny ¢leny kontrolni skupiny. Nékteti pacienti byli 1é€eni hypocholesterolemickymi
léky (9 statiny, 1 fenofibratem), 20 mé¢lo hypertenzi, u 17 jedinca byl diagnostikovan DM T2

(8 Ié¢eno metforminem), a 3 pacienti méli CVD.

Vsichni pacienti byli ve stabilizovaném (> 1 rok) metabolickém stavu beze zmén v terapii.
Pacienti byli také charakterizovani podle poctu piitomnych konvencnich RF pro CVD, jako
pohlavi (muzi nad 55 let), pfitomnost DM, hypertenze, poruch lipidového metabolismu:
(LDL-C > 1,8 mmol/l a/nebo TAG > 1,7 mmol/l a/nebo HDL/C < 1,0 mmol/l), koufeni a BMI
nad 25 kg/m?. Stratifikace stavu tloustky intima-medie (IMT, intima-media thickness) byla
provedena podle Belcara (Belcaro et al. 2001) s tim, Ze byly sjednoceny kategorie IA, IB a ll,
aby byly vytvofeny pouze tii skupiny: normalni/ztlustéla sténa (IA+I1B+I11); nestenoticky plat
(111); stenoticky plat (1V).

5.2 VySsetfovaci metody

Vsem osobam zarazenych do studie byla odebrana ven6zni krev po celono¢nim lacnéni (min.
12 hodin), u souboru ESRD pied dialyzou. Sledované parametry byly podle piislusné metody
stanovovany v séru nebo plazme. Krev byla odebirdna z periferni zily do odbérovych
zkumavek BD Vacutainer® pro separaci séra (BD SST™ [I Advances) a zkumavek BD
Vacutainer® EDTA pro separaci plazmy. Zkumavky pro rutinni biochemické a
hematologické analyzy byly ihned odeslany do Centralnich laboratoii Ustavu lékaiské
biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK v Praze. Tekutd slozka krve
(sérum/plazma) byla od krevnich element oddé€lena centrifugaci pii 3500 RPM a 4 °C po
dobu 10 minut. Zkumavky pro dal§i analyzy byly odeslany do Laboratofe pro vyzkum
aterosklerdzy, kde bylo kazdému vzorku ptidéleno anonymni identifikacni ¢islo (rozklicovani

probéhlo az po provedeni jednotlivych analyz), pod kterym byly alikvoty séra a plazmy pro
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jednotlivé specialni analyzy skladovany pii -80 °C. Ke vzorkim séra pro stanoveni
koncentrace konjugovanych dientt (CD) byla v poméru 10:1 ptidana Na,EDTA. Aktivita
antioxida¢nich enzymt byla méfena V erytrocytech, které byly po separaci od plazmy 3x

promyty vychlazenym fyziologickym roztokem (9 g NaCl/l) v poméru 1:10 (v/v).

5.2.1 Biochemické parametry plazmy

Bézné laboratorni parametry byly vySetfeny rutinnimi metodami v Centralnich laboratotich
Ustavu 1ékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky VFN v Praze. Koncentrace TC, TAG,
kyseliny mocové a glukdzy byly stanoveny pomoci enzymaticko-kolorimetrickych metod
(CHOD/PAP, GPO/PAP, urikdza/PAP, GOD-PAP; Lab Mark a.s. Praha) na automatickém
biochemickém analyzatoru Modular (Roche). Koncentrace HDL-C byly stanoveny pifimou
homogenni metodou kolorimetrickou reakci bez precipitace (Modular, Roche), hodnoty LDL-
C (v¢etné cholesterolu v IDL) byly stanoveny vypoétem dle Friedewalda (LDL-C = TC —
HDL-C — TAG/2,2). Koncentrace NEFA byly méfeny enzymaticko-kolorimetrickou metodou
(NEFA, Randox Labs, Velkd Britanie) na analyzitoru COBAS MIRA Plus (Roche),
apolipoproteiny (Al, B) byly stanoveny nefelometricky pomoci diagnostického setu
(Beckman Coulter) na proteinovém analyzatoru Immage (Beckman Coulter) a Lp(a) byl
stanoven imunoelektroforeticky (Hydragel Lp(a), Sebia). Koncentrace inzulinu a CRP byly
stanoveny s pouzitim diagnostickych souprav Roche na analyzatoru Modular (Roche).
Koncentrace inzulinu byly uréeny chemiluminiscen¢ni metodou ECLIA, hladina CRP byla

stanovena imunoturbidimetricky.

Jako parametr oxida¢niho stresu byla méfena koncentrace konjugovanych dienli v
precipitovanych c¢asticich LDL spektrofotometrickou metodou (Ahotupa et al. 1996).
Koncentrace homocysteinu a glykovaného hemoglobinu (HbA;c) byla stanovena

vysokouéinnou kapalinovou chromatografii (Araki a Sako 1987).

Aktivity antioxida¢nich enzymil glutathion peroxidasy (GPx1), glutathion reduktazy (GR) a
PONI1 byly zméfeny v erytrocytech (Kodydkova et al. 2009).
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5.2.2 Ostatni pouzité metodiky

5.2.2.1 Stanoveni profilu mastnych kyselin

Slozeni FA v hlavnich lipidovych tfidach plazmy bylo vysetieno rozdélovaci plynovou
chromatografii po piedchozi separaci jednotlivych lipidovych tiid — PL, TAG a CE

preparativni tenkovrstvou chromatografii (7vrzicka et al. 2002).
Extrakce celkového lipidu

K extrakeci celkového lipidu z jednotlivych vzorkli séra byla pouzita metoda dle Folche
modifikovana Carlsonem v nasledujici apravé (Folch et al. 1957). K 1 ml séra bylo ptidano
10 ml extrakéni smési dichlormetan-metanol (2:1 v/v) a 20 minut tfepano. Poté byl obsah
zkumavky pfefiltrovan a filtr promyt 3x2 ml extrakéni smési. Po pfidani 4 ml testované vody
byla smés dukladné protiepana a centrifugovana 5 min pti 1500 RPM. Infranatant byl

pienesen do Cisté sklenéné zkumavky a vysuSen pod proudem dusiku pii 40°C.

Jednotlivé lipidové tfidy (PL, TAG, CE) byly separovany pomoci tenkovrstvé chromatografie.
Vyvijeni pro separaci neutralnich lipidi (TAG a CE) od PL probihalo v mobilni fizi heptan —
diethyleter — kyselina octova (ledova) v objemovém poméru 85 — 15 — 1. Fosfolipidy se v této
smési nepohybuji a zlistanou na startu v misté naneseni vzorku. Jednotlivé lipidové tiidy byly
detekovany pod UV lampou (A = 366 nm) a poté kvantitativné pievedeny do oznacenych

zkumavek pro dal$i zpracovani.

Plynova chromatografie

Podminkou pro pouziti plynové chromatografie je t€kavost analyzovanych vzorki. Stanoveni

FA je proto mozné az po jejich pievedeni na tékavé methylestery transmethylaci (Tvrzicka et

al. 2002).
Priprava metylesterti mastnych kyselin transmetylaci

Vzorky izolovanych PL a TAG byly po pfidani bezvodého metanolatu sodného 60 minut v
temnu pfi laboratorni teploté, vzorky CE byly s 1 ml methanolatu sodného zahtivany 20 minut
pti 80°C. Ke kazdému 1 ml methanolatu sodného byly po inkubaci (u esterti cholesterolu po

ochlazeni na laboratorni teplotu) pfidany 2 ml hexanu a 2 ml 0,5N kyseliny octové, dale byly

40



protfepany a poté odstfedény 10 minut pfi 2000 RPM. Supernatant byl pieveden do Cisté

zkumavky a vysusen pod proudem dusiku pti 40°C .
Analyza methylesteri mastnych kyselin plynovou chromatografii

Vzorky methylesterit mastnych kyselin byly po nafedéni heptanem analyzovany kapilarni

plynovou chromatografii s plamenoioniza¢ni detekci (GC 17A Shimadzu).
Specifikace

Kolona: kapilarni kolona s polarni zakotvenou fazi DB-23; sila zakotvené faze 0,25 pum;
vnitini pramér 0,25 mm; délka 60 m (Agilent Technologies). Nosny plyn: vodik, vstupni tlak
53 kPa, Teplota injektoru: 250°C, Teplota detektoru: 260°C. Teplotni program pro analyzy
FA v TAG a PL: pocateéni teplota 80°C — izotermicky 1 min — gradient 10°C/min do teploty
120°C - gradient 4°C/min do teploty 180°C - gradient 1°C/min do teploty 240°C - gradient
10°C/min do teploty 250°C - izotermicky 5 minut. Teplotni program pro analyzy FA v
esterech cholesterolu: pocate¢ni teplota 80°C — izotermicky 1 min — gradient 10°C/min do
teploty 120°C - gradient 4°C/min do teploty 180°C - gradient 1°C/min do teploty 240°C -
gradient 10°C/min do teploty 250°C - izotermicky 20 minut. Vyhodnoceni chromatogramii:
SW Clarity™ (Data Apex).

5.2.2.2 Separace lipoproteini ultracentrifugaci

Jednotlivé lipoproteinové t¥idy byly separovany preparativni ultracentrifugaci (Optima™ L-

100XP, Beckman Coulter) za postupné se zvySujici hustoty prostiedi, a to v potadi VLDL,
LDL a HDL. Do ultracentrifuga¢ni kyvety byly odméfeny 3 ml séra a hladina byla na
povrchu zkumavky oznacena ryskou. Sérum bylo dale v poméru 2:1 (v/v) prevrstveno
roztokem takové hustoty, aby vysledny roztok mél hustotu specifickou pro separovanou
frakci, tj. takovou, pii které separovana frakce flotuje - Tabulka 8). Pro VLDL byl pouzit
fyziologicky roztok o hustoté 1,006 g/ml, pro separaci ¢astic LDL hustotni roztok 1,182 g/ml
a pro HDL hustotni roztok 1,504 g/ml. Izolovana frakce lipoproteinti byla pasteurovou
pipetou stazena po rysku oznacujici ptvodni objem séra do graduované zkumavky. Po
doplnéni jednotlivych odebranych frakci ptisluSnym hustotnim roztokem na ptivodni objem
séra byly vzorky odeslany do Centralnich laboratoii Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky VFN a 1. LF UK v Praze ke stanoveni koncentraci lipidovych slozek (TC a
TAG).

41



Podminky centrifugace: 38000 ot./min po dobu dvaceti hodin ve vakuu pfi teploté 10 °C.

Tabulka 8 - Hustotni roztoky pro UC separaci

) ) Objem Hustotni roztok Vysledna hustota
Lipoprotein . PoZadovana hustota (g/ml)
séra (ml) (9/ml)/objem (ml) 4,5 ml (g/ml)
VLDL 3 1,006/1,5 1,006 < 1,006
LDL 3 1,182/1,5 1,063 1,006-1,063
HDL 3 1,504/1,5 1,210 1,063-1,210

Zkratky: HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté, VLDL —
lipoproteiny o velmi nizke hustoté

Obrazek 9 Separované frakce:

VLDL LDL HDL
Obrazek 10
separované frakce stazeni VLDL
pted doplnénim na plivodni objem pfed doplnénim na plivodni objem

ml
LDL a HDL




VLDL
IDL

frakee
LDL

HDL

Zastoupeni subfrakci LDL a HDL v séru bylo analyzovdno pomoci vysokoucinné
diskontinualni gelové elektroforézy Lipoprint® LDL/HDL System (Quantimetrix) s pouzitim
diagnostickych setti Lipoprint LDL/HDL Kit. Principem separace jednotlivych subpopulaci
LDL nebo HDL je vertikalni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu ve sklenéné trubicce.
Quantimetrix Lipoprint System separuje LDL/HDL subfrakce a stanovuje jejich obsah
cholesterolu.

