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1. Teoretický úvod

   Kardiovaskulární choroby představují hlavní příčinu morbidity a mortality v průmyslově vyspělých zemích. Na komplikace aterosklerózy, která je nejčastějším podkladem onemocnění srdce a cév, zde umírá více než 50% populace. V důsledku neblahých dopadů zdravotních, ekonomických, sociálních a psychologických zůstává ateroskleróza výzvou pro současnou medicínu.

1.1. Familiární kombinovaná hyperlipidémie (FKH)

1.1.1. Základní charakteristiky FKH

   Familiární kombinovaná hyperlipidémie (FKH) představuje nejčastější geneticky podmíněnou poruchu metabolismu lipidů v průmyslově vyspělých zemích. Toto onemocnění se výrazně podílí na urychleném vývoji a předčasné manifestaci aterosklerózy. Důsledkem je zvýšení morbidity a předčasné mortality u postižených jedinců v geneticky predisponovaných rodinách (1-4).

   Poprvé byla FKH popsána v roce 1973 jako dědičná porucha s několika lipoproteinovými fenotypy a se zvýšeným rizikem předčasných kardiovaskulárních chorob. (2) V současné době je na FKH nahlíženo jako na heterogenní onemocnění, které v sobě může zahrnovat několik podjednotek, jimž je více či méně společný laboratorní profil a klinický dopad.

   V populaci v průmyslově vyspělých zemích se FKH vyskytuje s prevalencí kolem 1-2%. Je prokazatelná u 10-20% pacientů s předčasnou manifestací ischemické choroby srdeční (1, 2,  5). Podle dostupných dat je FKH v Evropské unii postiženo více než 3,5 milionů obyvatel          a toto onemocnění se v zemích EU podílí asi na 30 až 70 tisících infarktů myokardu ročně (6, 7).

   Hereditárně je FKH charakteristická vertikální transmisí genetické aberace z generace na generaci. Genetické pozadí FKH není však dosud uspokojivě objasněno. Původně byla FKH  Goldsteinem považována za autozomálně dominantně dědičnou chorobu, později byla označena za polygenně podmíněnou poruchu. Výsledky segregačních analýz u rodin s FKH naznačují, že zřejmě existuje hlavní gen s dominantní dědičností, s nímž interagují menší modifikující geny (8, 9). Hlavní gen by měl řídit jaterní produkci VLDL a tím také koncentrace apoB, malých denzních LDL a triglyceridů. Na rozdíl od myší a jejich genu Hyplip-1 nebyl však u člověka takový hlavní gen dosud identifikován (10). Mezi modifikující geny by se měly řadit geny, které se mohou podílet na formaci malých denzních LDL či na snížené clearance lipoproteinů obsahujících apoB. Jako kandidáti na modifikující geny se zvažují geny pro lipoproteinovou lipázu, gen pro jaterní lipázu, cluster genů pro apolipoproteiny AI-CIII-AIV, gen pro cholesterol ester transfer protein, gen pro lecitin cholesterol acyltransferázu, jsou studovány také polymorfysmy genů pro apolipoprotein A-V 

a apolipoprotein E. Dále se pomýšlí na uplatnění mutací v genu pro apolipoprotein B, případně genu pro superoxiddismutázu (SOD). Zdánlivě monogenní typ dědičnosti                 a interindividuální variabilitu ve fenotypu pacientů s FKH by mohla vysvětlit asociace FKH s genem pro upstream transcription factor 1 (USF 1), který se svým produktem uplatňuje v regulaci dalších genů významně ovlivňujících metabolismus lipidů a sacharidů (7-9, 11-15). 

   Za patogenetický podklad FKH je považována nadměrná produkce apolipoproteinu B-100 (dále pro zestručnění jen apoB) v játrech, provázená nadměrnou syntézou částic nesoucích apoB - VLDL, IDL, LDL, případně spojená se sníženým odbouráváním lipoproteinových částic bohatých na triglyceridy (TGRLP) (4, 16-24). Vystupňovaná hepatální produkce VLDL souvisí s nadměrným přilivem volných mastných kyselin z periferních tkání - zejména z tkáně tukové (7, 11, 24-25). Pří snížené oxidaci mastných kyselin je zvýšená jaterní produkce triglyceridů (26). Snížená clearance lipoproteinů obsahujících apoB bývá u třetiny pacientů podmíněna sníženou aktivitou lipoproteinové lipázy (LPL) (12, 27) - ať už v důsledku genetické mutace pro LPL, zvýšenou koncentrací apolipoproteinu CIII, který je inhibitorem LPL, nebo sníženou aktivitou LPL v podmínkách často asociované inulinové rezistence (25, 28). S inzulinovou rezistencí souvisí také nedostatečná inhibice hormon-senzitivní lipázy, což vede ke zvýšené lipolýze v tukové tkáni s nadměrným uvolňováním volných mastných kyselin, které jsou jednak v játrech inkorporovány do VLDL, ale také inhibují inzulinem zprostředkovaný přesun glukózy do svalové tkáně (7, 11, 24-25). U některých jedinců s FKH bývá zvýšena aktivita cholesterol ester transfer protein (CETP), který zprostředkovává směnu triglyceridů z VLDL částic za cholesterolester z LDL či HDL částic. LDL částice se pak triglyceridů zbavují hydrolýzou zprostředkovanou jaterní lipázou. Tím dochází k jejich zmenšení a zahuštění se vznikem malých hustých (small dense) sdLDL částic, nazývaných někdy částicemi LDL III, resp. LDL částicemi typu B (4, 16, 23, 29, 30). Tyto mají nižší afinitu k LDL receptoru než velké, buoyantní LDL částice, a proto je jejích plazmatický poločas delší. Snáze podléhají oxidaci a lépe pronikají do subintimálního prostoru cévní stěny, kde jsou díky vysoké afinitě ke scavangerovému receptoru snadno vychytávány makrofágy. Ty se poté mění v pěnové buňky a významně se uplatňují v rozvoji aterosklerózy. Také triglyceridy v HDL jsou po výměně cholesterolesteru za triglyceridy z lipoproteinů bohatých na triglyceridy (TGRLP) odbourávány jaterní lipázou, což souvisí se změnou jejich kvality, poklesem koncentrace subpopulace HDL2 a nárůstem katabolismus HDL částic (31, 32). Důsledkem uvedených biochemických odchylek je pro FKH typický laboratorní nález tzv. aterogenní lipidové triády (nízká koncentrace HDL-cholesterolu, vysoké hodnoty triglyceridů a výskyt malých hustých LDL částic). 

   Diagnostické rozpaky vyplývají z interindividuální a intraindividuální variability lipidového a lipoproteinového fenotypu, která je pro FKH typická (11, 23, 33). Použijeme-li Fredericksonovu klasifikaci, jedná se o fenotypy IIa, IIb, IV, vzácně fenotyp V (2, 4, 17, 18).

   Lipidový fenotyp FKH je závislý na věku. Na rozdíl od familiární hypercholesterolémie, kde jsou abnormality v lipidovém, resp. lipoproteinovém spektru přítomny již od narození, dochází u FKH k jeho kompletnímu vyjádření zpravidla kolem 30. roku života a odchylky od hodnot považovaných za „normální“ či „fyziologické“ nebývají tak extrémní jako v případě familiární hypercholesterolémie. S věkem se laboratorní nálezy u FKH zhoršují v proaterogenním smyslu. Tato skutečnost souvisí s tím, jak s přibývajícím věkem dochází zpravidla i k nárůstu hmotnosti, úbytku svalové hmoty a přírůstku tukových zásob (21, 34). Na tomto místě je třeba zmínit, že koncentrace apoB může být u jedinců s FKH zvýšena již         v dětství (7, 23).

   I v rámci jedné rodiny lze odhalit prvostupňové příbuzné s vysokými hodnotami cholesterolu i triglyceridů, ale také jedince, kteří vykazují zvýšené hodnoty pouze jednoho z obou parametrů. Fenotyp charakteru čisté hypercholesterolémie u některých jedinců může být vysvětlen rychlou konverzí VLDL na LDL. Někdy může být navíc zastoupení TG                   ve VLDL relativně malé a převládá v nich cholesterol. Zvýšenou hladinu celkového cholesterolu podmiňuje zvýšená koncentrace VLDL-cholesterolu a LDL-cholesterolu. Naopak v případě pomalé konverze nadměrného množství VLDL (a také IDL) na LDL budou jedinci vykazovat laboratorní obraz smíšené hyperlipidémie či izolované hypertriglyceridémie (7, 11, 25, 28, 31, 35-37). K variabilitě hypertriglyceridémie často významně přispívá vliv faktorů životního stylu a prostředí. Také inzulinová rezistence, která je často asociována s FKH, dokresluje finální podobu lipidového a lipoproteinového spektra (18, 38, 39). FKH bývá frekventně provázena také hypertenzí, diabetem a (na rozdíl od familiární hypercholesterolémie) také obezitou. Blízký vztah k metabolickému syndromu je tedy zcela evidentní. 

   Při stanovení diagnózy familiárně kombinované hyperlipidémie se nemůžeme spoléhat pouze na jediný laboratorní či klinický znak; nezbytné jsou genealogické studie. Určité zjednodušení přinášejí definice FKH, které se opírají o přesně stanovená kritéria (dvě nejčastěji používané definice jsou uvedeny v tabulce 1). 

Tabulka 1.     Nejznámnější definice familiární kombinované hyperlipidémie

	Původní definice
	Proband vykazuje hodnoty celkového cholesterolu a zároveň                 i triglyceridů nad 90. percentilem pro daný věk, pohlaví a zemi           (v České republice se při stanovení 90. percentilů běžně vychází           z výsledků studie postMONICA (41).

Zároveň se v rodině vyskytuje alespoň jeden příbuzný prvního stupně 

s hodnotami celkového cholesterolu a / nebo triglyceridů vyššími, než by odpovídalo příslušnému 90. percentilu, nebo alespoň s koncentrací apolipoproteinu B ≥ 1.25 g/l (23, 42).

Je přítomná variabilita lipidového fenotypu a je zvýšeno riziko časné manifestace ischemické choroby srdeční (2, 7, 40).

	Definice podle Veerkampa, Snidermana (4, 40)
	Proband a minimálně jeden příbuzný prvního stupně mají hodnotu triglyceridů ≥ 1,5 mmol/l a zároveň koncentraci apolipoproteinu B              ≥ 1,2 g/l (tzv. „fenotyp hyper-TG/hyper-apoB“).

Alespoň jeden člen rodiny má předčasnou manifestaci ischemické choroby srdeční (40).


Tabulka 2. Cífková et al: Hodnoty 90. percentilu v české populaci pro koncentrace celkového cholesterolu a triglyceridů podle věku a pohlaví (studie postMONICA 2000/2001, Česká Republika)

	Věk

[roky]
	Muži
	Ženy

	
	CCH [mmol/l]
	TG [mmol/l]
	CCH [mmol/l]
	TG [mmol/l]

	( 35
	6,75
	3,11
	5,97
	1,65

	35 - 44
	7,28
	3,64
	6,64
	2,05

	45 - 55
	7,32
	3,83
	7,31
	2,75

	( 50
	7,43
	3,64
	8,04
	3,13


CCH – celkový cholesterol, TG - triglyceridy

   V současné době je FKH poddiagnostikována. V dnešní přetechnizované době se lékařský personál méně soustředí na anamnézu (včetně rodinné) a opírá se předešvím o výsledky laboratorních, zobrazovacích a přístrojových metod. Proto bývá FKH nezřídka označována jako smíšená dyslipidémie, nebo dokonce jako hypercholesterolémie či hypertriglyceridémie. Někdy není snadné ji odlišit od metabolického syndromu (MS), neboť klinické i laboratorní nálezy se překrývají. - společnými bývají zvýšené hladiny triglyceridů a apoB, nízká koncentrace HDL-cholesterolu, endotelová dysfunkce, inzulinová rezistence, porucha glukózové tolerance, abdominální obezita, jaterní steatóza, hypertenze a předčasná manifestace aterosklerózy (11, 25, 28, 31, 32, 43). MS bývá nacházen u 34-65% pacientů s FKH (7, 11). Dalším důvodem poddiagnostikování FKH je i absence příznaků pro onemocnění naprosto specifických, jak to vídáme v případě šlachových xantomů příznačných pro familiární hypercholesterolémii, nebo tuberoeruptivních a pruhovitých dlaňových xantomů u pacientů s hyperlipidémií III. typu (31, 32). FKH probíhá obvykle dlouho asymptomaticky a manifestuje se až předčasnými aterosklerotickými komplikacemi v rámci ischemické choroby srdeční, ischemické choroby tepen dolních končetin či ischemického postižení mozkových tepen (2, 7, 11, 31, 43).

   Při včasném stanovení diagnózy FKH mohou být aplikována opatření, jež mohou zabránit akceleraci aterosklerózy. V současné době nemáme k dispozici data z velkých studií vedených na jedincích s FKH. Proto se ke zhodnocení míry kardiovaskulárního rizika i k jeho snížení používají doporučení opírající se o analýzy studií týkajících se pacientů s metabolickým syndromem, smíšenou hyperlipidémií či sekundární dyslipidémií (např. u diabetu). Tabulky SCORE posuzující stupeň rizika mají smysl v primární prevenci. Doplňkově je na specializovaných pracovištích dostupné také posouzení tloušťky intimy-medie společné karotidy (20, 44). Všichni nemocní bez ohledu na výši SCORE by měli dodržovat nefarmakologická opatření - nízkotučnou a racionální dietu, zvýšenou pohybovou aktivitu, udržovat přiměřenou tělesnou hmotnost, abstinenci kouření a léčbu případné hypertenze. V případě, že riziko vypočítané podle tabulek SCORE, resp. navýšené podle přítomnosti dalších rizikových faktorů, dosáhne alespoň 5%, je indikována dlouhodobá farmakoterapie hypolipidemiky. Léčba statiny se opírá o data velkých randomizovaných studií a efektivně snižuje plazmatickou koncentraci celkového cholesterolu i LDL-cholesterolu. Statiny se do jisté míry mohou uplatnit i ve snižování hladiny triglyceridů. Zde má však větší význam kombinace s fibráty, které zároveň zvyšují nízké koncentrace HDL-cholesterolu a podílejí se na úpravě inzulinové rezistence. Místo fibrátu lze použít kyselinu nikotinovou, která je po letech na trhu konečně i v České republice. Alternativu k dosažení nižších hladin triglyceridů představují omega 3-mastné kyseliny. Kombinace statinů s ezetimibem má smysl u těch pacientů s FKH, u nichž dominuje hypercholesterolémie (7, 31, 32, 45, 46).
1.1.2. Vybrané genetické aspekty FKH

1.1.2.1. Polymorfismus pro apolipoprotein A-V 

   Apolipoprotein A-V (apoA-V) je protein asociovaný s HDL částicemi, byl však detekován také na VLDL částicích a chylomikronech. Je produkován výlučně játry.

   Gen pro apolipoprotein A-V (apoA-V) byl identifikován komparativní sekvenční analýzou nezávisle dvěma týmy. Leží v těsné blízkosti genového clusteru apoAI/CIII/AIV na jedenáctém chromozomu (11q23), skládá se ze 4 exonů a kóduje protein sestávající se ze 369 aminokyselin (47, 48). 

   V genu pro apoA-V byly nalezeny jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP), mající vztah k plazmatické koncentraci triglyceridů. Jednonukleotidové polymorfismy na jediné chromatidě, které jsou statisticky sdruženy, tvoří tzv. haplotyp. Kromě běžných alel může být jedinec nositelem vzácné alely. Pro apoA-V je známo několik haplotypů: haplotyp apoA-V*1; haplotyp apoA-V*2 se vzácnými alelami např. 1131T>C (tento polymorfismus je také označován SNP3), c-3A>G, IVS3+476G>T, c1259>C; haplotyp apoA-V*3 se vzácnými alelami např. S19W (mutace Ser19→Trp), c56C>G. Některé z nich se vyskytují v různých velkých populacích - u bělochů, Afroameričanů, Japonců i Hispánců, jiné (49) jsou typické pro specifické kohorty – např. varianta Cys 185→Gly, popsaná v Číně, nebyla kupříkladu v Hubáčkově práci u jedinců kavkazské rasy nalezena.       