Obrazek 11 Systém Lipoprint

Lipoprint LDL Kit separuje lipoproteinové Castice obsahujici ApoB na frakce VLDL, IDL-A,
IDL-B, IDL-C a 7 subpopulaci LDL. LDL1 a LDL2 reprezentuji velké ¢astice, LDL3 — LDL7

malé denzni LDL.

Obrazek 12
Priklad separace LDL scan a vyhodnoceni v prosttedi LIPOWARE
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Lipoprint HDL Kit separuje 10 subfrakci: velk¢é HDL1 — HDLS3, stfedni HDL4 — HDL7 a
malé HDLS — HDL10.

Obrazek 13
Ptiklad separace HDL scan a vyhodnoceni v prostiedi LIPOWARE
% won [sarte 32 Guantimetrix UPOPRIN ™ sysTEM
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Po odstranéni konzervac¢niho pufru bylo na jednotlivé trubicky (pro separaci LDL nebo HDL)
naneseno postupné 25 pl plazmy a 200 pl nandseciho gelu. Loading gel byl nasledné se
vzorkem promichan a po 38 minutové fotopolymerizaci byly separacni trubicky vlozeny do
elektroforetické vany a opatrné prevrstveny elektrolytickym pufrem. Elektroforetické déleni
probihalo za konstantniho proudu (3 mA na jeden vzorek/gelovou trubicku) po dobu ptiblizné
60 minut (do doby nez nejrychlejsi frakce doputovala 1 cm od spodniho okraje trubicky).

Vyhodnoceni bylo provedeno denzitometricky pomoci programu Lipoware (Quantimetrix).

5.2.2.3 Hemodiafiltrace

Hemodiafiltrace (HDF) je pokrocilej$i metoda, ktera slouzi pacietim s ESRD k nahradé
funkce ledvin. Metoda spociva na principu difizniho (pohyb molekul pfes membranu po
koncentracnim spadu) a konvektivniho (proudéni a splavovani latek vyvolané tlakem)
transportu latek ptes polopropustnou membranu. Spojeni téchto principti nejlépe napodobuje
funkci ledvin (Ledebo et al. 2010). Pro hemodiafiltra¢ni proceduru jsou vyuzivany
vysokopropustné tzv. high-flux (v nasem piipadé Cordiax 5008 firmy Fresenius Medical
Care) membrany, které jsou vyrobeny ze syntetického materialu (polysulfonu). Béhem
vysokoobjemové (HV, high volume) HDF je z téla pacienta postupné ultrafiltrovan veétsi

objem tekutin, nez by odpovidal pouhému pievodnéni pacienta. Aby se zabranilo
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hemokoncentraci a hypovolémii, je odfiltrovany roztok obsahujici toxické latky soucasné
nahrazovan substitunim roztokem. Podle mista aplikace substitu¢niho roztoku Ize
rozliSovat prediluéni HDF (ndhradni roztok je podédn do krve pied hemodiafiltrem)
a postdilu¢ni HDF (ndhradni roztok je podan do krve za hemodiafiltrem).

HDF metody jsou vysoce ucinné v eliminaci nejen nizkomolekularnich latek, jako v pfipadé
hemodialyzy, ale i sttedn¢ molekularnich latek a toxickych latek s vazbou na bilkoviny.
Odstranovani spektra a mnozstvi toxickych latek je pti hemodiafiltraci vyznamné G¢innéjsi ve
srovnani s klasickou hemodialyzou. Zaroven je hemodiafiltrace spojena s vySsi

kardiovaskularni stabilitou a je pro pacienta vyznamné komfortnéjsi (Maduell et al. 2013).

5.3 Statistické zpracovani

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD pro veli¢iny S normalnim rozdélenim a jako
medidn (25. — 75. percentil) pro veliiny S negaussovskou distribuci. Normalita byla testovana
prostiednictvim Shapiro-Wilksova W testu, piiemz v pfipadé nenormalni distrubuce
proménnych byly tyto transfomovany logaritmicky nebo pomoci arcsin funkce (typicky pro
TAG, CRP, glukézu nebo procentualni podily u nékterych lipoproteinovych subfrakci).
Rozdily mezi jednotlivymi skupinami a kontrolnimi soubory byly zkoumany pomoci jedno-
faktorové ANOVA s Neuman-Keulsovym post-hoc testem. Pro neparametrickou analyzu byla
pouzita Kruskal-Wallisova ANOVA. Vztahy mezi proménnymi byly analyzovany pomoci

Pearsonova (resp. Spearmanova) korela¢niho koeficientu.

Pro vSechny statistické analyzy byl pouzivan program STATISTICA 10.0 (Stat Soft, CZ). Za
statisticky signifikantni byly povazovany vysledky s p < 0,05, pficemz pro mnohonasobna
porovnavani jsme pouzili Benjaminino-Hochbergovu (exploratorni Simesovo) proceduru pro
upravu hodnot p. Tato metoda umoznila odmitnout nulovou hypotézu jesté pii hodnotach p <
0,03 na trovni poméru chybn¢ zamitnutych nulovych hypotéz a celkového poctu zamitnutych

hypotéz (tzv. false discovery rate) 5 % (Heller 2006).
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6 VYSLEDKY

6.1 Metabolicky syndrom

V Tabulkach 9a a 9b jsou uvedeny vysledky vySetieni provedeného u tychz pacientti po Sesti
tydnech podavani placeba a po Sesti tydnech podavani 3,0 g PUFA n-3, a to jednak pro
skupinu S (IéCba statinem) a skupinu N (bez 1€cby statinem), jednak pro cely soubor. Podle
o¢ekavani vyvolalo podavani PUFA n-3 vyznamny pokles koncentrace TAG v plazmé (-28
%, p<0,001) a ve VLDL (-27 %, p<0,001), doprovazena i poklesem obsahu cholesterolu ve
VLDL, hlavné u skupiny bez statinové lécby, coz bylo potvrzeno 1 analyzami pomoci
elektroforézy (Grafy 1 a 2). Tyto zmény byly provazeny mirnym vzestupem plazmatické
koncentrace HDL-C (+4 %, p<0,01) a poklesem absolutni koncentrace cholesterolu v sdLDL-
C (- 16 %, p<0,05). Plazmaticka koncentrace LDL-C se mirné zvysila (+ 8,8 %, p<0,01).

Dale byl po podavani PUFA n-3 zjistén pokles plazmatické koncentrace Lp(a) (-10 %,
p<0,05); celkovy homocystein (tHcy) mirné poklesl (pouze ve skupiné N). Podrobnéjsi
analyza souboru ukézala, ze k vyraznému snizeni Lp(a) doSlo u vSech 14 pacientii s bazalnimi
hodnotami nad 0,25 g/l, a to v priméru z 0,56 = 0,22 g/l na 0,47 + 0,19 g/I (p< 0,05). Rovnéz
tHcy vyznamné poklesl v podskupiné 31 pacientti, jejichz piivodni koncentrace piesahovala

hodnotu 14 mmol/l1 (z 19,3 + 5,9 na 17,9 + 5,7; mmol/l, p<0,01).

V obou skupinach byl zaznamenan vyznamny pokles intenzity albuminurie. Koncentrace CD
v LDL (LDL-CD) se mirn¢ snizila (-6,3 %, p=0,05); vyznamn¢ poklesla aktivita GR (-11 %,
p<0,001) a stoupla aktivita PON1 (+5 %, p<0,05). Podavani PUFA n-3 nevyvolalo zadné
signifikantni zmény ukazateli sacharidového metabolismu (glykémie, inzulinémie, HbAc)

ani markeru inzulinové rezistence (HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI, data neuvedena).
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Graf 1 - Vliv podavani PUFA n-3 na profil lipoproteinu (pacienti se statinovou lé¢bou)
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Zkratky: IDL — lipoproteiny o stredni hustoté, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté, PUFA -
polynenasycené mastné kyseliny VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté

Graf 2 - Vliv podavani PUFA n-3 na profil lipoproteint (pacienti bez statinové 1é¢by)
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Tabulka 9a - Vliv podavani 3,0 g PUFA n-3 na vybrané antropometrické a biochemické parametry

Podavana latka Placebo PUFA n-3 Placebo PUFA n-3
skupina S S N N
VLDL-C UC (mmol/l) 0,61 +0,39 0,43 +0,26 0,87 +0,51 0,63 £0,27*
LDL-C UC (mmol/l)f 2,60 + 0,67 2,96 + 0,74* 3,53 0,79 3,70 = 0,90
VLDL-TAG UC (mmol/l) 1,48 +0,89 1,14 +£0,76 2,04 +£1,30 1,42 +0,77**
LDL-TAG UC (mmol/l) 0,42 £0,17 0,38 +0,10 0,48 +£0,13 0,43 +0,10
tHCY (umol/l) 14,7 + 4,6 15,7 +4,4 17,3+7,0 15,9 + 6,5
CD v LDL (umol/T) 62,8 +£26,0 59,7+229 60,1 16,7 55,0+ 13,1
GPx (U/g Hb) 61,6 + 18,1 59,1 + 14,4 63,7+ 13,0 61,3+ 15,0
GR (U/g Hb) 8,09 + 1,26 7,37 £ 1,41%* 8,01 +2,07 6,87 & 1,74%**
CAT (kU/g Hb) 184 + 33 195 + 38 204 + 42 205 + 36
PON1 (kU/T) 159 £39 178 £ 39%* 168 + 64 170 + 42
HblAc (% Hb) 4.11+£0.51 4,16 £0,70 3,65+ 0,67 3,58 £0,70
inzulin (mU/1)? 12,8 £ 6,4 12,7+7,.2 10,9+7,5 11,6+5,8
glukdza (mmol/1) 532+0,54 5,43 +0,65 5,12 +0,99 5,30+1,09
Lp(a) (g/1) 0,22 +0,25 0,20 0,22 0,16 £0,23 0,15+0,18
NEFA (mmol/l) 0,59+0,18 0,50 £0,28 0,54 +£0,31 0,47 +0,31
TC (mmol/l) 5,57 +1,52 5,67+1,16 5,54 +0,91 5,55+1,29
TAG (mmol/l)? 2,18(1,68-3,38) | 1,87(1,24-2,69)*** | 2,01 (1,82-3,47) | 1,87(1,49-2,11)***
HDL-C (mmol/I) 1,17 +0,24 1,26 + 0,24** 1,18+0,26 1,20 0,29
apo Al (g/l) 1,21 +£0,23 1,27+ 0,24 1,19 + 0,26 1,19+ 0,32
apo B (g/) 1,11 +0,28 1,15+0,24 1,15+0,24 1,16 + 0,30
HDL-C/apo Al 0,97 £0,13 1,01 £0,14 0,99 +0,12 1,03+0,15
mikroalbuminurie (mg/l)2 14,6 £27,2 10,2 £24,6 10,4 £ 12,7 73+95
albumin/kreatinin (v moci) 1,46 + 2,65 1,20 +2,22 0,62 +0,40 0,78 £0,86

Y - denzitni gradient odpovidé IDL+LDL (d =1,006-1,063), * - Wilcoxoniv pdrovy test;
symboly pro statistickou vyznamnost (parovy t-test, pokud neni vyznaceno jinak): * - p < 0.05,
** - p<0.01, ***-p<0.001
Zkratky: CAT - kataldza, CD — konjugované dieny, GPX - glutathion peroxidiza, GR -
glutathion reduktdaza, HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté, IDL - lipoproteiny o stredni
hustoté, LDL - lipoproteiny o nizké hustoté, NEFA — neesterifikované mastné kyseliny, PON1
- paraoxondza-1, HblAc - glykovany hemoglobin, TC - celkovy cholesterol, TAG -
triacylglyceroly, tHCY — celkovy homocystein, UC — analyzy pomoci ultracentrifugace,
VLDL- lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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Tabulka 9b - Vliv podavani 3.0 g PUFA n-3 na vybrané antropometrické a biochemické

parametry — slou¢ené skupiny

Podavana latka Placebo PUFA n-3
skupina S+N S+N

IDL Lipoprint (mmol/1)* 1,42 £ 0,42 1,52 +0,42
XLDL Lipoprint (mmol//1)® 1,79 £ 0,56 1,86 + 0,54
sdLDL Lipoprint (mmol/l)? 0,36 +£0,33 0,30 £ 0,28*
XLDL+IDL Lipoprint (mmol/l) 3,21+£0,88 3,38 +0,86
VLDL-C UC (mmol/l) 0,74 + 0,47 0,53 + 0,28%**
LDL-C UC (mmol/I)* 3,06 +0,86 3,33 £ 0,89%**
VLDL-TAG UC (mmol/l) 1,76 £1,13 1,28 £0,77***
LDL-TAG UC (mmol/l) 0,45 +0,15 0,40+0,11
celkovy homocystein (umol/I) 15,7+5,8 158 +5,3
konjugované dieny v LDL (umol/l) 61,7 +22,4 57,8 +19,5
GPx (U/g Hb) 62,3 £ 16,2 60,0 £ 14,6
GR (U/g Hb) 8,06 = 1,62 7,17 + 1,56%**
CAT (kU/g Hb) 192 + 38 199 + 37
PONL1 (kU/l) 163 £ 50 175 + 40*
Hb1Ac (% Hb) 3,88 = 0,63 3,87+0,75
inzulin (mU/1)° 12,0+ 6,9 12,3 +6,6
glukdza (mmol/1) 5,24 +0,75 5,38 £0,85
Lp(a) (g/) 0,20 £0,24 0,18+0,30
NEFA (mmol/l) 0,57 +£0,24 0,49 + 0,29
TC (mmol/l) 5,56 +1,30 562+1,21
TAG (mmol/l)’ 3,22 +3,97 2,29 + 1,99%***
HDL-C (mmol/I) 1,18 + 0,25 1,23 + 0,26**
apo Al (g/l) 1,21+0,24 1,23+ 0,28
apo B (g/) 1,13+ 0,27 1,16 £ 0,26
HDL-C/apo Al 0,99 £0,12 1,01 £0,15**
mikroalbuminurie (mg/l)° 13,0 +225 9,0 +19,7*
albumin/kreatinin (v moci) 1,12 +2,09 1,02 +1,76

Y - odpovida subfrakcim MID A,B,C v analyzich Lipoprint®, °- subfrakce LDL1-7 v
analyzach Lipoprint®, *- subfrakce LDL 3-7 v analyzich Lipoprint®, *- denzitni gradient
odpovidd IDL+LDL (d =1,006-1,063), ° - Wilcoxoniv pdrovy test; dalsi pozndmky viz
Tabulka 9a
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Analyzou FA ve fosfolipidech plazmy byl zjistén vyznamny pokles mononenasycenych
kyselin (-7 %, p<0,001) zejména palmitolejové (16:1n-7) (-13 %, p<0,001) a olejové (18:1n-
9) (-7,5 %, p<0,001) a rovnéz pokles vicenenasycenych kyselin fady n-6 (-12,7 %, p<0,001),
linolové (18:2n-6) (-10,8 %, p<0,001), dihomo-y-linolenové (20:3n-6) (-26 %, p<0,001) a
arachidonové (20:4n-6) (-39 %, p<0,001). Podil nasycenych kyselin myristové (14:0) a
palmitové (16:0) se mirn¢ zvysil (+3,5 %, p<0,001). Zastoupeni PUFA n-3 se zvysilo velmi
vyrazné a signifikantné, kyselina eikosapentaenova (20:5n-3) stoupla Ctyfndsobné, kyselina
dokosahexaenova (22:6n-3) téméf dvojnasobné; také kyselina dokosapentacnova (22:5n-3)

vykazala vyznamny vzestup (vSe p<0,001).

Pfi srovnani zmén téméi vSech sledovanych analytli po podavani PUFA n-3 nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou S a skupinou N. Pouze koncentrace tHcy se po
podavani PUFA n-3 ve skupiné N vyznamné snizila oproti zméné ve skupiné S (-1,34 £ 3,12
vs 1,00 + 3,28; mmol/l; p< 0,01).

Dale jsme analyzovali korelaci mezi koncentraci cholesterolu v UC frakci LDL (d<1,063
g/ml), ktera obsahuje jak vlastni LDL (1,019 <d <1,063; g/ml), tak i IDL (d <1,019; g/ml), a
souctem koncentraci LDL-C (subfrakce LDLI1 az 7) a IDL-C (subfrakce MIDA az MIDC)
uréenych pomoci diskontinualni elektroforézy. Korelaéni koeficient byl velmi tésny a

statistiky vyznamny (r = 0,964; p < 0,0001).

Obrazek 14 Korelace hodnot LDL-C stanovenych pomoci ultracentrifugace a
Lipoprintu:
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Zkratky: LDL_C_UC — koncentrace cholesterolu ve frakci LDL (obsahuje i IDL) ziskané
pomoci ultracentrifugace, XLDL_MIDABC — soucet koncentraci cholesterolu ve frakcich LDL
(xLDL) a IDL (MIDABC) ziskanych gelovou elektroforézou v systéemu Lipoprint®
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Korela¢ni analyzou byly v celém souboru vySetfenych osob zjistény ndsledujici zavislosti
tykajici se plazmatické koncentrace TAG a koncentrace sdLDL-C: Pted podavanim PUFA n-
3 hodnoty sdLDL-C pozitivn¢ korelovaly s koncentraci TAG (r = 0,623; p < 0,001). Pokles
sdLDL-C po podavani PUFA n-3 pozitivné koreloval s hodnotami sdLDL pted 1é¢bou (r =
0,561; p <0,001), a s velikosti poklesu TAG po 1&cbé (r = 0,333; p < 0,05), avSak nebyl
zavisly na hodnotach TAG pied 1é¢bou (r = 0,244; p < 0,075). Pokles TAG po 1é¢b€ pozitivné
koreloval s koncentraci TAG pted lécbou (r = 0,567; p < 0,001), ale nebyl zavisly na vzestupu
plazmatické koncentrace PUFA n-3 po 1é¢bé (r = 0,146; p < 0,225).

Tabulka 10a - VIiv PUFA n-3 na sloZeni mastnych kyselin v plazmatickych fosfolipidech

Placebo PUFA n-3 Placebo PUFA n-3
S S N N
140 0,26 £ 0,07 0,32 £0,12** 0,26 +0,07 0,32 +0,11*
16:0 29,24 + 1,39 30,87 £2,35*** 30,17 £ 1,63 31,57 £ 1,42*%**
16:1n-7 0,54 £0,13 0,48 +0,12** 0,51 +0,23 0,44 +0,13
18:0 14,53 £1,01 1441 £1,14 13,47 £1,10 13,52 +£1,07
18:1n-9 9,51 +1,11 8,88 +1,08** 9,55+1,43 8,66 = 0,94**
18:1n-7 1,39+0,24 1,34 £0,16 1,45 +0,28 1,42 +0,28
18:2n-6 22,01 £3,54 19,22 + 2,64*** 22,72 £3,04 19,36 &+ 2.24%**
18:3n-6 0,09 + 0,03 0,09 +0,04 0,09 +0,05 0,08 0,05
18:3n-3 0,18 +£0,06 0,16 0,05 0,18 +0,06 0,16 £0,05
20:3n-6 3,37 +0,68 2,59 +0,63*** 3,46 £0,64 2,41 £ 0,54***
20:4n-6 12,26 +2,39 10,38 £ 1,79*** 11,50 +£2,23 10,07 £ 1,57***
20:5n-3 1,01 +£0,77 3,71 £ 1,16%** 0,98 +0,41 4,22 £ 1,49%**
22:4n-6 0,34 +0,06 0,21 + 0,05*** 0,32 +0,09 0,19 + 0,05%**
22:5n-6 0,23 £0,06 0,13 £ 0,04*** 0,22 +£0,08 0,11 +0,04%**
22:5n-3 0,90 +£0,15 1,38 + 0,24*** 0,86 £0,17 1,38 £ 0,31***
22:6n-3 3,43 +0,85 5,17 £ 0,96*** 3,56 £0,77 5,51 £0,97***
~ SFA 44,11 £1,03 45,68 +1,92*** 43,98 +£1,10 45,49 + 1,19***
2~ MUFA 11,67 + 1,23 10,94 +1,13** 11,74+ 1,71 10,73 £ 1,15***
>~ PUFA n-6 38,70 + 2,22 32,96 + 2,41*** 38,71 +1,30 32,50 +2,31***
>~ PUFANn-3 552+1,37 10,43 £ 1,84*** 5,57 +1,07 11,28 &+ 2,50***

*-p<0,05; **-p<0,01; *** - p <0,001; pdrovy t-test

Zkratky: 2 - suma, MUFA — mononenasycené mastné kyseliny, PUFA — vicenenasycené mastné
kyseliny, SFA — nasycené mastné kyseliny, zkracena notace pro oznacovani retézcii mastnych kyselin
(format C:N-x): C — pocet uhlikii v molekule, N — pocet dvojnych vazeb, x- pozice prvni dvojné vazby
pocitano od methylového konce
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Tabulka 10b - Vliv PUFA n-3 na sloZeni FA v plazmatickych PL

- spojené skupiny

Placebo PUFA n-3
S+N S+N

14:0 0,26 £ 0,07 0,32 £0,12*%**
16:0 29,61 £1,55 31,15 £ 2,04***
16:1n-7 0,53 +£0,17 0,46 +£0,12**
18:0 14,10+ 1,16 14,05 +1,19

18:1n-9 9,52+1,24 8,80 £ 1,03***
18:1n-7 1,42 + 0,26 1,37 +£0,22

18:2n-6 22,29 +3,34 19,28 £2,41***
18:3n-6 0,09 £0,04 0,09 £0,04

18:3n-3 0,18 £ 0,06 0,16 £0,05

20:3n-6 3,41 £ 0,66 2,52 £ 0,60***
20:4n-6 11,95 +2,34 10,26 £1,70***
20:5n-3 1,00 £0,65 3,91 £1,31%**
22:4n-6 0,33 +£0,07 0,20 + 0,05***
22:5n-6 0,22 +£0,07 0,12 + 0,04***
22:5n-3 0,88 +0,16 1,38 + 0,27***
22:6n-3 3,48 £0,82 5,31 £0,97***
2 SFA 44,06 + 1,05 45,61 + 1,66***
2~ MUFA 11,70 + 1,43 10,85 + 1,13***
2 PUFA n-6 38,70 + 1,89 32,77 +£2,36***
2 PUFA n-3 5,54 +1,25 10,77 £ 2,15***