   Bylo opakovaně prokázáno, že polymorfismy v genu pro apoA-V jsou asociovány s plazmatickou koncentrací triglyceridů. V případě polymorfismu Ser19→Trp vykazují jedinci nesoucí genotyp s tryptofanem - Ser/Trp či Trp/Trp výraznou hypertriglyceridémii. (50, 51). Dalším často studovaným je polymorfismus SNP3, tedy 1131T>C, nesoucí mutaci Val 153→Met (47, 49, 52). U jedinců s vysokými hladinami TG byla zjištěna častější frekvence nosičství genotypu C/T a C/C (53-57). Tento jev byl pozorován také u myší. Myši s deficitem apoA-V vykazovaly signifikantně zvýšenou plazmatickou koncentraci TG, naopak myši s overexpresí apoA-V měly signifikantně redukovanou hladinu TG (způsobenou sníženým množstvím TG ve VLDL frakci), ale také nižší cholesterol (zejména v HDL frakci) (47, 58). První pozorování kompletního deficitu apoA-V u člověka popsal Oliva et al. – jednalo se o chlapce s hyperchylomikronémií (59).

   V Hubáčkově studii byl dokonce výskyt vzácných homozygotů pro polymofismy apoA-V (C/C-1131 a W/W 19) signifikatntně vyšší mezi pacienty s infarktem myokardu (56). Naproti tomu se Talmud et al. snažili najít vztah mezi -1131C variantou a progresí aterosklerózy, tento však nepotvrdili (54). K obdobnému závěru došli i jiní autoři u tuniské populace s diabetem 2. typu, u níž nepotvrdili předpokládaný vztah mezi polymorfismem SNP3            a koronární aterosklerózou (60).

   Polymorfismus apoA-V u FKH studovali Ribalta et al. Popsali častější výskyt nosičů -1131C u hypertriglyceridemických jedinců v rodinách s FKH ve srovnání s populací, ale také ve srovnání s jejich normolipidemickými příbuznými. Pozoruhodné bylo i zjištění, že              u normolipidemických jedinců se asociace s vysokými hladinami TG vytrácela. Rovněž adjustace na věk, pohlaví, BMI či dietu významně snížila asociaci vztahu mezi polymorfismem apoA-V a TG (52). 

   ApoA-V se zřejmě podílí na regulaci sekrece, resp. katabolismu TGRLP. Někteří se domnívají, že moduluje syntézu či sekreci VLDL částic v játrech. Dosud však není znám přesný mechanismus, kterým apoA-V zasahuje do metabolismu TG (59, 60). Bylo ovšem prokázáno, že apoA-V významně zvyšuje aktivitu lipoproteinové lipázy (LPL). Léčba preparátem obsahujícím apoA-V snižovala v experimentech na myších jaterní produkci triglyceridů VLDL-částic, což naznačuje, že apoA-V zřejmě poškozuje lipidaci apoB. Ve stejných pokusech vedla aplikace apoA-V k poklesu postprandiální hypertriglyceridémie – je tedy nasnadě, že apoA-V stimuluje také clearance TGRLP nezávislou na LPL (62).

   Kromě výše uvedených vztahů byla popsána také asociace vzácné alely C (v rámci SNP3) s vyšším množstvím triglyceridů nesených částicemi VLDL, LDL a HDL. Nebyla však shledána žádné podobná asociace mezi uvedeným polymorfismem a plazmatickou koncentrací celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu nebo apoB (63). 

1.1.2.2. Polymorfismus genu pro apolipoprotein E
   Apolipoprotein E (apoE) je protein nesený chylomikrony a částicemi VLDL, IDL a HDL. Syntetizován je v játrech, méně též ve slezině, ledvinách, gonádách, kůře nadledvin, mozku, v makrofázích a astrocytech. 

   Gen pro apoE je lokalizován na devatenáctém chromozomu (19q13.2) v blízkosti genů pro apoC-I a apoC-III (64), sestává se ze 4 exonů a 3 intronů. U člověka existují 3 odlišné kodominantně dědičné alely, které kódují kombinaci apoE-izoforem. Tyto alely se liší aminokyselinou v pozici 112 a 158 a označují se jako Є2, Є3 a Є4.

   Polymorfismus apoE zásadním způsobem přispívá k interindividuálním odlišnostem plazmatické hladiny cholesterolu v populaci. ApoE totiž představuje ligand, který je schopen se vázat na apoE-receptor (ten se nachází v játrech a umožňuje zprostředkovat katabolismus remnantů chylomiker i VLDL) i na LDL-receptor (B/E-receptor). Moduluje tak vazbu                    a katabolismus chylomikronových remnantů, velkých VLDL a VLDL-remnantů. ApoE je nezbytný pro efektivní konverzi VLDL remnantů na LDL-částice. Dále také moduluje intestinální absorpci cholesterolu. Bylo zjištěno, že tato je pomalejší u jedinců nesoucích fenotyp E2/3 než E3/3, rychlejší je v případě fenotypu E3/4 (65).

   Alela Є2 má cystein v pozici 112 i 158. Izoforma apolipoproteinu E odvozená z genu nesoucího alelu Є2 (apoE2) má nízkou vazebnou afinitu k LDL-receptoru i k apoE-receptoru. Bývá tedy pomaleji katabolizována, než je tomu při výskytu alely Є3 či Є4. Proto u nosičů alely Є2 bývají nacházeny nejvyšší plazmatické hladiny apoE. V plazmě tak nalézáme nižší koncentrace VLDL, IDL, LDL-částic a apoB (65-67), zároveň se však objevují vyšší koncentrace chylomikronů a VLDL remnantů. TGRLP částice nesou nicméně více TG (proto byl popsán výskyt genotypů E2/2, E2/3, E2/4 u hypertriglyceridémie, smíšení hyperlipidémie a u diabetiků), neboť apoE v plazmě dále inhibuje LPL a tím hydrolýzu TG (68). Jak z uvedeného vyplývá, nosiči alely Є2 vykazují pomalejší pokles postprandiální lipémie (65). Alela však představuje určitou výhodu u diabetiků 2. typu v případě dodržování dietních opatření, neboť pokles plazmatické hladiny cholesterolu při dietě byl u jedinců s apoE2 významnější než u jedinců než u jedinců s apoE4 (69). Genotyp nesoucí 2 alely Є2 (tedy E2/2) bývá asociován s familiární dysbetalipoproteinémií (ta je podmíněna právě sníženou clearance VLDL a chylomikronových remnantů a akumulací remnantů TGRLP v plazmě) (67). 

   Alela Є3 je vůbec nejčastější alelou na celém světě. V pozici 112 má cystein a v pozici 158 arginin. 

   Alela Є4 má arginin v pozici 112 i 158. S výjimkou čínské menšiny žijící v Montrealu je druhou nejfrekventovanější alelou na světě. Produkt genu nesoucího alelu Є4, apoE4, vykazuje vyšší afinitu k LDL (apoB/E) receptoru. Je tedy katabolizován rychleji, než je tomu v případě apoE2 či apoE3. Důsledkem je nízká plazmatická hladina apoE. Ve srovnání s fenotypem E3/3 bývají v plazmě detekovány vyšší koncentrace celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a apoB, někteří popisují též nižší koncentrace HDL-cholesterolu (67, 70). S nárůstem plazmatické koncentrace LDL-cholesterolu se zmenšuje velikost LDL částic (71, 72). Alela Є4 je asociována se zvýšeným rizikem hypercholesterolémie, ICHS, periferní            i mozkové aterosklerózy (70), ale také s výskytem hyperlipoproteinemie typu V. 

   Alely ovlivňují sérové koncentrace celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a triglyceridů, nicméně na vztah mezi genotypem apoE a hladinou TG či HDL neexistuje jednotný názor. Metaanalýza studií na 45 populacích ze 17 různých zemí ukázala následující: Nejvyšší hladiny cholesterolu jsou spojeny s genotypy nesoucími alelu 4 – znázorněno schématicky:  fenotyp E4/4, E3/4, E2/4 > E3/3 > E3/2 > E2/2. Vliv alel na koncentraci celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a apoB vyjadřuje následující schéma: Є4 > Є3> Є2. Stejná metaanalýza došla k závěrům, že nejvyšší plazmatické koncentrace TG vykazovali jedinci s fenotypem E 2/2, 2/3, 3/4, nejnižší E2/4 (schématicky: E 2/2, 2/3, 3/4 > E3/3  > E2/4) (72, 73). Podle jiných jsou vysoké hodnoty triglyceridů asociovány jak s výskytem alely Є2, tak          i Є4 (70, 74, 75).

   Svými metabolickými konsekvencemi hraje apolipoprotein E významnou roli i při familiární kombinované hyperlipidémii. V německé studii bylo v rodinách s FKH popsáno větší zastoupení alely Є4 než v běžné populaci. Nosiči alely Є2 vykazovali vyšší plazmatické koncentrace TG a nižší hladiny LDL-cholesterolu, zatímco jedinci s alelou Є4 měli vyšší celkový i LDL-cholesterol (76). Obdobné výsledky publikoval i Wei-Dong et al. u čínské populace. V rodinách s FKH rovněž pozoroval vyšší hladiny apoB u jedinců nesoucích alelu Є4 (77).  

1.2. Ateroskleróza 

   Předchozí řádky pojednávají o familiární kombinované hyperlipidémii – hlavním to předmětu této práce. Následující část se podrobněji zabývá aterosklerózou, k jejíž předčasné manifestaci familiární kombinovaná hyperlipidémie přispívá. V kapitole je pozornost věnována rizikovým faktorům aterosklerózy – zvláště se zaměřením na ty aspekty, které byly v rámci práce posuzovány.

1.2.1. Vývoj aterosklerózy

    Ateroskleróza byla v minulosti považována za degenerativní onemocnění cév. Dnes je známo, že představuje komplexní, postupně se vyvíjející dynamický proces, na kterém participuje řada faktorů. Po celou dobu vývoje aterosklerózy, v každém jejím stádiu (stádiu endoteliální dysfunkce, reverzibilních tukových proužků, fibrózních i aterosklerotických plátů, stádiu trombu, ruptury či prokrvácení plátu), je vyjádřen systémový chronický zánět v cévní stěně. Počátky aterosklerózy lze vystopovat již v dětství a probíhá řadu let asymptomaticky. 

   V důsledku působení rizikových faktorů, ať už povahy chemické (oxidované LDL-cholesterolové částice, volné radikály, nikotin z cigaret), mechanické (hypertenze) či infekční (toxiny, vliv infekce), vzniká endotelová, resp. endoteliální dysfunkce. Toto lokalizované poškození nepředstavuje porušení fyzické celistvosti cévního endotelu, ale je spojeno se změnami jeho funkce. Původní rovnováha mezi vazokonstrikčními a vazodilatačními, prozánětlivými a protizánětlivými, protrombotickými a antitrombotickými mechanismy se vychýlí na stranu těch proaterogenních. V rámci cévní stěny dochází k významným molekulárním i buněčným změnám. Endoteliální dysfunkce výrazně usnadňuje subintimální internalizaci lipoproteinových částic. V cévní stěně částice LDL podléhá chemické modifikaci včetně oxidace a glykace. Uvedené reakce stimulují buňky endotelu a hladké svaloviny, které reagují zvýšenou sekrecí signálních molekul. To vede k zvýšenému vychytávání a aktivaci cirkulujících zánětlivých buněk (především monocytů a T-lymfocytů), které se zprvu „kutálejí“ po cévní výstelce – dochází k tzv. leukocytárnímu rollingu – adherují k ní                  a následně migrují do cévní stěny. Tento jev umožňují selektiny, adhezivní molekuly                      a integriny, jejichž exprese je v podmínkách endoteliální dysfunkce vystupňována. Zároveň se aktivují zánětlivé kaskády zahrnující množství různorodých zánětlivých mediátorů – CRP, TNF alfa, interferon gama, interleukin-1, interleukin 6 a další. Aktivované monocyty                    a lymfocyty dále potencují imunitní odpověď, která také přispívá k vyzrávání monocytů v makrofágy. Tyto s přispěním povrchově exprimovaných scavengerových receptorů fagocytují chemicky modifikované lipidy a lipoproteiny a mění se v pěnové buňky, nabité estery cholesterolu. Vznikají tukové proužky, popisované již v cévách malých dětí. Do hry vstupují aktivované T-buňky a mastocyty, které adherují k endotelu. Dále se tak podílejí na rozvoji plátu. Z podnětu zánětlivých mediátorů, secernovaných buňkami endotelu, makrofágy a T-lymfocyty, dochází k indukci hladkých svalových buněk v cévní stěně a k jejich následné migraci do místa tvořícího se lipoidního proužku. Tyto hladkosvalové buňky, produkující kolagenní matrix, postupně vytvoří fibrinový kryt, který zcela oddělí nahromaděné buňky              a tukové částice od cirkulující krve. Vznikající plát zprvu roste a vyzrává směrem navenek             z cévy, aniž by se změnil průměr cévního lumen. Fibrózní pláty  mohou dále narůstat, přispívají ke ztrátě pružnosti tepny a ke zmenšování průsvitu cévy s postupným rozvojem stenózy až naprosté okluze. Aterosklerotický plát je charakteristický lipidovým jádrem,                 v němž bývá přítomna směs zánětlivých a pěnových buněk, kolagenních vláken, hyalinní matrix, krystalků cholesterolu, případně i kalcia. Lipidové jádro plátu je kryto fibrózní čepičkou. Aktivované monocyty a makrofágy uvolňují metaloproteinázy, jež svou proteolytickou aktivitou poškozují kolagen fibrózního krytu. Ten se tak stává náchylným k ruptuře a exprimuje tkáňový faktor, glykoprotein významný pro koagulační proces.  Aktivace makrofágů, T-lymfocytů a buněk hladkého svalu vede k uvolnění mediátorů, adhezivních molekul, cytokinů, chemokinů a růstových faktorů. Zvyšuje se místní koncentrace fibrinogenu, inhibitoru aktivátoru plazminogenu-1 a CRP, které dále amplifikují zánětlivou a prokoagulační odpověď. Zánětlivé cytokiny (interleukin-1, TNF, CRP) indukují expresi buněčných adhezivních molekul pro leukocyty, indukují také monocyty k expresi tkáňového faktoru. Zároveň bývá dále snížena produkce a dostupnost protektivního oxidu dusnatého, který je významným inhibitorem adherence a agregace trombocytů, suprimuje vazokonstrikci, redukuje adhezi leukocytů k endotelu, suprimuje proliferaci vaskulárních hladkosvalových buněk. Riziko ruptury plátu narůstá se ztenčováním fibrózního krytu                   a s množstvím zánětlivých buněk pod čepičkou. Ve čtvrtině případů plát nepraskne; endotel je nahrazen protrombotickými zánětlivými buňkami, jež uvolňují prokoagulační tkáňový faktor, přispívající k trombogenezi. Nestabilní aterosklerotické pláty snadno podléhají dysrupci.            V cirkulující krvi se při kontaktu s obsahem jádra plátu spouští aktivace trombocytů                       a koagulačních faktorů. Důsledkem je trombus, podmiňující ischemii tkáně. Míra a rozsah takové ischemie závisí na souhře mnoha okolností, jakými je trvání a lokalizaci trombózy 

a asociované vazokonstrikce, ale také aktuální dostupnost kompenzačních mechanismů (např. kolaterální řečiště).

   Do dnešního dne byly identifikovány stovky rizikových faktorů (RF) aterosklerózy. V zásadě se rozdělují na neovlivnitelné (věk, pohlaví, rasa, genetická dispozice, osobní                 a rodinná anamnéza) a ovlivnitelné - mezi hlavní patří poruchy lipidového metabolismu, kouření, hypertenze, inzulinová rezistence a diabetes mellitus, tělesná konstituce /BMI, obvod pasu…/; mezi další ovlivnitelné RF se řadí např. hyperhomocysteinémie, hyperviskozita krve, hemostatické faktory (fibrinogen, tPA, PAI-1), adhezivní molekuly a další (31, 78). 