*-p<0,05; **-p<0,01; ***-p <0,001, parovy t-test

Zkratky: 2 - suma, MUFA — mononenasycené mastné kyseliny, PUFA — vicenenasycené mastné
kyseliny, SFA — nasycené mastné kyseliny, zkracena notace pro oznacovani retézcii mastnych kyselin
(format C:N-X): C — pocet uhlikit v molekule, N — pocet dvojnych vazeb, x- pozice prvni dvojné vazby
pocitano od methylového konce
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6.2 Terminalni renalni selhani

Porovnani hemodialyzovanych pacientii s kontrolni skupinou

V Tabulkdch 11 a 12 jsou uvedeny zakladni klinické a biochemické charakteristiky
hemodialyzovanych pacienti (HV-HDF) a kontrolni skupiny (KON). Obé skupiny se neliSily
v hodnotach zéakladnich antropometrickych parametru, jako véku (62,9 + 12,7 vs. 61,6 + 7,8
rokd, p > 0,1; HV-HDF vs. KON), télesné hmotnosti (83,0 + 21,0 vs. 85,6 + 16,0 kg, p > 0,1)
nebo BMI (28,1 + 6,3 vs. 29,3 + 5,0 kg.m?, p > 0,1). U dialyzované skupiny jsme pozorovali
vy$$i hodnoty systolického krevniho tlaku (143 + 22 vs. 135 + 16 mmHg, p < 0,05), zatimco
hodnoty diastolického krevniho tlaku byly vyssi u kontrolnich osob (70 + 15 vs. 88 £ 11
mmHg, p < 0,001). Vliv ptitomnosti DM v obou skupinach na studované parametry byl
zanedbatelny. Ob¢ skupiny mély podobny pomér muzi/Zeny jak u nediabetikli, tak mezi
diabetiky (obé p > 0,5; y2-test s Yatesovou korekci). Pouze koncentrace glukdzy byly
rozdilné, ale bez vlivu na distribuci lipoproteinti (data neuvedena). Navic terapie DM pomoci
metforminu neovlivnila profil lipoproteinovych subfrakci u kontrolni skupiny (data
neuvedena) a terapie inzulinem/inzulinovymi analogy neméla vliv na hodnoty lipoproteinti u
skupiny HD. Ackoliv pomér muzi/zeny byl u obou skupin podobny (p > 0,5; y2-test
s Yatesovou korekci), pozorovali jsme nékteré rozdily mezi muzi a Zenami, co se tyce
lipoproteinovych subfrakci. Ve skupiné HV-HDF, muzi méli snizené zastoupeni velkych
subfrakci HDL (48 £ 12 vs. 42 £ 9 % cholesterolu v HDL, Zeny vs. muzi; p = 0,04), zifejmé
v souvislosti s niz§imi koncentracemi HDL-C (1,4 = 0,5 vs. 1,1 + 0,3 mmol/l; p = 0,013).
Utinnost dialyzy, vyjadiena jako parametr OCM, byla mirné vyssi u Zen (1,75 + 0,40 vs. 1,56
+ 0,23; p = 0,04). Nicmén¢ parametr OCM nekoreloval se zastoupenim cholesterolu u
subfrakci HDL/LDL u muzd ani u zen na HV-HDF (data neuvedena). Ve skupin¢ KON, muzi
méli vice zmén v lipidovém profilu nez Zeny: vyssi hodnoty TAG (1,2 = 0,4 vs. 1,7 + 0,9
mmol/l, Zeny vs. muzi; p = 0,01) a niz$i koncentrace HDL-C (1,6 £ 0,5 vs. 1,3 + 0,3 mmol/l, p
= 0,008). Tyto zmény se odrazily i ve zménach profilu lipoproteinti, jako naptiklad ve vys$§im
zastoupeni cholesterolu v ¢asticich VLDL u muza (21 = 8 vs. 27 £ 5 % cholesterolu, p <
0,001) a v ¢asticich sdLDL (1,2 = 1,2 vs 2,9 + 2,7 % cholesterolu; p = 0,02). Vliv hypertenze

na sledované parametry nebyl statisticky vyznamny.

Dialyzovani pacienti méli jiné hodnoty minerald (niz$i koncentraci Na™: 135 + 4 vs. 140 + 2
mmol/I; p < 0,001; a vyssi koncentraci K*: 5,1 + 0,6 vs. 4,3 = 0,3 mmol/l; p < 0,001) a také

vice zvyraznéné zmény Vv hodnotich nékterych biochemickych parametrli, jako vySsi
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koncentrace mocoviny (18 £ 5 vs. 6 = 1 mmol/l, p < 0,001), kreatininu (681 = 177 vs. 177 +
18 mmol/l, p < 0,001), glukézy (7,5 + 3,7 vs. 5,3 + 0,8 mmol/l; p < 0,05) a CRP (4,1][2,5-9,9]
vs. 2,5[1,2-5,2] mg/l, median[Q1-Q4]; p < 0,01). Rozdilné hodnoty parametri lipidového
metabolismu u skupiny HV-HDF, jako nizsi koncentrace TC (4,4 = 1,0 vs. 5,2 + 1,0 mmol/I;
p < 0,001), byly zptisobeny jak niz§imi koncentracemi LDL-C (2,3 + 0,8 vs. 3,1 + 0,8 mmol/I;
p < 0,001), tak i HDL-C (1,2 + 0,4 vs. 1,4 + 0,4 mmol/l; p < 0,001), zatimco koncentrace
TAG byly u skupiny HV-HDF vyssi (2,1 = 1,1 vs. 1,5 £ 0,8 mmol/l; p <0,01).

Tabulka 11 - Zakladni klinické charakteristiky skupin HV-HDF a KON

HV-HDF KON
pocet 57 50
muzi (%) 35 (61 %) 32 (64 %) ™°
vek (roky) 62,9+12,7 61,6 +7,8°
BMI (kg.m™) 28,1+6.3 293 + 5.0
DM n(%) 28 (49 %) 17 (34 %) °
soucet RF pro CVD (0-4/5-7) 34/23 39/11*
hypertenze (n(%)) 29 (51 %) 37 (74 %)*
CVD n(%) 37 (65 %) 3 (6 %)***
dyslipidémie n(%) 51 (89 %) 49 (98 %)
terapie statiny n(%) 27 (47 %) 13 (26 %)*
systolicky krevni tlak (mmHg) 143 + 22 135 + 16*°
diastolicky krevni tlak (mmHg) 70+ 15 88 £ 11***
optimalni télesna hmotnost (kg) 83+21 86 + 16

Zkratky: 2 — data jsou ve formdtu priimér + SD, ° —*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001
(nepdrovy t-test); ™ — bez statistické vyznamnosti ( v2 test s Yatesovou korekci); CVD —
kardiovaskuldrni nemoc, HV-HDF — vysokoobjemova hemodiafiltrace, KON — kontrolni
skupina, RF — rizikové faktory
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Tabulka 12 - Zakladni biochemické charakteristiky skupin HV-HDF a KON

HV-HDF KON

(n=57) (n =50)
mocovina (mmol/) 17,8+ 4,7 5,6 & 1,4%**
kreatinin (umol/1) 681 + 177 177 £ 18 ***
kyselina mocova (umol/I) 316 £ 63 320 + 83
celkovy protein (g/1) 67,1 £54 71,6 £4,2%**
albumin (g/l) 38,1 £3,1 46,1 £ 1,9 ***
CRP (mg/l) 4,1 (2,5-9,9)° 2,5 (1,2-5,2)**
TC (mmol/l) 4,45+1,01 5,15+ 1,05 ***
TAG (mmol/l) 2,12+1,10 1,52 £ 0,79 **
HDL-C (mmol/l) 1,19+0,44 1,40 + 0,39*
LDL-C (mmol/l) 2,29 + 0,84 3,09 £ 0,81***
non-HDL-C — LDL-C (mmol) 0,96 + 0,42 0,66 + 0,29 ***
glukéza (mmol/1) 7,51 + 3,65 5,29 + 0,81***
AIP (pom¢r) 0,23 +0,34 0,01 £ 0,27 ***
eGFR (ml/s) 0,13 +0,05 1,41 £ 0,25 ***

Zkratky: AIP - aterogenni index plazmy [= log(TAG(mmol/l)/HDL-C(mmol/l)], eGFR —
odhadovand rychlost glomeruldrni filtrace (ml/s) ; ® — data jsou ve formatu priimeér = S.D., b_
*p < 0,05 ** p <0,01; ** p < 0,001 (neparovy t-test), © — median (Q1-Q4); HV-HDF —
vysokoobjemova hemodiafiltrace, KON — kontrolni skupina

Profily lipoproteinovych subfrakci jsou uvedeny v Grafu 3. Mezi skupinami KON a HV-HDF
jsme pozorovali rozdily jak mezi apoB lipoproteiny, tak v subfrakcich HDL. Skupina HV-
HDF méla vyssi obsah cholesterolu ve frakci VLDL (35 + 6 vs. 25 + 7 % cholesterolu
v lipoproteinech; p < 0,001) a c¢asticich IDL (30 £ 5 vs. 25 £ 5 % cholesterolu
v lipoproteinech; p < 0,001) na ukor nizSiho zastoupeni cholesterolu ve velkych LDL
Casticich (8 £ 5 vs. 26 £ 6 % cholesterolu v lipoproteinech; p < 0,001). Tyto zmény byly
doprovazeny velkymi rozdily mezi koncentracemi cholesterolu v non-HDL a LDL ¢asticemi
ve skupiné¢ HD (0,96 + 0,42 vs. 0,66 + 0,29 mmol; p < 0,001). Rozdily mezi koncentracemi
cholesterolu v sdLDL c¢asticich nedosahly statistické vyznamnosti. Distribuce cholesterolu
mezi subfrakcemi HDL byla téZ rozdilna: HV-HDF pacienti méli distribuci HDL cholesterolu

posunutou smérem k vét§im subpopulacim (44 + 11 vs. 22 + 7 % cholesterolu v
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lipoproteinech HDL; p < 0,001). Naopak obsah cholesterolu ve stfedn¢ velkych ¢asticich
HDL (38 + 7 vs. 43 £ 4 % cholesterolu v lipoproteinech HDL; p < 0,001) a malych HDL byl
niz$i u skupiny HV-HDF (18 £ 5 vs. 35 £+ 8 % cholesterolu v lipoproteinech HDL; p < 0,001).

Graf 3 - Profil lipoproteini apoB
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Zkratky: HV-HDF — vysokoobjemovd hemodiafiltrace, IDL — lipoproteiny o stiedni hustote,
KON- kontrolni skupina, LDL — lipoproteiny o nizké hustote, VLDL — lipoproteiny o velmi
nizké hustoté

Graf 4 - Profil HDL lipoproteint
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Zkratky: HV-HDF — vysokoobjemova hemodiafiltrace, IDL — lipoproteiny o stiedni hustoté,
KON- kontrolni skupina, LDL — lipoproteiny o nizké hustote, VLDL — lipoproteiny o velmi
nizké hustoté
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Pocate¢ni charakteristiky prezivsich

Sledované obdobi 5 let ptezilo pouze 14 ze skupiny 47 pacientll na HV-HDF (nepocitaje v to
pacienty podstoupivsi transplantaci ledvin), coz je v souladu s daty uvadénymi pro Ceskou
republiku. Dale jsme porovnavali vstupni hodnoty u skupiny pieziv§ich a nepfeziv§ich,
abychom stanovili mozné prediktory ptezivani. Skupina piezivsich byla charakterizovana (viz
Tabulky 13 a 14) vyssimi hodnotami diastolického krevniho tlaku (76 =9 vs. 65 + 14 mmHg,
prezivsi vs. neptezivsi; p < 0,001). Pouze dvé osoby ze skupiny piezivSich (15 %) mély
plazmatické koncentrace albuminu pod normalnimi hodnotami (35 g/l), zatimco u skupiny
neptezivsich tato situace nastala v 8 pfipadech (24 %), ovSem bez statistické vyznamnosti
(x2-test s Yatesovou korekci = 0,14; p = 0,709). U skupiny nepiezivSich jsme zaznamenali
vys$$i koncentrace CRP (3,3[1,7-4,0] vs. 7,5[3,3-15,1] mg/l, median [Q1-Q4] p < 0,001) a
glukozy (5,1[4,4-6,2] vs. 7,6[5,6-10,8] mmol/l, p = 0,016). Parametry lipidového metabolismu
se lisily pouze v piipadé HDL-C (1,3 = 0,4 vs. 1,0 = 0,4 mmol/l; p = 0,043), ani distribuce
lipoproteinovych subfrakci nebyla rozdilna, a to jak u apoB, tak u HDL lipoproteint (Graf 5 a
6). Obé skupiny se neliSily ani vékem (58,7 + 12,1 vs. 65,6 £ 12,4 let; p > 0,09) ani
zastoupenim muzt/zen (y2-test s Yatesovou korekci = 1,43; p = 0,232). Délka
hemodialyza¢niho programu pied vstupem do studie u obou skupin byla téz podobna (2,1[0,5-
6,2] vs. 2,4[1,4-2,9] let; p > 0,4). Co se tyce stratifikace pomoci IMT, skupina pteziv§ich

neméla piiznivéjsi distribuci pacientti nez nepiezivsi (y2-test s Yatesovou korekei = 0,714; p

=0,70).
Tabulka 13 - Porovnani klinickych parametra skupin preZivSich a nepreZivSich
Prezivsi NepreZzivsi
podet (muzi/Zeny) 14 (6/8) 33 (22/11)">
vék (roky) 58,7 + 12,1 65,6 + 12,4°
BMI (kg.m™) 28,2 + 6,9 28,3+ 6,4
DM (ano (%)) 4 (29 %) 20 (61 %)™
IMT stratifikace (IA+IB+11/111/1V) 8/5/1 14/12/7™°
systolicky krevni tlak (mmHg) 140 + 20 145 + 21°
diastolicky krevni tlak (mmHg) 76+ 9 65 £ 14***
optimalni télesnd hmotnost (kg) 85,1 + 28,9 84,5+ 18,0

a_ data jsou ve formatu primer + SD, o _ *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001 (neparovy t-
test); Zkratky: BMI - index telesné hmotnosti; DM - diabetes mellitus; IMT - tloustka intima-
medie; " — bez statistické vyznamnosti (y2 test s Yatesovou korekci)
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Tabulka 14 - Biochemické parametry u preZivsich a neprezivsich

Prezivsi (n = 14) Neprezivsi (n = 33)
Ca (mmol/l) 2,38 £0,28 2,20 £0,12*
P anorganicky (mmol/1) 1,88 +0,48 1,69 + 0,58
Mg (mmol/l) 1,07 £ 0,19 1,02 +0,34
mocovina (mmol/) 16,4 + 3,9 18,3+5,4
kreatinin (umol/1) 684 + 155 660 + 192
kyselina mocova (umol/) 310 £ 65 322 £ 67
celkovy protein (g/1) 66,9 + 5,8 67,3+5,2
albumin (g/l) 38,7+£3,5 379+3,3
albumin < 35 g/l n(%) 2 (15 %) 8 (24 %)"°
CRP (mg/l) 3,3(1,7-4,0) 7,5 (3,3-15,1)***
TC (mmol/l) 4,86 + 0,76 4,34 +£1,13
non-HDL-C — LDL-C (mmol) 0,94 + 0,56 1,02 + 0,38
TAG (mmol/l) 1,9 (1,2-3,0) 2,0 (1,8-2,6)
HDL-C (mmol/l) 1,32+0,41 1,05 +0,37*
LDL-C (mmol/l) 2,60 £ 0,58 2,27 £ 0,94
glukoza (mmol/l) 5,1 (4,4-6,2) 7,6 (5,6-10,8) *
AIP (pomér) 0,20 + 0,31 0,32 +0,32
eGFR (ml/s) 0,11 +0,13 0,03 £ 0,07
doba dialyzy (hod/tyden) 14,04 £ 0,73 13,86 0,73
OCM (pomer) 1,73 +0,41 1,59 +0,30
HV-HDF t, (roky) 2,1(0,5-6,2) 2,4 (1,4-2,9)

a_ data jsou ve formdtu priimer + SD, o_ *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001 (neparovy t-
test); © — medidn (Q1-Q4); ° — bez statistické vyznamnosti (32 test s Yatesovou korekci)
Zkratky: AIP - aterogenni index plazmy [= log(TAG(mmol/l)/HDL-C(mmol/l)], eGFR —
odhadovana rychlost glomerularni filtrace (ml/s) , HV-HDF ty — doba trvani HV-HDF na
pocatku studie, OCM - on-line mereni clearence, TAG - triacylgyceroly, TC — celkovy
cholesterol
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Graf 5 - Profil lipoproteini apoB preZivsi vs. nepreZivsi
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Zkratky: IDL — lipoproteiny o stFedni hustoté, LDL — lipoproteiny o nizké hustote, VLDL —
lipoproteiny o velmi nizké hustote

Graf 6 - Profil HDL lipoproteint pieZivsi vs. nepieZivsi
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Zkratky:HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté

Analyzy u skupiny preZivsich

Celkem jsme hodnotili 13 parovanych dat u skupiny pifezivSich. Zakladni charakteristika
soborl pacientli je uvedena v Tabulce 15. Na konci sledovaného obdobi jsme zaznamenali
rozdilné hodnoty u parametri mineralové rovnovéhy (vzestup koncentrace Na* z 135 + 3 na
136 = 2 mmol/l, hodnoty na poc¢éatku a na konci obdobi; p = 0,012; pokles koncentraci Mg®*

z1,1 £0,2na 0,9 = 0,2 mmol/l; p < 0,001 a snizeni koncentrace celkovych anorganickych
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fosfati z 2,0 = 0,5 na 1,6 = 0,5 mmol/l; p = 0,028). Pro mocovinu, kreatinin ani kyselinu
mocovou jsme nezaznamenali zadné trendy, ovSsem koncentrace [3,-mikroglobulinu se zvysily
béhem sledovaného obdobi (z 16,4 + 2,4 na 21,2 + 2,5 mg/l; p < 0,001). Pokles koncentrace
celkové bilkoviny (z 67,2 + 6,1 na 62,2 + 4,8 g/I; p < 0,05) nebyl doprovazen tbytkem
koncentrace albuminu. Koncentrace CRP stouply (z 3,3[1,7-4,0] na 9,1[6,0-13,9] mg/I,
median [Q1-Q4]; p = 0,04).
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Tabulka 15 - Zakladni charakteristiky preZivSich na za¢atku a po 5 letech

Pocatek HV-HDF Konec sledovani
(n=13) (n=13)

BMI (kg.m™) 28,1+7,1 27,6 +8,3
systolicky krevni tlak (mmHg) 143,8 + 19,6 136,2 + 22,1°
diastolicky krevni tlak (mmHg) 74,0 £ 9,6 65,6 + 16,4
celkové Ca (mmol/l) 2,41 £0,29 2,22+ 0,24
P anorganicky (mmol/l) 1,98 £ 0,46 1,56 £0,55%*
Mg (mmol/l) 1,08 £ 0,21 0,86 + 0,24 ***
mocovina (mmol/1) 16,8 +4,1 16,6 + 4,7
kreatinin (umol/1) 749 + 146 822 +181
kyselina mocova (umol/l) 309 £ 50 260 + 107
celkovy protein (g/1) 67,2 £ 6,1 62,2 +4,8*
albumin (g/l) 38,2+2,9 38,0£4,2
CRP (mg/l) 3,3 (1,7-4,0)° 9,1 (6,0-13,9)*
TC (mmol/l) 4,82 +0,98 4,24 £ 0,74
non-HDL-C — LDL-C (mmol) 0,96 + 0,54 0,86 +0,52
TAG (mmol/l) 2,24 £1,49 1,92 + 1,07
HDL-C (mmol/l) 1,32 £ 0,45 1,32 £ 0,44
LDL-C (mmol/l) 2,54 £ 0,65 2,06 +0,67*
glukéza (mmol/1) 5,0 (4,6-6,2) 5,4 (4,7-6,1)
AIP (pomér) 0,18 +0,35 0,13 +0,35
eGFR (ml/s) 0,11 +0,02 0,09 + 0,03
doba dialyzy (hod/tyden) 14,37 £ 1,00 13,74 £ 0,73
OCM (pomér) 1,62 +0,31 1,83 £0,31%*
B2-mikroglobulin (mg/l) 16,4 +2,4 21,2 £ 2,5%**

& _ data Jjsou ve formatu priimer + SD, o _ *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001 (parovy t-
test); © — medidan (Q1-Q4)

Zkratky: AIP - aterogenni index plazmy (= log(TAG(mmol/l)/HDL-C(mmol/l)), eGFR —
odhadovanda  rychlost  glomeruldarni  filtrace (ml/s); HV-HDF — vysokoobjemova
hemodiafiltrace; OCM - on-line méreni clearence, TAG - triacylgyceroly, TC — celkovy
cholesterol
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Zmény v parametrech lipidového metabolismu zahrnovaly pouze snizeni koncentrace LDL-C
(z 2,5 £ 0,6 na 2,1 £ 0,7 mmol/l; p = 0,036). Ubytky koncentraci TC a TAG nedosihly
statistické vyznamnosti, coz se také projevilo v nesignifikantnich zménach hodnot
atherogenniho indexu plazmy (AIP). Na druhé strané jsme pozorovali mnoho zmén
v distribucich lipoproteinovych subfrakci, a to jak u apoB, tak u HDL lipoproteind. Po 5
letech doslo ke sniZeni obsahu cholesterolu u lipoproteini VLDL (z 34 = 7 na 18 + 7 %
cholesterolu v lipoproteinech; p < 0,01), zatimco u LDL doslo ke zvySeni (z 7+ 5 na27 + 11
% cholesterolu v lipoproteinech; p < 0,001), které bylo zplsobeno vyS$§im obsahem
cholesterolu jak u velkych subfrakci (z 7 = 4 na 16 £ 7 % cholesterolu v lipoproteinech; p <
0,01) LDL, tak i u sdLDL (z 2 =3 na 7 = 9 % cholesterolu v lipoproteinech; p = 0,04).
Distribuce HDL subfrakei téz doznala nékolika zmén: po pétiletém obdobi, se zastoupeni
HDL cholesterolu u skupiny ptezivsich posunulo ve prospéch malych (z 17 +4 na25+ 11 %
cholesterolu v HDL lipoproteinech; p = < 0,05) a sttedné velkych (z 36 + 7 na 45 +5 %
cholesterolu v HDL lipoproteinech; p < 0,01) HDL subfrakci, kdezto velké HDL subfrakce
obsahovaly mén¢ cholesterolu (z 47 + 9 na 30 = 9 % cholesterolu v HDL lipoproteinech; p <
0,001), viz Grafy 7 a 8.