1.2.2. Rizikové faktory aterosklerózy a jejich vzájemné vztahy

1.2.2.1. Plazmatické lipidy a lipoproteiny
1.2.2.1.1. Cholesterol
   Lidský organismus je schopen získávat cholesterol ze stravy, ale také jej syntetizovat v játrech. Po enzymatickém rozložení tuků ve střevě dochází k jejich vstřebání. Chylomikrony následně secernované střevní mukózou obsahují ve svém jádru estery cholesterolu                         a triglyceridy, obal částic formují fosfolipidy, volný cholesterol a apolipoproteiny. Poté, co lipoproteinová lipáza (LPL) v krevním řečišti na povrchu cévního endotelu odštěpí volné mastné kyseliny z triglyceridů chylomikronů, jsou zbylé částice, tzv. chylomikronové remnanty, vychytávány v játrech. Uvolněné mastné kyseliny slouží buňkám jako energetický zdroj, nebo jsou zabudovány do triglyceridů v tukové tkáni či v játrech. Triglyceridy jsou v játrech použity k výstavbě VLDL částic. I jejich triglyceridové jádro podléhá hydrolýze zprostředkované LPL. Reziduální VLDL remnanty jsou vychytávány receptory                        a degradovány, nebo podléhají štěpení za vzniku IDL částic, a následně LDL částic. LDL částice nesou asi 70% celkového cholesterolu plazmy. Odbourávány jsou hlavně v játrech, ale také v dalších tkáních. Výchyt těchto částic zprostředkovávají LDL receptory; mohou to být ovšem také scavengerové receptory – zvláště za patologických podmínek jako je hypercholesterolémie - kdy receptory váží modifikované, acetylované, oxidované či denzní LDL částice a představují tak jeden z kroků na cestě k rozvoji aterosklerózy. HDL částice jsou produkovány ve střevě a v játrech jako diskoidní nascentní HDL částice. Mohou však vznikat také z povrchových vrstev VLDL a chylomikronů. Zprostředkovávají reverzní transport cholesterolu – volný cholesterol přijímají z periferních tkání a po jeho inkorporaci                  a přeměně na estery cholesterolu, která je mediována lecitin cholesterol acyl-transferázou (LCAT), se přeměňují na sférické HDL částice. Za účasti cholesterol-ester-transfer-proteinu (CETP) dochází ke směně části esterů cholesterolu z jádra částice za triglyceridy chylomikronů a VLDL. Při výchytu jejich remnantů či při výchytu LDL se cholesterol takto dostává do jater. HDL částice se váží také na scavangerový receptor SR-BI a estery cholesterolu jsou následně přeneseny z jádra HDL přímo do intracelulárního prostoru hepatocytu, při čemž je HDL částice opět uvolněna do cirkulace (31).   

   Souvislost mezi hypercholesterolémií a aterosklerózou byla zkoumána již v první polovině 20. století. Publikace výsledků velké Framinghamské studie však znamenala z medicínského

i preventivního hlediska významný průlom. Záhy byly její závěry podpořeny celou řadou obdobných výsledků (78, 79). Měření koncentrace plazmatického cholesterolu se tak stalo součástí preventivní kardiologie.  

   Pojem celkový cholesterol (CCH) zahrnuje cholesterol nesený všemi lipoproteinovými částicemi. Koncentrace CCH a HDL-cholesterolu (HDLch) je na rozdíl od LDL-cholesterolu (LDLch) a VLDL-cholesterolu (VLDLch) stanovitelná rutinními laboratorními metodami. Hodnotu LDLc lze snadno vypočítat podle Friedewaldovy rovnice: LDLch =                                CCH – (HDLch + TG / 2,2) (79). Odběry lipidového, resp. lipoproteinového spektra jsou standardně prováděny nalačno. Poměr TG a cholesterolu bývá relativně stabilní a činí 5:1. TG jsou za lačných podmínek obsaženy dominantně ve VLDL částicích, proto koncentrace VLDL-cholesterolu zhruba odpovídají jedné pětině stanovené koncentrace celkových TG. 

1.2.2.1.2. Triglyceridy

   Triglyceridy, estery glycerolu a mastných kyselin, pocházejí u člověka ze stravy, ale jsou také v organismu syntetizovány v játrech, tukové tkáni a tenkém střevě. Hrají důležitou roli v metabolismu a jsou významným zdrojem energie. 

   Triglyceridy, které se dostávají do organismu jakou součást stravy, podléhají v duodenu enzymatickému štěpení. Teprve následné produkty, tedy volné mastné kyseliny, monotriglyceridy a diglyceridy, nikoliv však triglyceridy, jsou ve střevě absorbovány. V enterocytech jsou poté triglyceridy znovu vystavěny, zabudovány do chylomikronů                     a transportovány do krevního oběhu. Volné mastné kyseliny uvolněné lipoproteinovou lipázou z triglyceridů obsažených v jádře chylomikronů představují zdroj energie pro tkáně, které ji mohou prostřednictvím beta-oxidace využít.  Tuková a jaterní tkáň jsou samy producentem triglyceridů – dokáží je syntetizovat a disponují vhodnými podmínkami pro jejich skladování. V případě, že organismus potřebuje využít energii, je schopen získat ji z těchto depozic v reakci mediované hormon-senzitivní lipázou, která hydrolyzuje triglyceridy na volné mastné kyseliny. Triglyceridy nejsou schopny volně procházet přes buněčnou membránu. Lipoproteinová lipáza, která je součástí cévního endotelu, rozkládá triglyceridy na volné mastné kyseliny a glycerol. Volné mastné kyseliny se poté do buňky dostávají pomocí příslušného transportéru a představují energetický zdroj (32, 82).

   V minulosti nebyla triglyceridům přisuzována aterogenní povaha. Bylo však dobře známo riziko vzniku akutní pankreatitidy vyplývající z hypertriglyceridémie. Výsledky studií však přispěly ke změně původního názoru a vysoké hladiny triglyceridů jsou dnes považovány za jeden z rizikových faktorů aterosklerózy (83, 84). Postupně byla odhalena asociace mezi diabetem, resp. metabolickým syndromem a aterosklerózou, včetně typického lipidového spektra (85-90). Bylo zjištěno, že nejen hypercholesterolémie s vysokou hladinou LDL-cholesterolu, ale také kombinovaná hyperlipidémie je spjata s častějším výskytem aterosklerotických komplikací. V případě kombinované hyperlipidémie bývá dokonce často nalézána pouze mírně zvýšená plazmatická koncentrace LDL-cholesterolu, nebo se dokonce blíží horní hranici fyziologického rozmezí. Hypertriglyceridémie byla identifikována jako nezávislý rizikový faktor aterosklerózy (91, 92). V současné době je považována za jeden z nositelů tzv. reziduálního rizika (tj. kardiovaskulárního rizika, které u daného jedince zůstane při dosažení terapeutických cílů v léčbě hypercholesterolémie, arteriální hypertenze, diabetu atd.). 

   Hypertriglyceridémie přispívá k aterogenezi řadou mechanismů. Triglyceridy představují hlavní komponentu aterogenních VLDL, ale také chylomikronů. Při vyšších hladinách triglyceridů dochází ke změnám jak v metabolismu HDL částic (typickým příkladem je diabetes mellitus), tak v kvalitě LDL částic (objevují se malé husté LDL částice). Hypertriglyceridémie vede ke změně poměrů koagulačních faktorů a k poruše fibrinolýzy. Zároveň dochází k nadměrné produkci VLDL částic – i tyto disponují aterogenním potenciálem prostřednictvím velké nálože esterů cholesterolu. 

   Vyšší plazmatické koncentrace triglyceridů se vyskytují v souvislosti s obezitou, inzulinovou rezistencí, metabolickým syndromem, diabetem, v případě chronické renální insuficience, nefrotického syndromu, hypotyreózy, hyperkortizolismu, syndromu polycystických ovarií, glykogenózy, přispívá k nim také nadměrné požívání alkoholu, jaterní choroby (zejména v akutním stádiu) a některé medikamenty (betablokátory, diuretika, glukokortikoidy, některá hormonální antikonceptiva, antidepresiva …). 

   Plazmatické koncentrace triglyceridů je nutno měřit po 12-hodinovém lačnění. K nárůstu jejich hladin vede kromě vysokotučné diety také strava s velkým množstvím sacharidů (zvláště pokud sacharidy představují více než 60% celkové energetického příjmu) (32, 82).

1.2.2.1.3. Aterogenní index plazmy

   Aterogenní index plazmy (AIP) je dán logaritmem poměru mezi plazmatickou koncentrací triglyceridů a HDL-cholesterolu: AIP = log (TG/HDL). Byl odvozen na základě zjištění, že mezi velikostí LDL částic a poměrem koncentrace TG a HDL-cholesterolu existuje signifikantní korelace - čím nižší je koncentrace HDL-cholesterolu a vyšší koncentrace TG, tím menší lipoproteinové částice se v plazmě nacházejí. Tento parametr lze jednoduše vypočítat a přitom vypovídá mnohé o aterogenicitě plazmatických lipoproteinů (91). Vzhledem k charakteru typické dyslipidémie nabývá vyšších hodnot u diabetiků a jedinců s inzulinovou rezistencí (94). Při léčbě diabetiků glitazony dochází v důsledku poklesu triglyceridémie a vzestupu hladiny HDL-cholesterolu k poklesu AIP, což odpovídá                          i příznivým kvalitativním změnám LDL-částic (95).

1.2.2.1.4. NonHDL-cholesterol

   NonHDL-cholesterol lze vypočítat jednoduše jako rozdíl celkového a HDL-cholesterolu. Tento parametr v sobě zahrnuje celkovou koncentraci proaterogenního cholesterolu, kterou nám standardní nemocniční laboratorní výsledky neodhalí. Zahrnuje v sobě kromě LDL-cholesterolu také další frakce cholesterolu, nesené např. částicemi VLDL, IDL a Lp(a). Jejich koncentrace v plazmě obvykle není významná, ale u některých patologických stavů (inzulinová rezistence, diabetes mellitus, familiární kombinovaná hyperlipidémie) se zvyšuje. V případě těchto onemocnění se v plazmě kromě vyšších koncentrací triglyceridů vyskytují malé husté LDL-částice (sdLDL) a odhad kardiovaskulárního rizika podle naměřené koncentrace LDL-cholesterolu bývá podceněn. A právě zde je možno (kromě měření apoB) detekovat vyšší míru rizika prostřednictvím výpočtu nonHDL-cholesterolu. NonHDL-cholesterol představuje snadno dostupný a levný parametr zrcadlící kardiovaskulární riziko vyplývající z aterogenních lipoproteinových částic a je vhodný ke sledování také při hypolipidemické farmakoterapii. Jeho hodnoty jsou kromě genetických dispozic ovlivněny          i dalšími faktory, jakými je např. věk, pohlaví, množství viscerálního tuku, přítomnost inzulinové rezistence a diabetu.

   Hodnoty nonHDL-cholesterolu silně korelují s koncentrací apoB. Spolu s ním představuje silnější prediktor kardiovaskulárních příhod než LDL-cholesterol (96-99). NonHDL-cholesterol je zavzat do doporučení pro léčbu dyslipidémií v ČR z roku jako sekundární terapeutický cíl (45). 

1.2.2.1.5. Apolipoprotein AI a HDL-cholesterol

   HDL lipoproteiny představují nejmenší a nejvíce denzní plazmatické lipoproteiny. Skládají se z hydrofobního jádra (tvořeného zejména cholesterol-estery a malým množstvím triglyceridů) obklopeného povrchovou vrstvou z fosfolipidů, neesterifikovaného cholesterolu a apolipoproteinů. Hlavním apolipoproteinem je apolipoprotein A-I a A-II, jež dohromady tvoří 80-90% celkové proteinové složky v molekule lidské HDL. Zbytek je formován apolipoproteinem A-IV, A-V, C, D, E, J, L. HDL částice se uplatňují jako transportér jiných proteinů zahrnutých v metabolismu plazmatických lipidů (lecitin cholesterol acyltransferáza /LCAT/, fosfolipid transfer protein /PLTP/). U člověka je HDL frakce heterogenní a sestává se ze subpopulací částic různého tvaru, velikosti, hustoty, kompozice a povrchového charakteru. Zpravidla jsou HDL částice sférické a lze je ultracentrifugací rozdělit na dvě hlavní subfrakce, HDL2 (1.063 až 1.125 g/ml) a HDL3 (1.12 až 1.21 g/ml). Elektroforeticky je však možné separovat HDL částice podle velikosti na minimálně pět odlišných subpopulací s rozměry 7.6 až 10.6 nm (100). Jedna subpopulace HDL lipoproteinů obsahuje apoA-I, nikoliv ovšem apoA-II (A-I HDL), zatímco jiná subpopulace nese jak apoA-I, tak i apoA-II (a-I/A-II HDL). A-I/A-II HDL částice jsou z větší části nacházeny v HDL3, zatímco A-I HDL částice jsou součástí jak HDL2, tak i HDL3 (101). V gelové elektroforéze na agaru zaujímají lidské HDL částice alfa komponentu se sférickými molekulami. Minoritní subpopulace prebeta frakce se sestává z diskoidních částic nesoucích apoA-I nebo z částic apoA-I chudých na lipidy (102).Funkční význam jednotlivých subpopulací není dosud kompletně vysvětlen. Existují důkazy, že preferovaným extracelulárním akceptorem buněčného cholesterolu v procesu zprostředkovaném ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA 1) je minoritní subfrakce apoA-I částic chudých na lipidy (103).

   ApoA-I je secernován játry a tenkým střevem (104). V plazmě dochází k jeho interakci s ABCA1 na buněčných membránách, následně vznikají diskoidní A-I HDL částice, které obsahují fosfolipidy a malé množství neesterifikovaného cholesterolu. Tyto částice vznikají rovněž interakcí mezi apoA-I chudými na lipidy a mezi redundatními povrchovými složkami, jež jsou přeneseny z TGRLP po hydrolýze jejich TG lipoproteinovou lipázou (105). Diskoidní A-I HDL částice jsou obohacovány o další neesterifikovaný cholesterol z plazmatických lipoproteinů či buněčných membrán. Neesterifikovaný cholesterol v A-I HDL discích je poté velmi rychle esterifikován za účasti LCAT, čímž vzniká částice s jádrem tvořeným cholesterol-estery. HDL disky se současně zakulatí do sférické podoby. Proto v plazmě převažují sférické HDL nad HDL disky. Při vzniku A-I/A-II HDL částice musí být v plazmě oba typy apoA, které vstupují do plazmy zvlášť a tam se zabudují do sférických A-I/A-II HDL částic zřejmě rovněž s účastí LCAT (106). Eflux cholesterolu z buněčných membrán na akceptory v extracelulárním prostoru je zajištěn několika způsoby. Je to nejen pasivní difuze neesterifikovaného cholesterolu z buněčných membrán do extracelulární tekutiny (následně dochází opět k vazbě na zralé sférické A-I HDL částice), ale i eflux cholesterolu zprostředkovaný pomocí membránového transportéru ABCA1 (ATP-binding cassette A1), ABCG1 (ATP-binding cassette G1) a  SR-B1. Transportér ABCA1 přenáší fosfolipidy                  a cholesterol z vnitřní strany na vnější stranu buněčné membrány. Tam jsou fosfolipidy            i cholesterol vychytávány pomocí apoA-I (107). Transportér ABCG1 zajišťuje výchyt cholesterolu z buněk včetně makrofágů na velké sférické HDL částice v extracelulármí prostoru (104, 108). Transportér SR-B1 zajišťuje oboustranný transfer neesterifikovaného cholesterolu mezi buňkou a akceptorovou HDL částicí (109). Neesterifikovaný cholesterol je zabudován do HDL částic a je vychytáván přímo v játrech v procesu vyžadujícím selektivní vazbu HDL na membránový transportér SR-B1. Jindy je neesterifikovaný cholesterol konvertován LCAT na cholesterol-estery, které jsou poté dopraveny do jater buď přímo - vázány na HDL částice a vyvázány z nich jaterním SR-B1, nebo nepřímo – kdy jsou cholesterol-estery z HDL částic transferovány pomocí CETP do VLDL/LDL frakce výměnou za TG z těchto TGRLP a následně se dostávají do jater výchytem LDL částic na receptorech. TG a fosfolipidy jsou z HDL částice odstraněny hydrolýzou v reakci katalyzované lipázami včetně jaterní lipázy, endoteliální lipázy a sekreční fosfolipázy A2; důsledkem je redukce objemu jádra HDL částice, její zmenšování a disociace apoA-I chudého na lipidy. ApoA-I obsažený v HDL částicích může být také nezávisle metabolizován s následnou disociací z částice během HDL remodelace. ApoA-I chudý na lipidy je vylučován do moči nebo se znovu váže na lipidy, a takto recirkuluje v HDL frakci (110, 111). 