Graf 7 - Profil lipoproteini apoB
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lipoproteiny o velmi nizké hustote
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Graf 8 - Profil HDL lipoproteini
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7 DISKUZE

Pacienti s metabolickym syndromem

V patogenezi aterogenni dyslipidémie ma klicovou tlohu zvysena produkce VLDL v jatrech,
zejména velkych ¢astic VLDL; (S¢ 100-400). U pacienti s metabolickym syndromem se na
této poruse podili predev§im nadmérny ptivod mastnych kyselin do jater z tukové tkané a
stimulace lipogeneze de novo. V piimé souvislosti s hypertriacylglycerolémii dochazi v
cirkulaci k ubytku castic HDL, a k zmnoZeni aterogennich castic LDL, zvlasté¢ malych

denznich LDL (Chan 2006a).

Recentni studie naznacily, ze nejlepSim ukazatelem zvySeného zastoupeni sdLDL je stupen
hypertriacylglycerolémie, zvlasté ve spojeni s hodnotami obvodu pasu (Gazi et al. 2006). Jako
dalsi marker sdLDL byla studovana aktivita fosfolipazy A, asociované s lipoproteiny (Lp-
PLA,); tento enzym degraduje oxidované fosfolipidy (Gazi et al. 2005). Zatimco nizka
plazmaticka koncentrace HDL-C je vSeobecné spojovana se zvySenym kardiovaskularnim
rizikem, prognosticky vyznam vzestupu HDL-C nelze jednoznaéné interpretovat, protoze
nevypovida o simultannich zménach jednotlivych faktord, které se podileji na reverznim

transportu cholesterolu (Sethi et al. 2010).

Metabolismus lipoproteinii ptiznivé ovliviiuji PUFA tfady n-3, a to v nékolika smérech. Jako
piirozené ligandy reguluji expresi diilezitych transkripcnich faktort, napi. PPARa a SREBP-
lc, ¢imz zlepSuji inzulinovou senzitivitu ve svalstvu a v tukové tkani (Nakamura et al. 2004).
Hypolipidemické ucinky ve vztahu k aterogenni dyslipidémii zahrnuji transkripcni regulaci
zprostiedkovanou interakci se SREBP-1c a PPARa. PUFA n-3 inhibuji hormonalné senzitivni
TAG lipazu, stimuluji LPL (Harris a Jacobson 2009) (i); inhibuji sekreci TAG a lipogenezi
(i), stimuluji mitochondrialni a peroxisomalni oxidaci FA (iii), a inhibuji diacylglycerol O-
acyl transferazu 1 (Chapman et al. 2011). Potlacuji sekreci VLDL; a urychluji konverzi
VLDL na LDL ve prospéch vétSich ¢astic LDL (Bays et al. 2008, Calabresi et al. 2000).
Podavani PUFA n-3 zpiisobi snizeny katabolismus apoA-l1 v HDL bez vyrazného vlivu na
celkové koncentrace HDL-C, ale se zvySenym podilem frakce HDL, (Chan et al. 2006b).

V experimentech na zvifatech bylo opakované zjisténo, Ze podani PUFA n-3 pulisobi inhibici

jaterni lipogeneze, stimuluje 3-oxidaci mastnych kyselin, zvySuje lipolytickou aktivitu plazmy

a klinické studie u pacientd s hypertriacylglycerolémii potvrdily, ze PUFA n-3 zvySuji

konverzi VLDL na LDL, pfi¢emz klesd zastoupeni sdLDL ve prospéch castic velkych,
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vzlinavych (Bays et al. 2008, Calabresi et al. 2000). Tento fenomén je zptusoben zvySenim
frak¢niho katabolismu VLDL pievazné v dusledku zvysené exprimované lipoproteinové
lipazy (Harris a Jacobson 2009). Do nasi studie byli zafazeni pacienti s metabolickym
syndromem, jejichz hodnoty TAG v plazmé byly vyssi nez 1,7 mmol/l, ale nedosahovaly
extrémné vysoké urovné (TAG ve skupiné S 3,61 £ 5,01, ve skupin¢ N 2,66 = 1,52; v
mmol/l). Pacienti skupiny S byli star$i (p< 0,05) a dlouhodobé¢ 1éceni statiny, kdezto do

skupiny N byli zahrnuti pfevazné nemocni s nové diagnostikovanou dyslipidémii.

U nemocnych ve skupin€ S jsme pted 1écbou zjistili o 33 % vyssi aktivity ALT a o 19 %
aktivity AST (obé p <0,01). Ve skupiné S aktivity ALT neptesahovaly u zddného nemocného
2-nasobek horni hranice normy a aktivity AST se pohybovaly v pdsmu referen¢nich hodnot;
bé¢hem 1écby PUFA n-3 nedoslo k vyznamnym zménam aktivit funkénich jaternich testd.
Mirné zvySeni transaminaz mize souviset s lécbou statiny, piipadné ptitomnosti NAFLD,

ktera ale nebyla sledovéna.

Po Sesti tydnech podavani relativné nizké terapeutické davky 3,0 g ethylestert EPA a DHA
denn¢ doslo v obou skupinach k vyznamnému poklesu TAG v plazmé i ve VLDL, coz svédci
o snizeni poctu velkych castic VLDL. Ptfesun cholesterolu z VLDL do LDL provazel
vyznamny ubytek sdLDL, které byly obsazeny v subfrakcich LDL3 az 7, izolovanych
metodou diskontinudlni gelové elektroforézy (Lipoprint). Celkovy pocet lipoproteinovych

¢astic nesoucich na svém povrchu apo B se nezménil.

Frakce LDL neni homogenni a je mozné ji rozdélit na zaklad¢ denzity a velikosti minimalné
do c¢tyt subfrakci LDL I-IV, jejichz analyzu s urenim koncentrace malych denznich LDL
(LDL II a LDL IV) je mozné uskutecnit nékolika zptsoby. Nejstarsi, Casové a ptistrojove
nejnarocnéjsi jsou UC postupy. Elektroforetické metody se opiraji napt. o 2-16%
polyakrylamidovy gradient nebo diskontinualni gelovou elektroforézu (DGE), kterou
reprezentuje systém Lipoprint®. Také se stale Castéji vyuzivd NMR spektroskopie, kterd je
schopna rozlisit velké, stiedni a mal¢ LDL a IDL, ale neodlisi Lp(a) od LDL. Popséana byla i
sekvenc¢ni precipitaéni metoda k pifimému uréeni koncentrace cholesterolu v sdLDL (Hirano

et al. 2005).

Pouziti DGE bylo prakticky vyuZito ke zjiStovani (validaci) aterogenni dyslipidémie u osob s
metabolickym syndromem (Gazi et al. 2006) i napt. k prikazu asociace lipoprotein-

asociované fosfolipazové aktivity na castice sdLDL (Gazi et al. 2005). Subfrakcionace tfidy
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LDL je mozna na zakladé koncentrace sdLDL-C, kdy koncentrace cholesterolu v sdLDL pod
0,16 mmol/l zafazuje nemocného do fenotypu A velikosti LDL (sdLDL-C < 0,160 mmol/l),
ptipadné fenotypu non-A velikosti LDL (sdLDL-C > 0,160 mmol/l). Non-A fenotyp velikosti

LDL tak mtize obsahovat i osoby s intermediarnim fenotypem velikosti LDL.

Po suplementaci PUFA n-3 je popisovan mirny vzestup koncentrace HDL-C a zvySeni
poméru HDL2-/HDL3-C i zpomaleni katabolismu apo A-1 (Chapman et al. 2011). V nasi
studii jsme pozorovali mirny vzestup koncentrace HDL-C v obou skupinach, avSak vzestup
byl statisticky vyznamny ve skupiné S a v celém souboru. ZvySeni poméru HDL-C/apoAl
naznacuje, ze vzestup koncentrace ¢astic HDL, navozeny podavanim PUFA n-3 ptevazil nad

zpomalenim katabolismu apo A-I.

Studie z posledni doby potvrzuji vyznam Lp(a) jako samostatného RF pro CVD, zvlasté
ischemickou chorobu srdeéni a cévni mozkové piihody (Nordestgaard et al. 2010).
Lipoprotein (a) piedstavuje specifickou podtiidu lipoproteind; jeho c¢astice se podobaji
¢asticim LDL, ale na molekulu apo B je kovalentné navazan apo (a), jehoz struktura vykazuje
vysoky stupenn homologie s plazminogenem. Ptedpokladd se, ze Lp(a) ve vysoké
koncencentraci pusobi protromboticky a ma pifimy aterogenni ucCinek. Plazmaticka
koncentrace Lp(a) je do znacné miry geneticky podminéna a vyznacuje se velkou
interindividualni variabilitou. Kardiovaskularni riziko se zvySuje s rostouci koncentraci Lp(a)
kontinualné, za hranicné rizikové se povazuji hodnoty mezi 0,25 az 0,30 g/I. Bylo prokéazano,
ze poklesu plazmatické koncentrace Lp(a) 1ze dosahnout podavanim kyseliny nikotinové a
podle nékterych autord téz terapeutickymi davkami PUFA n-3 (Shinozaki et al. 1996). V
naSem souboru pacientli s metabolickym syndromem se bazalni hodnoty Lp(a) pohybovaly v
pasmu hrani¢niho rizika a po PUFA n-3 ve vSech skupinach poklesly (pokles byl statisticky
vyznamny ve skupin€ S a v celém souboru). Vysledky nasi studie tedy naznacuji, ze PUFA n-

3 by také mohly snizit kardiovaskularni riziko a to ptiznivym ovlivnénim hladiny Lp(a).

Kromé vlivu na metabolismus lipidd a glycidi byla popsdna celd fada pleiotropnich ucinkl
PUFA n-3 (Robinson a Stone 2006). Se zfetelem na metabolicky syndrom ma zvlastni
vyznam, 7¢ PUFA n-3 zasahuji do n&kterych patogennich mechanismii spojenych se
zvySenym oxida¢nim stresem (Poudyal et al. 2011). Konjugované dieny v LDL reflektuji
koncentraci minimalné oxida¢né modifikovanych ¢astic LDL (mm-LDL). V na$i praci jsme
zjistili, ze CD po podavani PUFA n-3 mirné poklesly (v celém souboru na hranici statistické

vyznamnosti). Z ukazatelli antioxidacni kapacity se po PUFA n-3 vyznamné zvysila aktivita
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paraoxonazy-1, enzymu asociovaného s HDL, ktery brani oxidaci LDL (Soran 2009);
soucasn¢ poklesla aktivita glutathion reduktdzy, coz pfi nezménéné aktivit¢ glutathion
peroxidazy ukazuje na zmenSeni narokd pro recyklaci systému oxidovany/redukovany

glutathion (Kodydkova et al. 2009).

Se zmirnénim oxida¢niho stresu souvisi téz pokles vyluovani albuminu ledvinami.
Albuminurie je disledkem zvySené permeability glomerulii pro albumin a tato porucha se
vyskytuje zejména u pacientil s arterialni hypertenzi a s porusenou glukézovou toleranci. U
nasich pacientti byly bazalni hodnoty koncentrace albuminu v moci niz$i. Renoprotektivni
ucinky PUFA n-3 byly opakované popsany (Shapiro et al. 2011). U nemocnych s diabetickou
dyslipidémii lé¢enych kombinaci statin-fibrat snizila suplementace PUFA n-3 koncentrace
TAG, hladiny tHcy a zmen$ila mikroalbuminurii (Zeman et al. 2006). V ramci studia
protizanétlivého ptisobeni PUFA n-3 byla zjisténa nepfima zavislost mezi jejich plazmatickou
koncentraci a koncentraci C-reaktivniho proteinu (Micallef et al. 2009). V nasi studii jsme
zmény koncentrace CRP po podavani PUFA n-3 nesledovali, protoze jsme neméli moznost

métit hs-CRP; hodnoty stanovené u pacientti béznou metodou nepiesahovaly 5 mg/1.