   Opakovaně bylo prokázáno, že, koncentrace HDL-cholesterolu inverzně koreluje s rizikem rozvoje budoucí koronární příhody (112-114). Studie na zvířatech dokumentují, že se vysoká koncentrace HDL-cholesterolu může podílet na redukci aterosklerózy (115, 116). Antiaterosklerotický potenciál HDL molekul spočívá v tom, že fungují jako extracelulární akceptor cholesterolu uvolňovaného z makrofágů a z pěnových buněk arteriální stěny. Kromě toho vykazují protizánětlivé, antioxidační a antitrombotické vlastnosti. Na uvedeném se významně podílí plášťová molekula apolipoproteinu A-I (117). Protizánětlivý potenciál HDL částic vyplývá mj. i z toho, že jak nativní, tak přestavěné A-I HDL částice inhibují in vitro expresi buněčných adhezivních molekul (VCAM-1, ICAM-1, E-selektinu) (110). Pokusy             in vivo potvrdily protizánětlivé účinky HDL částic. Intravenózní aplikace A-I rHDL redukovala expresi endoteliálních adhezivních molekul u myší (118). Zvýšená koncentrace HDL u těchto myší snižovala významně akumulaci makrofágů a zánětlivého infiltrátu v aortě (119). Jiné studie potvrdily menší rozsah nitrolebního krvácení u laboratorních krys po předchozí aplikaci HDL ve srovnání s krysami, které nebyly předléčeny HDL infuzí (120).                  U hypercholesterolemických lidských jedinců vede infuze A-I rHDL ke korekci endoteliálně dependentní vazodilatační schopnosti cév (121), čímž se podílí na úpravě endoteliální dysfunkce (122). Antioxidační potenciál HDL částic vyplývá ze schopnosti inhibovat oxidativní modifikaci LDL částic – z části se na tom podílejí antioxidanty transportované na HDL jako např. paraoxonáza (123), nicméně HDL apolipoproteiny včetně apoA-I vykazují též vnitřní antioxidační vlastnosti (124). 

1.2.2.1.6. Apolipoprotein B

   Apolipoprotein B existuje ve dvou formách – apoB-48 a apoB-100. ApoB-48 je syntetizován ve střevě, kde vytváří komplexy s volným cholesterolem a s triglyceridy absorbovanými ze střevního lumina. Tak vznikají chylomikronové částice. Ty jsou metabolizovány v cirkulaci a v játrech. ApoB48 představuje méně než 1 % z celkové koncentrace apoB, a to jak nalačno, tak postprandiálně. ApoB-100 je syntetizován játry                  a secernován spolu s VLDL částicemi, které jsou později konvertovány v periferii na IDL               a dále na LDL částice. Každá proaterogenní částice (VLDL, IDL, LDL, Lp/a/) nese po jedné molekule apoB-100. Celkové zastoupení všech aterogenních částic odráží tedy právě koncentrace apolipoproteinu B. Pouhé měření koncentrace LDL-cholesterolu tak může vést 

k podcenění skutečného aterogenního potenciálu daného lipoproteiny (21, 125, 126). 

   Zvýšená koncentrace apolipoproteinu B je nacházena u všech tří hlavních fenotypů (posuzováno podle Fredericksona) familiární kombinované hyperlipidémie (IIA, IIB, IV) (16). Vysoká hladina apoB je u těchto jedinců dána nadprodukcí apoB, jeho relativně sníženou eliminací, poruchou inzulin-dependentního výchytu glukózy a často důsledkem konkomitantní centrální obezity (24). 

   Studie AMORIS (Apolipoprotein-related Mortality RISk study) prokázala, že apoB, apoA-I a zejména poměr apoB/apoA-I mají významnou prediktivní hodnotu pro fatální infarkt myokardu - a to právě díky skutečnosti, že koncentrace apoB odráží počet všech aterogenních částic, nejen LDL (127). Částice VLDL a IDL se v rozvoji aterosklerózy uplatňují zejména             u pacientů s inzulinovou rezistencí a diabetem. U těchto nemocných často nacházíme nevysoké hodnoty LDL-cholesterolu, jež sice poukazují na množství cholesterolu neseného částicemi, nikoliv však již na jejich počet. LDL částice bývají u nemocných s inzulinovou rezistencí hustší a menší (sdLDL; resp. LDL III) a jsou z hlediska rozvoje aterosklerózy agresivnější. Snáze infiltrují cévní stěnu, v níž jsou následně fagocytovány makrofágy. ApoB je ve srovnání s nonHDL-cholesterolem těsněji asociován s výší BMI, abdominální obezitou, hyperglykémií, inzulinovou rezistencí, protrombogenními a prozánětlivými markery. Další výhody měření spočívají v jednoduchosti metodiky, v mezinárodní standardizaci měření              a v možnosti jednoduché automatizace relativně levné metody. Výsledky měření jsou přesné  a pro stanovení hodnoty apoB není nutno provádět odběr krve nalačno (128, 129).

   V četných studiích bylo potvrzeno, že apolipoprotein B představuje nezávislý prediktor řady parametrů spojovaných s aterosklerózou, jako je endoteliální vazodilatační funkce, silnější IMT a větší tuhosti arteriální stěny u zdravých jedinců i u pacientů s FKH. Ve studii AMORIS byl apoB spolu s poměrem apoB/apoA-I shledán nejsilnějším prediktorem ischemické choroby srdeční, resp. akutního infarktu myokardu. I v dalších studiích byl apoB dobrým prediktorem přítomnosti a rozsahu aterosklerotického postižení koronárních tepen –                   a to i u pacientů bez dyslipidémie (130). Rovněž studie the Northwick Park Heart Study vyhodnotila apoB jako lepší prediktor koronárního rizika než celkový či LDL-cholesterol.              I zde byl poměr apoB/apoA-I nejsilnějším prediktorem rizika (131). Stejným způsobem           se apoB může uplatnit jako prediktor cévní mozkové příhody (132, 133), i jako prediktor aterosklerózy periferních tepen (134). 

   Zvýšené hodnoty apoB jsou velmi významně asociovány s ostatními rizikovými faktory (abdominální obezita, zvýšený CRP, fibrinogen, PAI-1, glykémie, hyperinzulinémie, zvýšená koncentrace inzulinu, IMT a nízká inzulinová senzitivita) (135). Koncentrace apoB a také hodnota poměru apoB/apoA-1 pozitivně korelují s koncentrací nonHDL-cholesterolu, při čemž zvýšené koncentrace obou jsou považovány za lepší prediktory ischemické choroby srdeční než koncentrace LDL-cholesterolu (21). 
   Při hypolipidemické farmakoterapii ztrácejí hladiny lipoproteinů svoji prediktivní sílu. Prediktivní hodnota apoB a apoA-I ovšem neklesá ani u pacientů na hypolipidemické léčbě. Uvedené potvrdila i studie AFCAPS/TexcAPS, kdy při léčbě lovastatinem na rozdíl 

od ostatních lipidových parametrů zůstala nadále významnou právě asociace koronárního rizika s koncentrací apoB, apoA-I a s poměrem apoB/apoA-I (136). Také naše pracovní skupina poukázala na možnost nedostatečného zhodnocení efektu hypolipidemické léčby při posouzení běžného lipidového, resp. lipoproteinového profilu bez využití apoB (137).            Od roku 2007 je již apoB zavzat do doporučení pro léčbu dyslipidémií v ČR jako sekundární terapeutický cíl, vhodný zejména u pacientů s kardiometabolickým rizikem (45). 

1.2.2.1.7. Lipoprotein (a)

   Lipoprotein (a) /Lp(a) / byl prvně popsán Bergem – tehdy ovšem jako genetická varianta LDL (138). Lp(a) se sestává z LDL částice bohaté na cholesterol, z jedné molekuly apoB, která je prakticky totožná s apoB na LDL-částici, a dále ze specifického glykoproteinu - apolipoproteinu (a) /apo(a)/. Obě apolipoproteinové části jsou vzájemně spojeny kovalentní vazbou pomocí disulfidových můstků (139).

   Plazmatická koncentrace Lp(a) je dána především geneticky a závisí zejména na genu apo(a) /LPA/ , který je lokalizovaný na šestém chromozómu. Apo(a) proteiny se liší velikostí, což je podmíněno polymorfismem velikosti (KIV-2 VNTR). Polymorfismus je způsoben variabilním počtem opakování tzv. kringlů IV v LPA genu. Těchto repetic může být 10, ale             i více než padesát (každý z kringlů IV se sestává ze 114 aminokyselin) (140). Molekuly apo(a), lišící se velikostí, jsou známy jako apo(a) izoformy o molekulové hmotnosti od 280 do 820kDa (141). Existuje inverzní korelace mezi velikostí apo(a) izoformy a plazmatickou koncentrací Lp(a) (140). Je to podmíněno jak variabilní rychlostí degradace, tak hlavně rychlostí produkce. Apo(a) je exprimován hepatocyty a ke spojení apo(a) a částice podobné LDL dochází zřejmě na zevním povrchu hepatocytu. Poločas Lp(a)  v cirkulaci je 3 až 4 dny (142). Mechanismus a lokalizace katabolismu Lp(a) nejsou zcela objasněny. Vychytávání částice na LDL receptoru nepředstavuje hlavní cestu metabolismu Lp(a) - jak bylo prokázáno mj. i u jedinců s familiární hypercholesterolémií, kteří neměli tento receptor, anebo byl jejich LDL-receptor afunkční (142, 143). Ledviny se uplatňují v clearance Lp(a) z plazmy. Proto je koncentrace Lp(a) zvýšená u jedinců s chronickým renálním selháním a s nefrotickým syndromem (144, 145). 

   Plazmatická koncentrace Lp(a) se může mezi dvěma jedinci lišit až tisíckrát. Vliv na koncentraci Lp(a) má především genetické pozadí, podstatně méně se uplatňují i další faktory. Podle některých studií se koncentrace Lp(a) liší v závislosti na rase, podle jiných prací je tento vliv zanedbatelný. Nebyl nalezen rozdíl v koncentracích Lp(a) mezi oběma pohlavími.

   Fyziologická funkce Lp(a) není dosud zcela jasná. Vzhledem k vysoké podobnosti mezi apo(a) a plazminogenem se mu připisuje zejména vliv na koagulaci. LPA gen je odvozen z duplikátu genu pro plazminogen. Mezi dalšími funkcemi Lp(a) bylo popsáno amplifikace aktivity zánětlivých buněk, dále ovlivnění angiogeneze a hojení ran. Lp(a) má díky své složce apo(a) chemotaktické vlastnosti a působí jako ligand pro beta2-integrin Mac-1, čímž usnadňuje adhezi monocytů a jejich transendoteliální migraci závislou na Mac-1. Interakce mezi Mac-1 a Lp(a) je posílena v přítomnosti proaterogeního homocysteinu. Takto Lp(a) indukuje aktivaci prozánětlivého transkripčního faktoru NF kappaB, jakož i expresi protrombotického tkáňového faktoru zprostředkovanou NF kappaB. Těmito cestami usnadňuje Lp(a) kumulaci zánětlivých buněk v aterosklerotickém plátu (146). 

   Je pozoruhodné, že velmi nízké hladiny Lp(a) či dokonce jeho absence nemají klinickou odezvu. Molekula Lp(a) zřejmě tedy není vitální - přinejmenším za běžných životných podmínek. Je možné, že k „umlčení“ původní funkce došlo v průběhu evoluce savců. Lp(a) byl totiž nalezen pouze u lidí a u opic, u nichž možná představoval během evoluce výhodu – např. při expozici infekčnímu onemocnění.

   Struktura lipoproteinu je podobná plazminogenu a tPA. Lp(a) soutěží  s plazminogenem 

o jeho vazebné místo. Lp(a) stimuluje sekreci PAI-1, čímž se uplaňuje v trombogenezi. Má tedy významé antifibrinolytické vlastnosti (147). TFPI (tissue factor pathway inhibitor) je významným regulátorem koagulace zprostředkované tkáňovým faktorem. Ukázalo se, že Lp(a), apo(a), plazminogen, nikoliv však LDL, vážou rekombinantní rTFPI in vitro. Vazebná afinita Lp(a) k TFPI je podstatně vyšší než afinita plazminogenu. Tím nanomolární koncentrace apo(a) inhibují vazbu plazminogenu k TFPI. Takto vázaný Lp(a) inhibuje aktivitu rTFPI, zatímco plazminogen tento efekt postrádá. V lidském aterosklerotickém plátu je možno najít apo(a) a TFPI v části intimy bohaté na hladkosvalové buňky (148). 

      Vysoká koncentrace Lp(a) představuje významný nezávislý rizikový faktor (83, 147) pro symptomatické kardiovaskulární choroby, jako například pro manifestní infarkt myokardu, ischemickou chorobu srdeční (149, 150), restenózu koronární tepny po by-passu žilním štěpem apod. (151). Lp(a) je rovněž rizikovým faktorem pro cerebrovaskulární postižení včetně cévní mozkové příhody (152). Byla také popsána asociace s preklinickou aterosklerózou (153). Za zmínku stojí i asociace s rodinnou anamnézou infarktu myokardu (154). Lp(a) představuje rizikový faktor uvedených chorob nezávislý na věku, dietě, fyzické aktivitě, kouření, konzumaci alkoholu a pohlaví (155-157). Podle doporučení Evropské společnosti pro aterosklerózu (EAS) by měl být využíván u jedincí s intermediárním či vysokým kardiovaskulárním rizikem (158).

   Hladinu Lp(a) lze ovlivnit pouze mírně, a to dietou, cvičením a rybím tukem. Významněší efekt má niacin a aspirin. Nízkotučná strava s vysokým obsahem cukrů zvyšuje Lp(a). Vegetariáni vykazují vyšší hladinu než jedinci se stravou bohatou na ryby. Pravidelná umírněná konzumace protektivní dávky alkoholu vede k významé redukci plazmatických hladin Lp(a). Podle Emanuele et al. existuje ovšem asociace mezi ICHS a výskytem apo(a) izoformy malé velikosti u jedinců s nadváhou a obezitou (159).  

1.2.2.2. Adiponektin

   Adiponektin je cirkulující adipocytokin, produkovaný a secernovaný téměř výlučně tukovou tkání. Objevený byl teprve koncem minulého století (160). Jeho plazmatická koncentrace (5–30 ug/mL) bývá u žen vyšší než u mužů (161). Tento protein, někdy označovaný také jako Acrp30 (adipocyte complement-related protein of 30 kDa), AdipoQ, apM1, nebo GBP28, má velikost 30 kDa a představuje asi 0,01-0,05% celkové plazmatické bílkoviny. Skládá se z 247 aminokyselin, má globulární aminoterminální doménu podobnou kolagenu,                                      a karboxyterminální doménu, která se strukturálně podobá  komplementární složce C1q, proteinu plicního surfaktantu a proteinu nalézanému během letních měsíců v séru hibernujících živočichů. Sérový adiponektin je zpravidla nacházen jako trimer, jindy se jedná i o komplexy šesti trimerů (162, 163). Adiponektin je produktem genu apM1, který byl identifikován na prvním lidském chromozomu. Příslušný region je současně spojován s náchylností k familiární kombinované hyperlipidémii a polygenně dědičnému diabetu                 2. typu (164). 

   Adiponektin se váže na adiponektinové receptory R1, exprimované zejména v příčně pruhovaných svalech, a adiponektinové receptory R2, nacházející se zejména v játrech (165). Adiponektin se uplatňuje v regulaci lipidového a glukózového metabolismu. Má obecně inzulin-senzitizující účinky. V kosterním svalstvu i na úrovni hepatocytu zvyšuje oxidaci volných mastných kyselin, čímž brání ukládání triglyceridů včetně rozvoje jaterní steatózy. V játrech adiponektin suprimuje glukoneogenezu (166).

   Fyziologické koncentrace adiponektinu in vitro silně inhibují TNFα indukovanou expresi adhezivních molekul (včetně ICAM-1, VCAM-1 a E-selektinu) na endotelu a tím i adhezi monocytů. Takto by se adiponektin mohl protektivně uplatnit v rozvoji aterosklerózy – zejména ve fázi, kdy se iniciální aterosklerotická léze sestává z monocytů, makrofágů a T-lymfocytů (167). Adiponektin moduluje endoteliální zánětlivou odpověď - má protizánětlivé vlastnosti. Inhibuje aktivaci nukleárního faktoru B indukovanou TNF alfa, což má opět význam v útlumu monocytární adheze k endotelu (168). Inhibuje také expresi scavengerových receptorů makrofágů, čímž významně snižuje uptake oxidovaných LDL, inhibuje vývoj pěnových buněk, a suprimuje tak hromadění lipidů v poškozené cévní stěně. Další inhibiční vliv vykazuje adiponektin na proliferaci a migraci hladkých svalových buněk (169). Bylo pozorováno, že koncentrace plazmatického adiponektinu inverzně korelovala s hladinou             hs-CRP, TNF alfa, IL6 a dalších zánětlivých markerů i u zdravých jedinců. Tato skutečnost naznačuje, že nízké hladiny adiponektinu mohou být významně asociovány s časným stádiem zánětu mírného stupně (170, 171). 

   U pacientů s onemocněním koronárních tepen bývají plazmatické koncentrace adiponektinu obvykle nízké. Měření jeho hladin může být užitečným ukazatelem kardiovaskulárního rizika (172). Nedávné studie nicméně dokazují, že existují určité výjimky: U specifických populací s vysokým kardiovaskulárním rizikem, jakými jsou pacienti se srdečním či renálním selháním, představují zvýšené hladiny adiponektinu nezávislý prediktor kardiovaskulární (ale i celkové) mortality (173-176). U pacientů (tedy in vivo) s kardiovaskulárním onemocněním či dyslipidémií recentní práce prokázaly pozitivní asociaci mezi koncentrací sVCAM-1              a adiponektinem. Zřejmě se tedy adiponektin hromadí v poškozené cévní stěně a redukuje progresi aterosklerotické léze. Je možné, že se adiponektin v takovém místě podílí na uvolňování ektodomén molekuly VCAM-1 z endoteliálního povrchu a zmírňuje tak její účinky (177). 

   Jak je již zmíněno výše, inzulin-senzitizující účinek adiponektinu na hepatocyty chrání jaterní parenchym před rozvojem jaterní steatózy a významně tlumí glukoneogenezu.                   Ve svalech rovněž zvyšuje inzulinovou senzitivitu. Nízké hladiny adiponektinu se vyskytují   u pacientů s obezitou, jaterní steatózou, inzulinovou rezistencí, diabetem 2. typu, ale také            u pacientů s hypertenzí a akcelerovanou aterosklerózou. Byly popsány rovněž i u Indiánů kmene Pima, kteří jsou jedinečnou kohortou s vysokou prevalencí obezity a diabetu (178, 179). Bazální plazmatická hladina adiponektinu představuje u zdravých jedinců nezávislý prediktor pro vývoj diabetu 2. typu (180). 
PPAR gama agonisté vedou k nárůstu exprese           i plazmatické koncentrace adiponektinu (181). U diabetu 1. typu bývá koncentrace adiponektinu inverzně asociována s poruchou renální funkce (182). Podle Abbasiho (183) má koncentrace adiponektinu těsnější vztah k odlišnostem v inzulin-dependentním glukózovém metabolismu než k obezitě. Podle japonských vědců se naopak nízká koncentrace adiponektinu vztahuje více k adipozitě a dyslipidémii než k inzulinové rezistenci (164). Bylo prokázáno, že koncentrace adiponektinu negativně koreluje s množstvím viscerálního tuku. Asociace s množstvím podkožního tuku je podstatně slabší (166). Významná down-regulace mRNA adiponektinu byla pozorována nejen u obézních lidí, ale rovněž i u obézních myší (184). Aplikace adiponektinu u myší signifikantně snižovala uměle zvýšené hladiny volných mastných kyselin. Dlouhodobé podávání nízkých dávek adiponektinu vedlo u myší konzumujících vysokotučnou stravu k redukci hmotnosti (185). Berg prokázal, že u myší bylo možno aplikací adiponektinu vyvolat pokles glykémie a zlepšení inzulinové senzitivity díky snížení jaterního výdeje glukózy (186). Bylo také prokázáno, že u člověka lze již mírnou redukcí hmotnosti dosáhnout významný nárůst koncentrace sérového adiponektinu (187). 

   Literární údaje uvádějí, že familiární kombinovaná hyperlipidémie bývá spojena s nízkými hladinami adiponektinu, nicméně zde existuje i závislost na lipidovém a lipoproteinovém fenotypu. Hyperlipidémičtí jedinci mívají koncentrace adiponektinu nižší než jejich normolipidémičtí příbuzní. Tento jev je nezávislý na inzulinové rezistenci i na obezitě (188, 189). V jedné ze studií naší pracovní skupiny byly vyšší hladiny adiponektinu u pacientů s kardiovaskulárním onemocněním a dyslipidémií asociovány s vyššími koncentracemi HDL-cholesterolu, ale i sVCAM-1. S adiponektinem negativně korelovala koncentrace hsCRP               a pozitivně koncentrace sVCAM-1 (177). 
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1.2.2.3. Parametry zánětu – high sensitivity CRP, fibrinogen

   Ateroskleróza představuje chronické zánětlivé onemocnění. Zánět v cévách nastává jako odpověď na zranění, lipidovou peroxidaci a infekci. Různé rizikové faktory jako hypertenze, diabetes a kouření amplifikují škodlivé vlivy oxidovaných LDL částic, což vede k chronické zánětlivé reakci, jejímž výsledkem je vulnerabilní plát, náchylný k trombóze a ruptuře. Zánět je přítomen ve všech fázích vývoje aterosklerotického postižení – jak ve fázi časné formace aterosklerotického plátu v arterii, tak i při ruptuře plátu, která podmiňuje kardiovaskulární příhodu. Epidemiologické a klinické studie prokázaly silné a významné vztahy mezi markery zánětu a rizikem budoucí kardiovaskulární příhody.

1.2.2.3.1. C - reaktivní protein (CRP)

   Název C – reaktivního proteinu (CRP) je odvozen od proteinu, který se váže 

k C-polysacharidu buněčné stěny pneumokoka (190). CRP se skládá ze 187 aminokyselin tvořících jediný polypeptidový řetězec. V lidském organismu nebyla nalezena podobná molekula s homologními sekvencemi (191). 

   CRP je jedním z hlavních reaktantů akutní fáze, jejichž koncentrace v plazmě stoupají během systémového zánětu. Jeho úloha v lidské zánětlivé odpovědi byla objasněna již v minulém století, o vztahu ke kardiovaskulárním chorobám se začalo psát později (192, 193). Z fylogenetického hlediska se jedná o starou molekulu, secernovanou játry při zánětu, traumatu, infekci, z podnětu rozličných zánětlivých cytokinů (193). Kromě jater je produkována také tukovou tkání a v aterosklerotické lézi i monocyty a makrofágy (194). Je to velmi stabilní molekula bez diurnální kolísání, v čerstvé a zmražené plazmě vykazují její hodnoty jen malé odchylky a má dlouhý poločas 18 až 20 hodin (195). Původně se všeobecně uznávalo, že hladina CRP není ovlivněna věkem ani pohlavím. Pozdější práce ukázaly, že hladiny CRP narůstají s věkem (196, 197).

   U jedinců bez zánětlivého onemocnění běžně plazmatická hladina CRP nedosahuje 1 mg/l, nicméně u pacientů s bakteriální infekcí, autoimunitním onemocněním, nádorovým onemocněním apod. bývají hladiny CRP značně zvýšeny. CRP se vyskytuje u všech lidí, nicméně jeho množství ovlivňují faktory genetické i faktory životního stylu. Hodnoty CRP bývají vyšší u kuřáků, jedinců s vyšším krevním tlakem, nadváhou a nízkou fyzickou aktivitou, zatímco atleti mají výrazně nižší hodnoty. Jeho plazmatickou koncentraci ovlivňují i dietní zvyklosti. CRP lze farmakologicky do jisté míry snížit statiny, niacinem, fibráty, aspirinem, clopidogrelem či thiazolidindiony. Více než polovina variability koncentrace CRP je ovšem dána dědičnými faktory. 

   Existují četné buněčné a molekulární mechanismy, jimiž by CRP mohl přispívat k rozvoji aterosklerózy. Zde jsou vyjmenovány některé z nich: CRP indukuje sekreci dalších molekul zahrnutých v zánětlivých kaskádách (interleukin 1,  interleukin 6, endotelin 1, NF kappa B) (198). Snižuje expresi a dostupnost endoteliální NO syntázy v lidských endoteliálních buňkách (199, 200). Naopak zvyšuje expresi adhezivních molekul a usnadňuje výchyt LDL makrofágy (201). CRP se váže na fosfolipidy poškozených buněk a zvyšuje výchyt těchto buněk makrofágy. CRP aktivuje makrofágy k expresi cytokinů a tkáňového faktoru. Aktivuje také endoteliální buňky k expresi adhezivních molekul, ICAM-1, VCAM-1 a selektinů. Amplifikuje prozánětlivé účinky dalších mediátorů, včetně endotoxinu (202, 203). CRP usnadňuje apoptózu endoteliálních buněk a inhibuje angiogenezu, což má význam v případě chronické ischémie (199). CRP přímo podněcuje up-regulaci receptoru typu 1 pro angiotenzin v hladkosvalových buňkách cévní stěny, které tím stimuluje k migraci, proliferaci, neointimální formaci a produkci volných kyslíkových radikálů (204).

   Vztah mezi koncentrací CRP a budoucím kardiovaskulárním rizikem opakovaně potvrdily výsledky četných studií. Pozitivní asociace byla nalezena mezi výší CRP a koronárními příhodami, cévními mozkovými příhodami, tloušťkou IMT i periferní aterosklerózou.  Také byla nalezena pozitivní asociace mezi koncentrací hsCRP a tloušťkou IMT (196, 197, 205-210). Na tomto místě je nutno zmínit, že zdaleka ne všechny výsledky hovořily jednoznačně. Islandská studie nalezla mezi hladinami CRP a infarktem myokardu podstatně slabší souvislost. Pravdou je, že tyto výsledky mohly být ovlivněny vysokou vstupní hladinou cholesterolu ve studované kohortě (211). Hladina CRP nicméně odráží rovněž stupeň postižení jedince metabolickým syndromem. Hodnoty CRP korelují s koncentrací triglyceridů, s obezitou, krevním tlakem a s hodnotou lačné glykémie, jakož i s inzulinovou senzitivitou, endoteliální dysfunkcí a poruchou fibrinolýzy (212). 

   Tradiční vyšetřovací metoda (CRP assay) není dostatečně senzitivní k detekci koncentrací, které mají význam při posuzování kardiovaskulárního rizika. Byla proto vyvinuta levná           a jednoduchá, avšak vysoce senzitivní metoda (high-sensitivity CRP assay), která je běžně dostupná a cenově je srovnatelná s měřením cholesterolu (213). Odběr krve není nutno provádět nalačno (214). V případě absence výše uvedených onemocnění lze bazální koncentraci CRP, resp. hsCRP považovat za významný prediktor kardiovaskulárního rizika v rozmezí od 1 do 5 mg/l. Při hodnotách nad 10 mg/l je již nutno vyloučit výše zmíněné příčiny. Z kardiovaskulárního hlediska je s nízkým rizikem spojena plazmatická koncentrace CRP menší než 1mg/l. Koncentrace CRP větší než 3mg/l představují vyšší riziko chorob souvisejících s aterosklerózou, rovněž i vyšší riziko rozvoje diabetu mellitu 2. typu (205). Měření hsCRP má smysl především u jedinců s intermediárním kardiovaskulárním rizikem,         u kterých zvažujeme agresivitu léčby (194, 215, 216).

   Hodnocení CRP vnáší do posuzování kardiovaskulárního rizika coby marker nezávislou přidatnou prediktivní informaci. V této souvislosti by nicméně plazmatické koncentrace CRP měly být interpretovány ve spojitosti s lipidovým profilem (212).

   Je známo, že pokles hmotnosti, racionální dieta, cvičení či zanechání kouření vedou jak k redukci hladin CRP, tak k poklesu kardiovaskulárního rizika (217). Teprve nedávno však byla publikována studie JUPITER, která přímo prokázala přínos snížení hladiny CRP ve vztahu k snížení četnosti kardiovaskulárních příhod. Podle studie JUPITER nicméně z poklesu CRP profitují pacienti tehdy, je-li zároveň efektivně snížena koncentrace LDLch (218).

1.2.2.3.2. Fibrinogen
   Fibrinogen (koagulační faktor I) je plazmatický glykoprotein o hmotnosti 340 kD. Skládá se ze tří párů polypeptidových řetězců alfa, beta a gama, vzájemně kovalentně vázaných disulfidickými můstky. Části řetězců alfa a beta, A a B, se označují jako fibrinopeptidy A a B. Fibrinogen představuje zymogen, jehož aktivace na fibrin je způsobena proteázou trombinem, která štěpí vazby mezi fibrinopeptidy A a B a řetězci alfa a beta, čímž vzniká fibrin-monomer. Odkrytím vazebných míst je umožněna polymerace. Fibrinogen zprostředkovává rovněž agregaci krevních destiček. Fibrinogen představuje jeden z proteinů akutní fáze – jeho koncentrace stoupá při zánětu či poškození tkáně. 

   Plazmatická koncentrace fibrinogenu je geneticky determinovaná (219-221), ovlivňuje ji však i řada dalších faktorů životní prostředí (222), ale také sociální rizikové faktory (223). Bylo opakovaně prokázáno, že kouření cigaret vede k nárůstu koncentrace plazmatického fibrinogenu (224-227).

   Vysoké hladiny plazmatického fibrinogenu mohou způsobit hyperkoagulační stav, agregaci destiček, hyperviskozitu krve se zhoršením reologických vlastností, což ve svém důsledku zpomaluje cirkulaci a uplatňuje se tak na poškození cév. Makrofágy v aterosklerotických lézích produkují cytokiny (IL-1, IL-6, TNF), které stimulují hepatocyty k produkci fibrinogenu a CRP (228-230). Fibrinogen se významně uplatňuje jak v počáteční, tak                   i v pokročilé fázi aterosklerózy (231). Nepředstavuje pouze marker zánětu                                            a aterosklerotického rizika, ale společně s fibrin degradačnímu prudukty také přímo podněcuje aktivaci endoteliálních buňěk, expresi adhezivních molekul a proliferaci a migraci hladkých svalových buněk, čímž se výrazně podílí na rozvoji endoteliální dysfunkce (232-234). Zvyšuje krevní viskozitu a interakci krevních destiček (235). Fibrinogen poškozuje cévní remodelaci přímou vazbou na stěnu tepny, což vede při hyperfibrinogenémii k nárůstu intimální hyperplazie (236). Bylo pozorováno, že aterogenezu ve stěně tepny ovlivňuje současná přítomnost fibrinogenu, jeho degradačních produktů a LDL-cholesterolu (237-239). Degradační produkty fibrinogenu stimulují hladké svalové buňky k proliferaci a migraci (240). Tyto produkty dále zvyšují uvolňování růstových faktorů odvozených od endoteliálních buněk (241).

   Pokusy na apolipoprotein(a) transgenních myších ukázaly, že deficit fibrinogenu redukuje vaskulární akumulaci fibrinogenu a brzdí rozvoj aterosklerózy (242). 