Pokles koncentrace PUFA n-3, zvlasté¢ EPA a DHA v CE a PL plazmy, membranach desticek
a erytrocytll je povazovan za nezavisly rizikovy faktor ICHS. Je zndmo, Ze pokles PUFA n-3
pod 4 % v PL erytrocytu je rizikovym faktorem ICHS a koncentrace nad 8 % jsou
protektivnim faktorem (Harris a Jacobson 2009). Podavani PUFA n-3 vedlo v nasi studii v

priméru alespon k dvojnasobnému zvyseni koncentrace celkovych PUFA n-3 ve PL plazmy.

Analyzou zakladnich tfid plazmatickych lipidi kapilarni plynovou chromatografii byly u
pacientli s metabolickym syndromem zjiStény charakteristické zmény v zastoupeni mastnych
kyselin, a to v zavislosti na poétu komponent metabolického syndromu (Zdk et al. 2007). Ve
srovndni se zdravymi osobami maji pacienti s metabolickym syndromem vys$si koncentrace
SFA, MUFA a nizsi koncentrace PUFA n-6, zvlasté kyseliny linolové. Zmény spektra FA
jsou pravdépodobné disledkem zvysené lipogeneze a oxida¢niho stresu. Prokazali jsme
ptiznivé ucinky, a to vyznamny vzestup koncentrace vSech vySetfenych vicenenasycenych

mastnych kyselin fady n-3 a sniZzeni poméru kyselin n-3 ke kyselindm n-6.
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Pacienti s terminalnim rendlnim selhanim

Porovnani kontrolni a HV-HDF skupiny

Hodnoty biochemickych parametrii stanovovanych v obou sledovanych skupinach odrazeji
specifické rozdily typické pro pacienty v hemodialyzaénim programu, jako naptiklad
zménény lipidovy profil zahrnujici snizené koncentrace HDL-C, LDL-C, TC a vyssi
koncentrace TAG. Tyto zmény jsou obycejné doprovazeny i rozdilnymi distribucemi
lipoproteinovych ¢astic, které jsou vysledkem zhorSeného vychytavani i dysfunkce
lipoproteinii a které vykazuji zvySené zastoupeni subfrakci s akumulaci oxidacné
pozménénych lipida (Vaziri 2014). Rozdé€leni lipoproteini na jednotlivé subfrakce se
Vv soucasné¢ dob& provadi pomoci mnoha riznych metod, zahrnujicich ultracentrifugacni
postupy, NMR, gelovou elektroforézu a HPLC (Chung et al. 2009). Navic se data z téchto
analyz stale castéji vyuZivaji pfi hodnoceni kardiovaskularniho rizika. Lipoprint® je
komeréné dostupny systém, ktery je pomérné rychly, nendrocny na objem vzorku a na
preanalytickou pfipravu. Analyzy lipoproteinovych subfrakci pomoci systému Lipoprint u
pacientd s ESRD se objevily teprve nedavno (Rysz-Gorzynska et al. 2017, Gluba-Brzozka et
al. 2017a).

Zmény ve skupiné HV-HDF odpovidaji vysledkim jinych studii porovnavajicich HV-HDF
pacienty s kontrolnimi skupinami bez terapie statiny a znamkami CVD. V na$i kontrolni
skupiné byly znamky CVD piitomny pouze u nékolika jedincta (3 z 50). Progrese CVD u HV-
HDF pacientd je spojovana s vysokym zastoupenim ¢astic VLDL a IDL (Shoji et al. 1998),
coz muze byt zpisobeno jejich snizenym katabolismem diky nizké aktivité LPL a/nebo
snizenym vychytavanim remnantnich castic jaternimi LDL receptory a tzv. ,,LDL-receptor
related proteins“ (Saland a Parekh 2010). Nicméné data ukazujici zvySené zastoupeni
VLDL/IDL u pacienti s HV-HDF mohou byt ovlivnéna pfitomnosti Lp(a) v IDL ttidach
separovanych elektroforeticky (Oravec 2013). Lipoproteinovy profil u nasi HV-HDF skupiny
byl vsouhlase svyse uvedenymi udaji, tzn., vykazoval zvySené zastoupeni cholesterolu
v ¢asticich VLDL a IDL na tkor velkych LDL ¢astic.

Zastoupeni HDL subttid se u HV-HDF skupiny lisilo u vSech tii hlavnich skupin, ale stale
uptednostiiovalo vétsi Castice. V soucasné dob¢ se stale diskutuje o vztahu jednotlivych HDL
subtfid vzhledem k riziku/progresi CVD, pticemz velké HDL ¢astice jsou Casto zminovany

jako ateroprotektivni (Martin et al. 2014). Na druhé strané, je znamo, ze malé HDL castice
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jsou ucinnéjsimi akceptory cholesterolu nez velké, na lipidy bohaté¢, HDL podtiidy. Zda se
tedy, ze dalezitym aspektem HDL castice je jeji struktura/slozeni, nejenom jeji velikost
(Mowa a Rader 2008). U hemodialyzovanych pacienti jsou malé HDL nezavislymi
prediktory umrti na kardiovaskularni komplikace (Vekic et al. 2011). Ve skupinach
sledovanych v této praci byl vztah mezi poctem konvenénich rizikovych faktord pro CVD a
podtiidami HDL pozorovan pouze u kontrolni skupiny (negativni korelace s obsahem
cholesterolu ve velkych HDL, r =-0,396, p < 0,01; Spearmaniv pofadovy koeficient korelace,
kladna korelace s obsahem cholesterolu v malych HDL, r = 0,348; p < 0,05), kdezto v HV-
HDF skupiné jsme zadné korelace nepozorovali. Zastoupeni sumy rizikovych faktori pro
CVD bylo asymetrické ve prospéch vyssich hodnot (> 4) ve skupiné¢ HV-HDF (y2-test
s Yatesovou korekci = 4,14, p = 0,04) v porovnani s kontrolni skupinou. Tento nalez je
v souhlase s udaji ve studii Lia a kol. (Li et al. 2016), ktefi pozorovali vymizeni vztahu mezi
poctem tradicnich rizikovych faktorti a obsahem cholesterolu ve velkych HDL u skupin

pacientll s poctem rizikovych faktori > 4.
Terapie statiny u skupiny HV-HDF

Obecné se ma za to, ze statinova terapie ovliviluje metabolismus lipoproteinti. Ackoli tyto
ucinky nejsou pozorovany u LDL ani HDL (Reyes-Soffer a Ginsberg 2015), u pacient na
hemodialyze je situace komplikovanéjsi. U CKD bez hemodialyzy je stabilizace lipidového
profilu béhem dlouhodobé 1é¢by hypolipidemickymi 1éky vhodna (Rysz et al. 2015), ovSem
terapie statiny je doporuCovana u pacienti podstupujich hemodialyzu pouze pii
hypercholesterolémii (Vaziri 2016). Zajimavé je, ze van den Akker (van den Akker et al.
2003) nepozoroval zadné zmény u LDL podtiid separovanych ultracentrifugacné u
hemodialyzovanych pacienti 1éCenych atorvastatinem. Ve Studii MS jsme zadné zmény u
hypertriacylglycerolemickych pacientd v lipoproteinech nesoucich apoB nepozorovali, at’ jiz
ve vztahu k 1é¢bé statiny, tak po dietni suplementaci PUFA n-3, pfi¢emz lipoproteiny byly
separovany pomoci systému Lipoprint® (Vecka et al. 2012). Studie Sorensona dospéla ke
stejnym zavéram u pacientt s ESRD (Sorensen et al. 2015). Uginek statinti na koncentrace
sdLDL u pacienti s CKD byl v nedavné studii zhodnocen jako zanedbatelny (Epstein a Vaziri
2012). V nasi studii jsme pomoci analyzy ANOVA ukazali, ze vliv terapie statiny je daleko
mensi, neZ prislusnost ke sledované skupin€, nebot’ nejvyssi pozorovany vliv statinové 1éby
byl pozorovan pro velké subfrakce HDL a VLDL s hrani¢ni vyznamnosti (obé p < 0,05),
kdeZto vliv skupiny byl daleko vyssi (p < 0,0001).
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Porovnani skupin preZivSich a nepieZivsich

Skupina nepiezivSich méla nevyznamné vyssi zastoupeni pacientti s DM (y2-test s Yatesovou
korekei; p= 0,1), coz mohlo byt spojeno s vy$simi koncentracemi glukézy v této skupiné a
S vyssi urovni chronického zanétu, protoze koncentrace CRP byly u neptezivsich také vyssi.
Vyssi hodnoty diastolického krevniho tlaku pozorované u neptezivsich odpovidaji znaAmému
U-typu vztahu mezi krevnim tlakem a rizikem mortality u dialyzovanych pacienti
(Hannedouche et al. 2016), pticemz pro nizké hodnoty odrazi tento vztah vliv srde¢niho
selhavani. U téchto pacienti mohou hrat roli i jiné faktory, jako zmény/jiné tlakové poméry,
jez jsou odvislé od napt. typu cévniho pristupu [arteriovendzni fistula (AVF)] vs. trvaly katetr
zavedeny do v. jugularis internae. V nasi skupiné HV-HDF, u pacientt s AVF pfistupem
jsme pozorovali pouze nevyznamné vyssi hodnoty diastolického krevniho tlaku (71 £ 14 vs.
61 + 13 mmHg, AVF vs. CTH, p > 0,8). S vyjimkou hodnot HDL-C, parametry lipidového
metabolismu nerozliSovaly skupinu piezivSich od neptezivSich. Pfezivani pacientii na HV-
HDF je spojeno s lep$im nutriénim statusem. Rozdily v lipoproteinovych profilech jsme téz
nepozorovali. Jedna studie s dobou sledovani 36 mésict tatktéz zadné rozdily pro subfrakce

HDL mezi pfeziv§imi a nepieziv§imi nepozorovala (Vekic et al. 2011).
Analyzy po 5 letech

Analyzy trendd v profilu lipoproteinii béhem hemodialyza¢nich programii nebyly dosud
publikovany, alespot v ndm zndmych zdrojich. Lipidové parametry se béhem sledovaného
obdobi neménily s vyjimkou snizeni LDL-C. Lipidovy metabolismus mohl reagovat na jiz
pritomné rizikové faktory CVD u téch, kteti prezili pétileté sledované obdobi a také obdobi
pied vstupem do studie (median 2 roky), pieusporaddanim lipoproteinovych profild. Tyto
zmény, patrné u apo B lipoproteinti jako piesun cholesterolu z VLDL do LDL castic za
soucasného snizeni hodnot LDL-C, naznacuji remodelaci ¢astic bohatych na TAG (i kdyz
celkovéd koncentrace TAG Vv plazm¢ se nezménila). Koncentrace apoB nebyly dostupné pro
oba Casové body, tedy nelze Cinit zavéry ohledné zmén absolutniho poctu lipoproteinovych
castic. Néktefi autofi dokonce pfisli s hypotézou, ze sdLDL nejsou u pacientt v HV-HDF

programu spojeny s kardiovaskularnimi komplikacemi (Yeo et al. 2009).