   Význam zvýšených hladin fibrinogenu jako nezávislého rizikového faktoru pro srdeční, mozkové i periferní cévní choroby byl opakovaně potvrzen v četných klinických prospektivních a epidemiologických studiích (206, 214, 226, 227, 235, 243-255). Hyperfibrinogenémie má vztah také k rozsahu angiograficky prokazatelné aterosklerózy na koronárních i periferních tepnách (226, 252, 256-259). Epidemiologická data potvrzují, že hladiny fibrinogenu představují rovněž významný marker subklinické aterosklerózy (256)            a predikují aterotrombotickou událost (227, 244, 246, 260-267). Byla pozorována inverzní asociace mezi plazmatickou hladinou fibrinogenu a tloušťkou vazivového krytu aterosklerotického plátu. Složení  plátu u pacientů s vysokými hladinami fibrinogenu je charakterizováno přítomností vysokého počtu zánětlivých buněk lokalizovaných zejména v raménku a krytu plátu (268). Aterosklerotické pláty u jedinců s hyperfibrinogenémií predisponují k progresi, ruptuře a trombóze (269). 

1.2.3.4. Parametry související s inzulinovou rezistencí a senzitivitou 

1.2.3.4.1. Inzulinová rezistence

   Jako inzulinová rezistence (IR) se označuje stav, kdy se v cirkulaci vyskytuje dostatečné, nebo i nadměrné množství inzulinu, a přesto je utilizace glukózy v periferních tkáních snížena. Inzulinová rezistence hraje ústřední roli v patofyziologii diabetu 2. typu a je asociovaná s obezitou a dalšími kardiovaskulárními rizikovými faktory - s častějším výskytem hypertenze, dyslipidémie s typickými rysy a hyperurikémie (85). S IR se můžeme setkat také u jedinců, kteří zatím diabetes mellitus nemají. Četné studie jasně prokázaly souvislost IR s předčasným rozvojem a manifestací aterosklerózy (86-90). Častější výskyt IR byl nicméně také popsán u pacientů s familiární kombinovanou hyperlipidémií (19, 22, 23, 24, 34, 38, 39, 270, 271). Změny v lipidovém a lipoproteinovém spektru, k nimž IR vede, jsou velmi podobné klasickému fenotypu pozorovanému u FKH (viz výše).

   Zjednodušeně lze říci, že IR představuje poruchu inzulinové senzitivity. V současné době existuje spektrum možností, kterými je možno inzulinovou senzitivitu posuzovat. Jedná se            o více či méně sofistikované metody. Mezi nejpřesnější patří využití hyperinzulinemického-euglykemického clampu, který v posuzování inzulinové senzitivity představuje „zlatý standard“ (272). Svůj význam má též hodnocení zjednodušeného minimálního modelu. Inzulinová senzitivita (SI) a glukózová efektivita (SG) jsou měřeny počítačovou analýzou frekventně odebíraných vzorků při intravenózním glukózovém tolerančním testu (intravenózní injekci glukózy následuje intravenózní aplikace inzulinu) (273, 274). Kvalitně lze inzulinovou senzitivitu posoudit také s využitím inzulinového supresního testu (IST), který je založen na supresi endogenní inzulinové sekrece navozené kontinuální infuzí somatostatinu. Současně je aplikována infuze exogenního inzulinu konstantní rychlostí k dosažení rovnovážného stavu plazmatické hladiny inzulinu. Pak je konstantní glukózovou infuzí dosaženo rovnovážného stavu plazmatické koncentrace glukózy (275).

   Snaha vyvinout jednodušší postupy k posuzování inzulinové senzitivity, resp. rezistence,  vychází ze statistické potřeby získat validní epidemiologická data u širší populace (276). Snadno je dostupné využití indexu orální glukózové-inzulinové senzitivity (OGIS), i tak však metoda vyžaduje opakovaný odběr krevního vzorku po glukózové zátěži. Inzulinovou rezistenci a senzitivitu lze komplexně hodnotit pomocí tzv. indexů – je to např. index inzulinové rezistence HOMA a index inzulinové senzitivity QUICKI (podrobněji viz níže). 

   Jak je již zmíněno výše, má IR svůj význam i u FKH, proto byla tato hodnocena i v našem souboru pacientů. Markery IR (plazmatická koncentrace glykémie a inzulinu nalačno, HOMA) a asociované parametry (C-peptid, proinzulin, QUICKI) reprezentující sekreci inzulinu, resp. inzulinovou senzitivitu, jsou pro zjednodušení v dalším textu označovány souhrnně jako „markery IR“. Proto je k nim uvedeno alespoň několik slov v následující stati. 

1.2.3.4.2. Inzulin, proinzulin, C-peptid 
   Peptidový hormon inzulin je produkován v podobě svých prekurzorů beta buňkami pankreatu. Produkce a sekrece jsou řízeny genem lokalizovaným na krátkém raménku chromozomu 11. Prekurzor preproinzulin je téměř okamžitě po svém vzniku štěpen mikrozomálními enzymy na proinzulin, který je zabudován do intracelulárních sekrečních granul. Proteolytickým štěpením polypeptidového řetězce proinzulinu vzniká inzulin                    a C-peptid v ekvimolárním množství. Malé množství proinzulinu uniká štěpení a je secernováno do krevního oběhu, kde může tvořit 3-20% imunoreaktivního „inzulinu“. Proinzulin není odstraňován játry, má tedy 3-4-násobný poločas než inzulin a vykazuje asi 7-8% biologické aktivity inzulinu. K degradaci proinzulinu dochází v ledvinách. C-peptid vzniklý odštěpením z proinzulinu nevykazuje známou biologickou aktivitu. Není degradován v játrech, proto má 2-3-násobný poločas než inzulin. Je vylučován ledvinami. Samotný inzulin je skladován ve formě sekrečních granulí přímo v beta buňkách pankreatu a je vylučován do oběhu – u zdravého dospělého jedince asi 40-50 jednotek inzulinu denně, z toho část (bazální sekrece) za bazálních podmínek a část (stimulovaná sekrece) jako odpověď na exogenní podněty (stravu). K vzestupu jeho plazmatické koncentrace in vivo dochází postprandiálně, obvykle po 8-10 minutách. K bazální koncentraci se vrací za  90-120 minut. Sekreci inzulinu stimuluje hyperglykémie, aminokyseliny, tlumí ji tuky. Sekreci inzulinu ovlivňuje cAMP, kalcium, magnesium, parasympatikus (vliv vagu) a beta-1 stimulace sympatiku, glukokortikoidy a glukagon. Inhibiční efekt na sekreci inzulinu má somatostatin, adrenalin a beta-2 stimulace sympatiku, dále též růstový hormon a hormony štítné žlázy. Různým a dosud ne zcela prozkoumaným způsobem se uplatňuje množství gastrointestinálních hormonů. Jejich působení je natolik významné, že aplikace glukózy per os indukuje vyšší plazmactikou hladinu inzulinu než stejné množství glukózy aplikované intravenózně. Účinek inzulinu na cílové buňky je zprostředkován vazbou na inzulinové receptory. Ty představují membránové glykoproteiny složené z větší extracelulární vazebné podjednotky alfa a menší cytoplazmatické podjednotky beta, která obsahuje kinázu, k jejíž autofosforylaci dochází po vazbě inzulinu na receptor. Komplex inzulin-receptor se internalizuje a následuje spuštění nitrobuněčných metabolických kaskád, které ovlivňují metabolismus. Poločas endogenního inzulinu v cirkulaci je asi 35 minut. Katabolizován je inzulinázami v játrech, ledvinách a placentě. Při jednom průchodu játry se odstraní asi 50% inzulinu. Účinek inzulinu je obecně anabolický. V játrech inzulin podporuje syntézu                        a ukládání glykogenu a inhibuje glykogenolýzu. Zde také zvyšuje syntézu proteinů, triglyceridů a tvorbu VLDL. Zároveň inhibuje glukoneogenezu a ketogenezu a podporuje glykolýzu. Ve svalu inzulin zvyšuje transport aminokyselin a glukózy do buňky, podporuje proteosyntézu, syntézu glykogenu (zvyšuje aktivitu glykogensyntetázy a inhibuje aktivitu glykogenfosforylázy). V tukové tkáni zajišťuje pro tuk optimální „skladovací“ podmínky. Indikuje tvorbu lipoproteinové lipázy (LPL), která odpovídá za hydrolýzu triglyceridů z cirkulujících lipoproteinů. Dále zvyšuje transport glukózy do tukových buněk, čímž posléze umožňuje esterifikaci volných mastných kyselin na triglyceridy. Inhibuje hormon-senzitivní lipázu, jež zprostředkovává intracelulární lipolýzu (277). 
1.2.3.4.3. HOMA index
   Homeostasis model assessment, HOMA index inzulinové rezistence byl prvně popsán Matthewsem v roce 1985. HOMA index vychází z rovnovážného stavu za bazálních podmínek nalačno a je odvozen ze vzájemného vztahu mezi koncentrací plazmatické glukózy  a inzulinu. Pro výpočet HOMA je k dispozici vzorec: HOMA = (G0 + I0 / 22,5), při čemž G0 a I0 představují plazmatickou koncentraci glukózy a inzulinu nalačno.

  Jednoduchý index je podle závěrů Matthewse metodou srovnatelnou s využitím euglykemického i hyperglykemického clampu, jakož i s koncentrací inzulinu nalačno (278). Osvědčil se v mnoha studiích u dospělé, ale i u dětské populace (279-283). Výhodou používání HOMA indexu je jednoduchost, ekonomická dostupnost a kvalitní výpovědní hodnota o individuální inzulinové rezistenci. 

   V souladu se skutečností, že IR bývá často vyjádřena v rodinách s FKH, byly u příslušníků těchto rodin opakovaně zaznamenány zvýšené hodnoty HOMA (18, 270, 276).

1.2.3.4.4. QUICKI index

   Inzulinová rezistence hraje ústřední roli v patofyziologii diabetu a je asociována s obezitou a dalšími kardiovaskulárními faktory. K jejímu hodnocení byly vyvinuty různě sofistikované metody. Zlatým standardem k posuzování inzulinové senzitivity in vivo je hyperinzulinemický – euglykemický clamp, který ovšem nelze jednoduše aplikovat u široké populace. Proto jsou vyvíjeny nové jednodušší metody, které by se mohly uplatnit ve velkých epidemiologických studiích. 

   Kvantitativní index inzulinové senzitivity (quantitative insulin sensitivity check index) QUICKI byl publikován v roce 2000 Katzem et al. a je odvozen z plazmatické koncentrace glukózy a inzulinu nalačno. Pro výpočet se používá vzorce QUICKI = 1/log[G0 + I0], kde 

G0 a I0 představují plazmatickou koncentraci glukózy a inzulinu nalačno. Katz et al. zaznamenali, že korelace mezi QUICKI a měřením inzulinové senzitivity pomocí hyperinzulinemického-euglykemického clampu je signifikantně významnější než korelace mezi výsledky získanými použitím metody minimálního modelu a glukózového clampu. Uvedené naznačuje, že QUICKI obsahuje přidatnou nezávislou informaci o inzulinové senzitivitě, která není postižitelná výsledky získanými s využitím metody minimálního modelu. 

   U jedinců s diabetem, kteří vykazují hyperglykémii nalačno a nejsou schopni produkovat dostatek inzulinu k úplné kompenzaci přiváděné glykémie, není možno dosáhnout ideálního rovnovážného stavu. V takovém případě nemůže existovat významná korelace mezi hladinou inzulinu nalačno a stupněm inzulinové senzitivity. I v tomto případě koreluje QUICKI dobře se skutečnou inzulinovou senzitivitou, a to dokonce lépe než index inzulinové senzitivity z minimální modelové analýzy intravenózního glukózového tolerančního testu s frekventními odběry (284).   

   Bylo prokázáno, že QUICKI lze využít i ke sledování vývoje inzulinové rezistence                      u pacientů s diabetem 2. typu (např. při léčbě a při tělesném cvičení) (285). 

   Hřebíček a kolektiv srovnávali index inzulinové senzitivity QUICKI a index inzulinové rezistence HOMA. Jejich výsledky potvrdily, že jak nízké hodnoty QUICKI indexu, tak 

i vysoké hodnoty HOMA indexu odrážely u dospělých pacientů inzulinovou rezistenci, resp. korespondovaly s výskytem diabetu, poruchy glukózové tolerance či typické dyslipidémie asociované s inzulinovou rezistencí (286). 

   Význam parametru QUICKI zdůraznily i další studie (183, 287 289). 

   QUICKI představuje jednoduchý, finančně nenáročný a dostatečně informativní parametr vhodný k posuzováni inzulinové senzitivity v široké populaci (284), který umožňuje podchytit zejména jedince s nahromaděním kardiovaskulárních rizikových faktorů.  

1.2.3.5. Nealkoholická jaterní steatóza (NAFLD)

   Nealkoholická steatóza jaterní v širším smyslu (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) je celosvětově nejrozšířenější nealkoholickou příčinou obvykle asymptomatické chronické elevace jaterních enzymů. Poprvé byla popsána Ludwigem v roce 1980 (290). Pro diagnózu je nutné vyloučit všechna ostatní známá onemocnění jater - virové hepatitidy a mikrobiální vlivy (endotoxémie, toxin Bacillus cerreus, zánětlivá střevní onemocnění, divertikulóza tenkého střeva s přemnožením bakterií), vrozené a získané metabolické či autoimunitní choroby (Wilsonova choroba, hemochromatóza, autoimunitní onemocnění jater, galaktozémie, lipodystrofie (291), Weber-Christianova choroba, Wolmanova choroba, akutní jaterní steatóza v těhotenství), nutriční dispozice (proteinově-energetická malnutrice, hladovění, výhradně parenterální výživa, předávkování karbohydráty, velmi rychlá ztráta hmotnosti po náročnějších bariatrických výkonech (292-295), a v neposlední řadě též toxické postižení jater (glukokortikoidy, syntetické estrogeny, aspirin, blokátory kalciového kanálu, amiodaron, tamoxifen, tetracyklin, methotrexat, kyselina valproová, kokain, některá antivirotika - zidovudin, didanosin, fosfor, petrochemikálie, organická rozpouštědla, toxiny hub) (296-298). NAFLD představuje patologický stav, který se klinicky i laboratorně významně podobá jaterním změnám vyvolaným požíváním alkoholu; v případě NAFLD se tyto změny nicméně objevují při absenci alkoholového abúzu. Vylučovacím kritériem je denní příjem alkoholu větší než 20 g čistého alkoholu denně (299). 

   NAFLD zahrnuje celé spektrum klinických jednotek. Patří sem prostá jaterní steatóza, která však může progredovat do nealkoholické steatohepatitidy (nonalcoholic steatohepatitis, NASH). NASH může vést až u 50 % jedinců k vzniku jaterní fibrózy. Ta se až u 15 % případů transformuje v jaterní cirhózu. U 3 % pacientů s jaterní cirhózou se rozvine jaterní selhání, jež bývá někdy pozorováno i po náročných bariatrických výkonech u pacientů s NASH. Malá část nemocných s cirhózou zmírá na hepatocelulární karcinom (300-302). Mezi nezávislé prediktory pro rozvoj fibrózy či dalších závažnějších stádií NAFLD patří věk nad 45 let, obezita s BMI nad 30 kg/m2, diabetes mellitus 2. typu a poměr aspartataminotransferázy / alaninaaminotransferázy větší než 1 (303, 304). 

   Většina pacientů s prostou steatózou jaterní nemá žádné symptomy. Poměrně vzácně se vyskytuje pocit přeplněnosti či lehký abdominální dyskomfort pod pravým obloukem žeberním. Někdy bývá nalézána hepatomegalie. V pozdějších stádiích se objevují typické příznaky, jak je známe u cirhóz jiné etiologie (297).

   Na základě výsledků sonografie, computerové tomografie a histologických nálezů                        z jaterních biopsií se odhaduje, že prevalence NAFLD dosahuje 15 až 39 % (305-308). Podle údajů NHANES III (the National Health and Nutrition Examination Survey) je NAFLD častější u mužů, podle některých studií také u postmenopauzálních žen (300, 309-311). Rizikové faktory asociované s rozvojem NAFLD kromě pohlaví jsou: obezita s BMI ( 30 kg/m2 s viscerální distribucí tuku a dyslipidémie (302, 312) s hladinami sérových triglyceridů ( 2,28 mmol/l (200 mg/dl) provázená nízkou koncentrací HDL-cholesterolu. Více než 90% pacientů s NAFLD vykazuje alespoň jeden znak metabolického syndromu. Pravděpodobnost NAFLD roste s počtem a závažností metabolických rizikových faktorů (313, 314). 30-100 % jedinců s NAFLD je obézních, až 75 % má diabetes mellitus 2. typu či poruchu glukózové tolerance (297, 315-317). Dyslipidémii lze zjistit u 50-92 % a hypertenzi až u 70 % případů (297, 302, 306, 314-316, 318-325). Dyslipidémie je u pacientů s NAFLD obvykle charakterizovaná hypertriglyceridémií a nízkými koncentracemi HDL-cholesterolu (316, 321, 324, 326, 327). NAFLD je dnes považována za jaterní manifestaci metabolického syndromu (328). 

   Diagnóza NAFLD se opírá o vyloučení jiných příčin jaterního postižení (viz výše) včetně abúzu alkoholu. Zlatým standardem zůstává jaterní biopsie, která zároveň odhalí přítomnost zánětu a fibrózy. Ta se však vzhledem k možným rizikům provádí pouze u nejasných případů (329). Histologicky bývá přítomna zpravidla velkokapénková steatóza, balónová degenerace hepatocytů, Malloryho tělíska, smíšený buněčný zánětlivý infiltrát, pericelulární a portální fibróza, nekróza hepatocytů, jaderný glykogen (299, 329). NAFLD je definovaná jako akumulace tuku přesahující 5 až 10 % hmotnosti jater (299, 328, 330). Ze zobrazovacích metod lze k vyšetření v současné době použít computerovou tomografii, magnetickou rezonanci a sonografii. Tyto metody však obvykle prokážou přítomnost tuku, pokud dosahuje alespoň 30 %. Množství tuku lze neinvazivně kvantifikovat pomocí protonové magnetické rezonanční spektroskopie (331). Uvedené postupy však neumožňují zhodnotit přítomnost zánětu a stupeň fibrózy. K detekci fibrózy je možno využít elastografické zařízení, tzv. FibroScan (328). Dále lze posuzovat jaterní enzymy. Normální hodnoty jaterních enzymů však nevylučují přítomnost NAFLD (332). Zpravidla bývá přítomna mírná elevace aspartataminotransferázy a alaninaminotransferázy, nebo se alespoň jejich hodnoty blíží horní hranici normy (315, 325, 333, 334). Může být též zaznamenáno zvýšení gamaglutamyltransferázy (315, 335), to je ale popisováno častěji u alkoholického postižení jater a onemocnění žlučových cest (303). 

   Rozvoj NAFLD odráží snahu organismu udržet nízké sérové hladiny volných mastných kyselin. Jaterní steatóza nastává důsledkem porušené rovnováhy mezi množstvím tuku, které je k hepatocytům doručeno (ve formě volných mastných kyselin uvolněných lipolýzou z tukové tkáně (303) nebo hydrolýzou z triglyceridů chylomikronů transportujících dietní tuky) a které se přímo v játrech tvoří, a množstvím tuku, jež je v játrech odbouráváno beta-oxidací volných mastných kyselin či játry secernováno do oběhu ve formě triglyceridů vázaných ve VLDL částicích (336). Vysoká koncentrace volných mastných kyselin má toxické účinky spojené s produkcí prozánětlivých cytokinů včetně TNF alfa. Dochází             k aktivaci příslušných molekulárních kaskád (337-340) s rozvojem mitochondriální dysfunkce, oxidačního stresu a peroxidace lipidů v hepatocytárních membránách (306, 341-345). Patogeneze NAFLD ale dosud není dostatečně prozkoumána. Kromě hromadění tuku v hepatocytech se uplatňují i další faktory – především je to inzulinová rezistence se sníženou aktivitou inzulinem stimulované tyrozinové kinázy (346). Svou úlohu hraje též leptin (347), indukující defosforylaci inzulinového receptorového substrátu 1 (IRS-1). Volné mastné kyselin inhibují inzulinem stimulovaný periferní výchyt glukózy (348). TNF alfa způsobuje down-regulaci fosforylace IRS-1 a snižuje expresi inzulin-dependentního glukózového transportéru Glut4 (349). Na rozvoji NAFLD se dále podílí porucha beta-oxidace mastných kyselin a změna v regulaci PPAR-alfa (350), deficit cholinu, defekt v postprandiální sekreci apolipoproteinu B (351), deficit vitaminu B5, porušená regenerace při depleci jaterního ATP (352), a také nízká koncentrace adiponektinu (353, 354). 

   Existuje úzký vztah mezi NAFLD a inzulinovou rezistencí. Je známo, že inzulinová rezistence vede k vzniku NAFLD (319, 322, 323, 355). Některé studie (302, 346, 356) nicméně prokazují, že sama NAFLD indukuje rozvoj inzulinové rezistence na hepatální úrovni. Jak NAFLD, tak i inzulinová rezistence se rozvíjejí u jedince na podkladě stejné genetické dispozice. Významně se však uplatňují i faktory zevního prostředí. V podmínkách inzulinové rezistence je vystupňovaná syntéza triglyceridů de novo (357), jež se hromadí v hepatocytech. Současně je abnormálně zvýšena syntéza apolipoproteinu B v játrech provázena nadměrnou produkcí lipoproteinů bohatých na triglyceridy (triglycerides rich lipoproteins, TGRLP), zejména VLDL částic (351, 358). Zároveň není dostatečně suprimována aktivita hormon senzitivní lipázy (HSL), důsledkem čehož se významně zvyšuje lipolýza v periferní tukové tkáni. Množství uvolněných mastných kyselin se následně dostává do jater, kde jsou zabudovány do molekuly triglyceridů, a ty se poté stávají součástí VLDL částic. Důsledkem těchto změn je kromě rozvoje jaterní steatózy nadměrná produkce VLDL-částic do krevního oběhu, vedoucí k hypertriglyceridémii. Inzulinová rezistence navíc inhibuje aktivitu periferní lipoproteinové lipázy (LPL). LPL představuje enzym lokalizovaný na endotelu kapilár, který z cirkulujících TGRLP, zejména z VLDL-částic a chylomiker, hydrolýzou uvolňuje mastné kyseliny, jež jsou následně utilizovány v buňkách. Inzulinová rezistence se tak podílí na snížené clearance VLDL-částic s prodloužením jejich plazmatického poločasu, a tím i na nárůstu sérových hladin triglyceridů (317, 359, 360). TGRLP jsou obohacovány o apolipoprotein CIII a apolipoprotein E. Apolipoprotein CIII přispívá rovněž k inhibici LPL. Inzulinová rezistence dále inhibuje oxidaci mastných kyselin (346, 358).

   Akumulace tuku v játrech je spjata s aktivací kináz, což vede k poruše IRS1 a IRS2 s následným omezením syntézy glykogenu. Za normálních okolností inzulin suprimuje endogenní produkci glukózy. Akumulace tuku v játrech naopak potencuje glukoneogenezu (346). Potvrzují to studie využívající metody euglykemického hyperinzulinemického clampu. U pacientů s NAFLD se vyskytuje normální či lehce zvýšená endogenní produkce glukózy nalačno i přes průvodnou hyperinzulinemii. K supresi glukózové produkce u  nich nedochází ani při infuzní aplikaci inzulinu; zároveň je snížena utilizace glukózy (333, 361). Samuel et al. zaznamenali, že játra krys krmených 3 dny vysokotučnou stravou vyvinou jaterní inzulinovou rezistenci; k rozvoji periferní inzulinové rezistence však uvedený časový interval nestačí. (346). Tento fakt poukazuje na skutečnost, že játra postižená NAFLD jsou zodpovědná za inzulinovou rezistenci sama o sobě (302).

   Je všeobecně známo, že inzulinová rezistence významně přispívá ke zvýšenému kardiovaskulárnímu riziku (362). Rovněž NAFLD je spojena s nárůstem kardiovaskulárního rizika, a to dokonce i bez závislosti na inzulinové rezistenci; zároveň též může být asociována s významnějším poškozením jater. Bez ohledu na výši BMI zvyšuje přítomnost diabetu           2. typu riziko a stupeň závažnosti NAFLD (323). NAFLD má těsnou asociaci s markery endoteliální dysfunkce a oxidačního stresu (363). Bylo prokázáno, že jedinci s NAFLD mají větší IMT i častější výskyt aterosklerotických plátů, zejména pak plátů vulnerabilních (364-366). Ateroskleróza koronárních tepen u nich bývá závažnější (367). Přítomnost NAFLD je dále asociována s vyšším rizikem vzniku ischemické choroby srdeční, a to i po adjustaci na tradiční kardiovaskulární rizikové faktory (368, 369). Přítomnost NAFLD signalizuje koexistenci více rizikových faktorů metabolického syndromu a aterosklerózy. Kromě uvedené zvýšené kardiovaskulární mortality vykazují jedinci s NAFLD vyšší riziko mortality celkové (328, 370) a mortality spojené s onemocněním jater. 

   Při léčbě NAFLD se uplatňuje prevence vzniku a léčba rizikových faktorů. Důležitá je redukce hmotnosti (355, 371-375). Úspěchy byly též popsány ve studiích s omega-3 nenasycenými mastnými kyselinami (376), atorvastatinem (377), metforminem (378), thiazolidindiony (379), ursodeoxycholovou kyselinou (380, 381), vitaminem E (382)                      a pentoxifylinem (383). Výsledky léčby fibráty nejsou přesvědčivé (324, 380). 

   Shrnuto: NAFLD je poměrně časté, nicméně dosud podceňované onemocnění naší populace, často spojené s inzulinovou rezistencí. Svou přítomností signalizuje zvýšené kardiovaskulární riziko jedince. Může rezultovat v závažné postižení jater. V současné době zůstává při léčbě NAFLD jediným racionálním přístupem komplexní intervence metabolického syndromu a všech kardiovaskulárních rizikových faktorů. Jak je zmíněno výše, jedním z nich je právě dyslipidémie. Proto je jedna z kapitol předkládané práce věnována NAFLD u studovaného vzorku populace s FKH.

1.2.3.6. Parametry související s fibrinolýzou a trombogenezí 

1.2.3.6.1. Von Willebrandův faktor (vWF)

   Von Willebrandův faktor (vWF) je glykoprotein, zahrnutý v procesu hemokoagulace. Syntetizován je v buňkách endotelu, v megakaryocytech, v α-granulích trombocytů                     a v subendoteliální pojivové tkáni. Z nich je uvolňován do krevní plazmy. Monomer vWF je protein tvořený řadou domén, z nichž každá má specifickou funkci – jedna váže faktor VIII, jiná se váže na heparin, kolagen či na povrch trombocytů, další reguluje tvar molekuly proteinu a usnadňuje vytváření dimerů. Monomery vWF podléhají N-glykozylaci, dimerizují a následně multimerizují. Délka multimerů může být extrémně dlouhá. Často se skládají z více než 80 podjednotek. Pouze velké multimery jsou v plazmě funkční. Na rozdíl od většiny dalších koagulačních faktorů se nejedná o enzym, avšak o významnou molekulu                 s vazebnou funkcí pro další proteiny (především pro neaktivní faktor VIII, pro kolagen exponovaný při poškození cévy, ale také pro komplex glykoproteinů na povrchu trombocytu), které se podílejí na agregaci a adhezi trombocytů v místě poranění. Protein vWF je odbouráván metaloproteázou za vzniku dvou menších fragmentů, jejichž schopnost vyvolávat agregaci a adhezi trombocytů je menší než u samotného vWF (384-386). 

  Plazmatické koncentrace vWF jsou částečně předurčeny genetickými dispozicemi (387). VWF patří mezi proteiny, které nesou antigeny AB0 krevního systému (388). Existují dokonce i práce popisující závislost sérové koncentrace vWF na krevní skupině s nejnižšími hodnotami u jedinců s krevní skupinou 0 a s nejvyššími hodnotami u nositelů skupiny AB (389). Na výsledné sérové koncentraci se nicméně podílí i věk, porucha endoteliální produkce oxidu dusnatého, zánět, produkce volných kyslíkových radikálů, přítomnost diabetu (387). 

   VWF je považován za marker endoteliálního poškození. Bylo prokázáno, že vyšší hladiny vWF jsou spojeny se zvýšeným rizikem kardiovaskulárních chorob (390) - ať už mozkového infarktu (391), ischemické choroby srdeční (392-398), ale i aterosklerotického postižení periferních tepen (390). Bývají též považovány za prognostické markery těchto onemocnění (399). Zvýšené hladiny vWF byly také popsány u asymptomatických jedinců s prokázanou aterosklerózou (400). Význam vWF jako rizikového faktoru ischemické choroby srdeční je větší zejména v nejrizikovější populaci, tedy u jedinců s předchozí kardiovaskulární příhodou, diabetem či pokročilým věkem (387). 

   Také v rodinách s FKH, a to dokonce u jedinců bez manifestní aterosklerózy, byly popsány zvýšené koncentrace endoteliálních hemostatických faktorů (vWF, PAI-1 a tPA) (401).

1.2.3.6.2. Trombomodulin (TM)

   Trombomodulin, někdy nazývaný též CD141 antigen, je transmembránový glykoprotein ukotvený v neaktivovaném endotelu. Syntetizován je endoteliálními buňkami. Sestává se             z 5 domén - jeho struktura zahrnuje N-terminální doménu, další doménu s 6 repeticemi EGF (epidermal growth factor), oblast bohatou na serin a threonin, transmembránovou doménu          a konečně krátkou část lokalizovanou již v cytoplazmě buňky. 

   Má významnou regulační úlohu – spolupodílí se na inhibici koagulace i fibrinolýzy. Představuje povrchový buněčný receptor a esenciální kofaktor pro aktivní trombin, kterému umožňuje proteolytickým štěpením aktivovat protein C, jež následně inaktivuje koagulační faktory Va a VIIIa. Tímto mechanismem TM participuje na inhibici koagulace. Kromě toho TM vytváří vazbou s trombinem komplex, v němž trombin ztrácí schopnost podílet se na aktivaci trombocytů a aktivovat fibrinogen štěpením na fibrin. Trombin v tomto komplexu je však schopen aktivovat inhibitor fibrinolýzy TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor), známý rovněž jako karboxypeptidáza B2 (402, 403). 
   Kromě transmembránové formy existuje i solubilní TM, který vzniká enzymatickým odštěpením molekuly z povrchu cévy, k němuž dochází při poškození cévní stěny, jako je tomu například při infekci, sepsi, či jakémkoliv zánětu. Na tomto odštěpení se mj. podílejí enzymy neutrofilních leukocytů. U zdravého jedince se hladina solubilního TM pohybuje mezi 3 a 50 ng/ml. Plazmatická koncentrace solubilního TM představuje u zdravých osob indikátor poškození endoteliálních buněk, a jak potvrzují výsledky studií, tak i prediktor kardiovaskulárního rizika (404).
   Mutace v genu pro trombomodulin mohou způsobit dědičnou trombofilii. Polymorfismy genu pro trombomodulin bývají spojeny s trombózou, mozkovým iktem, arteriosklerózou 

a některými formami rakoviny. Existují důkazy, že vysoké sérové hladiny trombomodulinu, které jsou důsledkem proteolytického odštěpení z povrchu endotelu, bývají asociovány s kouřením, aterosklerózou, jaterní cirhózou, diabetem, mozkovým a srdečním infarktem, ale také s roztroušenou sklerózou (405, 406).