Tloustka intima-media Vv karotickém povodi je dilezitym prediktorem CVD a v jedné studii
bylo ukazano, ze ma silngjsi vazbu k HDL nez k apoB lipoproteiniim u pacienttt s HD (Gluba-

Brzozka et al. 2017b). V nasi studii jsme pozorovali piesun cholesterolu z velkych HDL ¢astic
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[jez jsou nékdy povazovany za dilezitou soucast progrese aterosklerozy (Qi et al. 2015)] do
sttedné velkych a malych HDL, které jsou téz povazovany za Castice se vztahem k CVD
béhem dlouhodobého sledovani (Vekic et al. 2011). Tento jev mize byt soucasti komplexni
odpovédi metabolismu c¢astic HDL béhem dlouhodobé HD. V prabéhu patogeneze
kardiovaskularnich komplikaci u pacienti s ESRD jsou také mozné zmény Ve
funkci/proteomu HDL (Annema a von Eckardstein 2016). Béhem sledovaného obdobi jsme u
pacientli nezaznamenali progresi kardiovaskularnich komplikaci ani nebylo nutné zménit

stavajici hypolipidemickou 1é¢bu.

Zmény daliich parametri ovliviiujicich vyvoj CVD, jako koncentrace Ca®*, parathyroidniho
hormonu a thyreotropniho hormonu v plazmé¢ (Nishizawa et al. 1997), byly zanedbatelné a
nevyznamné. ZvysSena koncentrace z-mikroglobulinu béhem sledovani naznacuje postupné
zhorSovani rezidualni funkce ledvin (sekundarni amyloiddéza spojena se starnutim a HD).
Nicméné tento protein u naSich pacientdl nemél zadny vztah k zastoupeni cholesterolu

Vv lipoproteinovych ttidach

Doba sledovani dosahla 5 let, coz bylo déle nez median trvani HD programu pted vstupem do
studie (2 roky). Stratifikace pacientti podle medianu trvani jiz probéhlého HD programu na
pocatku studie (pomér muzi/zeny mezi skupinami se neliSil) odhalila pouze malé rozdily
V apoB lipoproteinovém profilu: u pacientli s kratSim trvanim HD programu jsme nalezli nizsi
obsah cholesterolu ve VLDL (34 + 6 vs. 37 = 5 % cholesterolu v lipoproteinech, pod median
vs. nad median; p = 0,023) a IDL (32 = 5 vs. 29 = 4 % cholesterolu v lipoproteinech; p =
0,018) casticich. Ostatni analyzované parametry se mezi témito dvéma skupinami neliSily, az
na koncentrace P,-mikroglobulinu, které byly niz§i u skupiny pod median trvani HD
programu (15,3 2,4 vs. 16,9 = 2,5 mg/l; p = 0,037). Koncentrace TAG se nelisily (2,3 = 1,0
vs 1,9 + 2,0 mg/l; p = 0,108). Obsah cholesterolu v jednotlivych lipoproteinovych subfrakcich
nem¢l vztah K trvani HD programu na pocatku studie jak v celé skupiné HV-HDF, tak
V podskupinach ptezivSich i neptfezivSich. Navic jsme nepozorovali ani souvislost profilu

lipoproteind s parametrem eGFR jak u HV-HDF skupiny, tak u kontrolnich osob.

Tato restrospektivni studie je prvni studie se sledovanim pfezivani u pacientli na HD, kterd se
zabyva subfrakcemi HDL a apoB lipoproteinii méfenych systémem Lipoprint® v homogenni
skupiné¢ pacienti na HV-HDF. Mezi omezeni studie patii nizky pocet pieZivSich,
znemoznujici ¢init obecné zavéry o lipidovém metabolismu, a nemoZnost stanovovat trendy

kvali méfeni pouze ve dvou ¢asovych okamzicich. V této studii jsme nestanovovali proteiny
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spojené s metabolismem lipoproteint, jako naptiklad strukturalni apolipoproteiny apoB100 a
apoB48, a také aktivity enzymi ménicich obsah lipoproteini (lecitin-cholesterol
acyltransferaza, lipoproteinova lipaza, protein prenaSejici cholesteryl estery nebo jaterni

lipaza).

Zmény pozorované v profilech lipoproteini na konci sledovaného obdobi ukazuji na zndmky
konvergence Kk lipoproteinovému fenotypu kontrolni skupiny. Zdali je to obecna situace u
pacientl prezivajicich po relativné dlouhou dobu v HD programu, nebo se jedna o dosud
neznamy Vliv na lipoproteinové cCastice, neni zjevné. Problematika tykajici se
lipoproteinovych subfrakci u vysokoobjemové hemodiafiltrace bude nepochybné piedmétem

dalSich studii.
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8 ZAVER
Pacienti s MS

V probihajici odborné diskusi o vyznamu vicenenasycenych mastnych kyselin fady n-3 v
1écbé poruch lipidového metabolismu a v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni nebylo
dosud dosazeno jednoty. Vysledky naSi studie podporuji nazor, ze pro pacienty s
hypertriglyceridémii v rdmci metabolického syndromu ptedstavuji PUFA n-3 ucinnou slozku
terapie, kterd ptiznivé ovliviiuje rezidualni kardiovaskularni riziko a dopliiuje tak uUcinky

statinu.
Pacienti s ESRD

Pacienti s HD méli typické hodnoty lipidovych parametri doprovazené redistribuci apoB
lipoproteint do castic VLDL a IDL, spojené se zvySenym obsahem cholesterolu v subfrakei
velkych HDL c¢astic. Vztah subfrakci HDL k poctu rizikovych faktord CVD byl prokazan

pouze u kontrolni skupiny.

Distribuce lipoproteinovych tiid na pocatku sledovani se neliSily mezi skupinou ptezivsich a
neptezivsich (s vyjimkou hodnot HDL-C) a nebyly ve vztahu k hodnotam IMT. Na konci
sledovaného obdobi doslu u ptezivsich k redistribuci cholesterolu v HDL ¢asticich do
mensich podtiid, kterd byla podobna distribuci cholesterolu v HDL c¢asticich u kontrolni
skupiny. Zmény v lipoproteinech nesoucich apoB byly téz vysledkem redistribuce
cholesterolu z VLDL do LDL ¢astic. Hypolipidemicka 1é¢ba u pacienti s HD neméla na

lipoproteinovy profil vliv.
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SEZNAM ZKRATEK

ABCAl
ABCGl1
ACE
ADL
AIP
AKI
ALP
ALT
Apo
AST
AVF
BMI
CAT
CD
CHOD
CE
CETP
CKD
CM
CRF
CRP
CvD
DHA
DGE
DLS
DM
DM 2T
DLP
ECLIA
EDTA
eGFR
EM
EPA
ESRD
FA
FADS
FC

ATP-dependentni kazetovy transportér Al (ATP-binding cassette transporter Al)
ATP-dependentni kazetovy transportér G1 (ATP-binding cassette transporter G1)
acetylcholin esteraza

aterogenni dyslipidémie

aterogenni index plazmy

akutni rendlni selhdni (acute kidney injury)

alkalicka fosfataza

alaninaminotransferaza

apolipoprotein

aspartataminotransferaza

arteriovendzni fistula

index télesné hmotnosti (body mass index)

katalaza

konjugované dieny (conjugated dienes)

cholesterol oxidaza (cholesterol oxidase)

estery cholesterolu (cholesterol esters)

protein transportujici estery cholesterolu (cholesterol ester transfer protein)
chronické onemocnéni ledvin (chronic kidney diseases)

chylomikrony

chronické renalni selhani (chronic renal failure)

C-reaktivni protein

kardiovaskularni onemocnéni (cardiovascular disease)

kyselina dokosahexaenova (docosahexaenoic acid)

diskontinualni gelova elektroforéza

dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)

diabetes mellitus

diabetes mellitus 2. typu

dyslipidémie

elektroluminiscenéni imunoanalyza (electrochemiluminescence immunoassay)
ethylendiamintetraoctova kyselina

odhad glomerularni filtrace (estimated glomerular filtration rate)
elektronova mikroskopie

kyselina eikosapentaenova (eicosapentaenoic acid)

terminalni renalni selhani (end-stage renal disease)

mastna (-¢) kyselina (-y) (fatty acids)

desaturazy mastnych kyselin (fatty acids desaturases)

volny cholesterol (free cholesterol)
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GF
GGE

GMT
GP
GPO
GPx
GR

HD
HDF
HDL
HDL-C
HNF
HL
HOMA
HPLC

hs
HTAG
HV-HDF
IDL

IE
ICHS
IL
IMT
IR

ITP
KON
LCAT
LDL
LDL-C
LP
Lp(a)
LPL
LRP
LXR
MS
MUFA
NAFLD
NEFA

glomerularni filtrace

diskontinualni (segmentovana) gradientova gelova elektroforéza (gradient gel
electrophoresis)

y-glutamyl transferaza

geloveé permeacni

glycerol-3-fosfat oxidaza (glycerol-3-phosphate oxidase)
glutathion peroxidaza

glutathion reduktaza

hemodialyza

hemodiafiltrace

lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins)
cholesterol obsazeny v HDL

jaterni jaderny transkripéni faktor (hepatic nuclear transcriptional factor)
jaterni lipaza (hepatic lipase)

homeostatic model assessment

vysokouéinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

s vyskoou citlivosti (high sensitive)
hypertriacylglycerolémie
vysokoobjemova HDF (high volume)
lipoproteiny o stiedni hustoté (intermediary density lipoprotein)
iontoveé vyménna
ischemicka choroba srde¢ni
interleukin
tloustka intima/medie (intima-media thickness)
inzulinova rezistence
izotachoforéza (isotachophoresis)
kontrolni skupina
lecitin:cholesterol acyltransferaza
lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)
LDL-cholesterol
lipoprotein (-y)
lipoprotein(a)
lipoproteinova lipaza
LDL- receptor (LDL - receptor related protein)
jaterni X-receptory ( liver x receptors)
metabolicky syndrom
mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acids)
nealkoholova steatdza (non-alcoholic fatty liver disease)
neesterifikované mastné kyseliny (non-esterified fatty acids)
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NMR
OCM
PAP
PD
PL
PPAR

PON
PUFA
RCT
RF
RONS
RPM
RRT
SD
SFA
sdLDL
SR-B1
SREBP

TAG
TC
TGE
TK
TNFa
TRL
ucC
uv
VAP
VLDL

nukledrni magnetické rezonance

on-line méteni clearence (on-line clearance monitoring)
fenol + aminofenazon (phenol + aminophenazone)
peritonealni dialyza

fosfolipidy (phospholipids)

receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (peroxisome proliferator
activated receptor)

paraoxonaza

polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
reverzni transport cholesterolu (reverse cholesterol transport)
rizikovy faktor

reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species)
otacky za minutu (revolution per minute)

nahrada funkce ledvin (renal replacement therapy)
smerodatna odchylka (standard deviation)

nasycené¢ mastné kyseliny (saturated fatty acids)

malé denzni LDL (small dense LDL)

zametaci receptor tfidy B1 (scavenger receptor class B1)

protein vazajici sterolovy regulacni element (sterol regulatory element binding
protein)

triacylgyceroly

celkovy cholesterol (total cholesterol)

gelova elektroforéza v trubickach (tube gel electrophoresis)

krevni tlak

tumor nekrotizujici faktor o (tumour necrosis factor o)

lipoproteiny bohaté na TAG (triglyceride rich lipoproteins)

ultracentrifugace

ultrafialové (ultraviolet)

vertikalni jednostupniova gradientova ultracentrifugace (vertical auto profile)
lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins)
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