   Recentní studie prokázaly existenci přímého účinku trombomodulinu na buněčnou proliferaci, adhezi a zánět: V aterosklerotických lézích nalezla japoská skupina TM antigen na monocytech, makrofázích a hladkých svalových buňkách cévní stěny (407). Taiwantšní vědci popsali kompenzatorní nárůst exprese TM v médii a neointimě cévní stěny ligované myší karotidy. Časná aplikace rekombinantního TM poškodila následnou remodelaci cévní stěny            a snížila závažnost tvorby neointimy (408). Bylo zjištěno, že některé protizánětlivé účinky trombomodulinu jsou závislé na proteinu C, jiné nikoliv. Zde jsou vyjmenovány některé z nich: Jak je již zmíněno výše, je trombomodulin kofaktorem aktivace proteinu C, jehož aktivovaná forma (APC) má kromě antikoagulačních i protizánětlivé vlastnosti. Weiler et al. popsali nadměrnou zánětlivou odpověď na endotoxémii u myší s nízkou hladinou APC (405). Na králičích modelech bylo zjištěno, že aplikace TM zabránila vzniku cévních restenóz, zároveň byla detekována i snížená zánětlivá odpověď. V modelu glomerulonefritidy u krys zabránila aplikace rekombinantního TM leukocytární infiltraci ledviny. Trombomodulin umožňuje coby kofaktor aktivaci TAFI (inhibitoru fibrinolýzy), jež potlačuje aktivaci komplementu (404). 

   Vztah mezi nízkou koncentrací TM a aterosklerózou dokumentují četné studie: Výsledky studie ARIC potvrdily silnou odstupňovanou inverzní asociaci mezi solubilním TM a budoucí koronární příhodou. Stejná, nicméně slabší asociace byla zjištěna pro jedince s asymptomatickými aterosklerotickými změnami karotid (409). Někteří vědci nalezli                    i významné korelace mezi stupněm závažnosti a rozsahu postižení koronárních tepen a výší sérového trombomodulinu (410). Byla dokonce popsána významná asociaci mezi ischemickou chorobou srdeční a mutací promotoru pro gen TM. Stejná, ale slabší asociace byla potvrzena i pro aterosklerotické postižení karotických tepen u mladších jedinců (411).           I v další studii byly zvýšené koncentrace solubilního TM  identifikovány jako prediktor vývoje závažné kardiovaskulární příhody jako například infarktu myokardu či mozkového iktu (412). 

   Byla popsána inverzní asociace mezi plazmatickými hladinami TM a rizikem rozvoje diabetu 2. typu (413).

   Někteří autoři nalezli asociaci mezi hladinami sTM a přítomností znaků metabolického syndromu také v rodinách s FKH (414).

   I naše pracovní skupina se již problematikou TM zabývala, a to u rodin postižených FKH. Žádné signifikatní rozdíly v koncentracích solubilního TM u asymptomatických nekuřáků s FKH ve srovnání se zdravými kontrolami nebyly nalezeny (401).

   Jiní autoři zkoumali hladinyTM u dětí s familiární hypercholesterolémií, ale ani tyto se v hodnotách sTM nelišily od kontrolní skupiny (416). 

1.2.3.6.3 Fibrinogen 

viz kapitola 1.2.2.3.2. 
1.2.3.6.4.  Tkáňový aktivátor plazminogenu a jeho inhibitor 1 (tPA, PAI-1)

   Fibrinolýza představuje fyziologický proces, který vede k proteolytické degradaci fibrinu v trombu. Fibrin je štěpen proteázou plazminem. Ten vzniká aktivací plazminogenu buď vnitřní cestou (prostřednictvím plazmatických proaktivátorů, faktoru XIIa a kallikreinu), nebo zevní cestou - vlivem tkáňových aktivátorů plazminogenu (tPA, tissue plasminogen activator). tPA je enzymem, serinovou proteázou, která katalyzuje konverzi plazminogenu na plazmin. Gen pro tPA je u člověka lokalizován na osmém chromozomu. Molekula tPA je produkována řadou tkání včetně endotelu. Tkáňové aktivátory plazminogenu jsou přítomny v cévních endoteliích a v buňkách téměř všech parenchymatózních orgánů, zvláště plic, ledvin, prostaty a placenty, odkud se uvolňují při poranění. Lidský rekombinantní tPA se využívá terapeuticky k trombolýze (416).

   Přítomnost specifického proteinového inhibitoru aktivátoru plazminogenu PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) indukuje tvorbu komplexů (tPA-PAI-1 komplexy), v nichž PAI-1 specificky inhibuje aktivitu tPA. Je schopen inaktivovat také urokinázu (uPA). Gen pro PAI-1 leží na sedmém chromozomu. PAI-1 je produkován zejména buňkami cévního endotelu, ale také jinými tkáněmi – např. tkání tukovou.  

   Jelikož je vysoké procento tPA inkorporováno v komplexech s PAI-1, hladiny PAI-1 antigenu, tPA antigenu a tPA-PAI-1 komplexů velmi silně korelují. Proto mohou zvýšené hladiny tPA-PAI-1 komplexů odrážet endoteliální stimulaci, ale indikují rovněž defektní fibrinolýzu. Jsou pozorovány zejména při zánětu, jindy bývají asociovány s metabolickými abnormalitami v rámci syndromu inzulinové rezistence. Laboratorně lze stanovit jak plazmatickou koncentraci tPA, PAI-1 i jejich komlexů, ale také aktivitu tPA a PAI-1. V komplexech s PAI-1 je již molekula tPA inaktivována. (Pozn.: V předkládané práci byla měřena plazmatická koncentrace a nikoliv aktivita obou molekul.) Patologické odchylky fibrinolýzy se uplatňují v rozvoji aterosklerózy a ve svém důsledku mohou přispívat k vzniku ischemické choroby srdeční včetně infarktu myokardu. U pacientů s trombembolickými příhodami bývá plazmatická koncentrace tPA často normální či zvýšená, nicméně aktivita tPA je u nich nízká. Byl prokázán vztah mezi zvýšenou koncentrací tPA a infarktem myokardu, cévní mozkovou příhodou a dalšími kardiovaskulárními příhodami, stejně tak           i s rekurentní koronární příhodou a se zvýšenou kardiovaskulární mortalitou. Proto je tPA považován za prediktor kardiovaskulárních příhod (416, 417). Mills et al. prokázali zvýšené plazmatické hladiny tPA u příbuzných pacientů s angiograficky potvrzenou předčasnou ICHS (418). Maser et al. potvrdili asociaci vysokých koncentrací komplexů tPA-PAI-1 také                      u diabetiků s ischemickou chorobou srdeční či s uzávěrovou chorobou tepen dolních končetin. U mužů nalezli pozitivní vztah plazmatické koncentrace komplexů tPA-PAI-1 s BMI                       a krevním tlakem. U žen bylo používání hormonálních kontraceptiv asociováno s nižší koncentrací komplexů. U obou pohlaví byl shledán významný vztah mezi vysokou koncentrací komplexů a koncentrací triglyceridů, LDL-cholesterolu a fibrinogenu (419). Snížená fibrinolytická kapacita způsobená zvýšenou plazmatickou koncentrací PAI-1 může přispívat k rozvoji infarktu myokardu. Zvýšená koncentrace PAI-1 predikuje další ataku infarktu myokardu (416). U pacientů po infarktu myokardu nalezli Hamsten et al. pozitivní korelaci mezi hladinou PAI-1 a sérovými triglyceridy (420). Hutyra popsal statisticky signifikantní korelaci mezi hodnotami IMT (která představuje ultrazvukový parametr časné aterosklerózy) a. carotis communis s koncentracemi tPA a PAI-1. Tento vztah poukazuje na možný proaterogenní význam tPA a PAI-1 u časné aterosklerózy (421). 

   Vysoké hladiny PAI-1 jsou asociovány také s poruchou glukózové tolerance, nadváhou           a hyperinzulinémií (422). Vyšší koncentrace komplexů tPA-PAI-1 byly prokázány u pacientů postižených diabetickými komplikacemi, zejména proliferativní retinopatií, mikroalbuminurií či neuropatií (419). Rovněž Jeng et al. dokumentovali poruchu fibrinolýzy u hypertenzních pacientů s inzulinovou rezistencí. Postižení jedinci vykazovali signifikantně vyšší aktivitu PAI-1 a signifikantně nižší aktivitu tPA než jejich normotenzní příbuzní. Zároveň měli vyšší koncentraci tPA než jedinci s hypertenzí bez inzulinové rezistence (423).

   Přítomnost obezity u člověka zvyšuje riziko trombotického cévního onemocnění. Plazmatické hladiny PAI-1 korelují s množstvím viscerálního tuku, nikoliv však s množstvím tuku podkožního, což potvrzují i zvířecí modely. U krys byla detekována mRNA pro PAI-1 v podkožní i viscerální tukové tkáni, zvýšené hodnoty se však vztahovaly pouze k viscerálnímu tuku během rozvoje obezity. Zvýšená exprese genu PAI-1 v tukové tkáni může tedy vést  ke zvýšení plazmatických hladin PAI-1 a může hrát roli v rozvoji cévního onemocnění při viscerální obezitě (424). Vztah PAI-1 k obezitě a inzulinové rezistenci potvrdili též pokusy Maa et al. Myši postrádající PAI-1 nepřibraly na hmotnosti a navíc nevyvinuli inzulinovou rezistenci ani při vysokotukové dietě. Naopak ve srovnání se skupinou divokých myší vykazovaly zvýšenou rychlost metabolismu a větší inzulinovou senzitivitu (425). 

   U pacientů s FKH byla popsána vyšší koncentrace vWF, PAI-1 a tPA než u zdravé populace. Ve studii holandských autorů vykazovali hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH  známky aktivace endotelu a krevní koagulace, ale také porušenou fibrinolýzu. Zároveň byla v těchto rodinách potvrzena asociace mezi zvýšenou aktivitou PAI-1 a znaky metabolického syndromu včetně hyperinzulinémie, hypertriglyceridémie a predominance malých denzních LDL částic (414). Také Karásek et al. nalezli zvýšené koncentrace endoteliálních hemostatických faktorů (vWF, PAI-1 a tPA) u asymptomatických jedinců z rodin s FKH. Koncentrace endoteliálních hemostatických faktorů byly zároveň pozitivně asociovány s inzulinovou rezistencí (401). 

   Molekula PAI-1 vykazuje ale i jiné, neméně zajímavé vlastnosti. Inhibuje aktivitu matrixových metaloproteináz, která hrají ústřední roli v invazi maligních buněk přes bazální membránu. 

1.2.3.7. Solubilní adhezivní molekuly sVCAM-1 a sICAM-1

   V časné fázi rozvoje aterosklerózy dochází k adhezi cirkulujících zánětlivých buněk k cévní stěně a k jejich transendoteliální migraci. Transmembránové glykoproteiny zvané selektiny (P, E a L) a jejich ligandy se v tomto procesu uplatňují zejména v leukocytárním rollingu           a v následném přilnutí leukocytů k cévní stěně. Buněčné adhezivní molekuly ICAM a VCAM jsou příbuzné imunoglobulinům. Zprostředkovávají pevnou adhezi zánětlivých molekul            k cévnímu povrchu. Jiné adhezivní molekuly (např. platelet endothelial cellular adhesion molecules, PECAM-1) se podílejí na extravazaci buněk z krevního kompartmentu do tkáně cév a do nejbližšího okolí (426-428). Ligandy pro ICAM-1 jsou přítomny na monocytech, lymfocytech a neutrofilech. VCAM-1 hraje ústřední roli v monocytární adherenci k endoteliálním buňkám (288, 429). 

   Normální cévní endotel exprimuje zanedbatelné množství VCAM-1 a ICAM-1. Expresi těchto molekul indukuje endoteliální dysfunkce (430-432) - na aktivovaném cévním endotelu, ale též na cirkulujících leukocytech se zvyšuje exprese adhezivních molekul jako odpověď na zánětlivé cytokiny – např. interleukin-1, TNF alfa, IF-gama, lipopolysacharid a oxidované LDL-částice (433-435). Adhezivní molekuly zůstávají v různé míře součástí aterosklerotické procesu v každém stupni jeho vývoje. Jejich zvýšená exprese byla popsána i ve finálním aterosklerotickém plátu (426) na endoteliálních buňkách, hladkých svalových buňkách           a makrofázích, také i v přilehlé cévní adventicii (432). V aterosklerotickém plátu je produkce a exprese molekuly VCAM-1 omezena výhradně na aktivované buňky cévního endotelu           a hladké svaloviny cévní stěny (436); podle Libby et al. však byla VCAM-1 v plátech nalezena také na makrofázích a neendoteliálních buňkách (437, 438). Díky unikátnímu výskytu přidává VCAM-1 ve své cirkulující solubilní formě prediktivní význam klasickým rizikovým faktorům včetně hs-CRP při určování kardiovaskulárního rizika. Naproti tomu molekulu ICAM-1 exprimují rovněž i fibroblasty a hematopoetické buňky. Proto ICAM-1 představuje obecnější marker zánětu. Má tedy prediktivní význam u zdravých jedinců v úvodu aterosklerózy (439). Zajímavé je, že i na této úrovni HDL-částice vykazují antiaterosklerotické vlastnosti, a sice inhibují expresi adhezivních molekul indukovanou cytokiny (440). 

   Cirkulující forma adhezivních molekul vzniká po aktivaci cytokiny zřejmě proteolytickým odštěpením z místa své membránové inzerce na povrchu endoteliálních buněk a leukocytů (441, 442). Bylo prokázáno, že množství solubilního ICAM-1 koreluje s povrchovou expresí ICAM-1 na endoteliálních buňkách (443) a také že množství cirkulujících VCAM-1 koreluje s množstvím exprimované mRNA pro VCAM-1 v lidské aterosklerotické aortě. 

Jak je již uvedeno výše, adhezivní molekuly mohou vnést přidatnou informaci k predikci kardiovaskulárního rizika (426), kterak to dokumentují i závěry četných studií – zde jen několikero příkladů: Bylo zjištěno, že zvýšené koncentrace sICAM-1 jsou spjaty se zvýšeným rizikem budoucí kardiovaskulární příhody (např. infarktu myokardu) zejména u zdravých jedinců. Pro molekulu sVCAM-1 nebyl obdobný vztah potvrzen (444-446). Cirkulující sVCAM-1 se však jako akcesorní prediktor může uplatnit u pacientů s vysokým rizikem nebo s prokázanou ICHS. Zvýšené hladiny solubilních adhezivních molekul mohou při angině pectoris zrcadlit jen mírnou zánětlivou aktivitu lépe než ostatní zánětlivé ukazatele (436). Ve studii PRIME byly zvýšené koncentrace ICAM-1 asociovány s anginou pectoris, ale také             s rizikem fatálního i nefatálního infarktu myokardu. Jedinci s vyšším CRP měli vyšší koronární riziko pouze při současně vysokých hladinách ICAM-1 (447). V jiné studii koncentrace sICAM-1 pozitivně korelovaly s výskytem aterosklerotických plátů v karotidách a ve femorálních tepnách, ale také s IMT v karotidách i femorálních tepnách. Hladiny sICAM-1 byly zároveň pozitivně asociovány s koncentrací prozánětlivých cytokinů – interleukinu 6, TNF alfa a CRP (448). Podle některých byly zvýšené hodnoty sICAMs-1 asociovány s progresí periferní aterosklerózy (449), podle jiných korelovaly s rozsahem aterosklerózy pouze koncentrace cirkulujícího VCAM-1 (258). Tanne et al. rovněž popsali pozitivní asociaci mezi rizikem ischemické cévní mozkové příhody a sérovými hladinami sICAM-1. Tato asociace byla nezávislá na tradičních rizikových faktorech (450). Vztah mezi adhezivními molekulami a aterosklerózou nemizí ani u chronicky dialyzovaných pacientů. Byla dokumentována signifikantní nezávislá korelace mezi IMT karotidy a koncentrací sICAM-1. Pro kratší přežívání pacientů s vyššími hladinami sICAM-1 byla sérová koncentrace ICAM-1 vyhodnocena jako silný prediktor úmrtí (451). Také zvířecí studie prokázaly asociaci zvýšené exprese adhezivních molekul s aterosklerózou (452). Byla pozorována snížená tvorba neointimy po blokádě VCAM-1 (453). U myší s deficitem VCAM-1 nedošlo k rozvoji aterosklerózy (429). Rovněž metabolický syndrom, inzulinová rezistence a diabetes mellitus jsou charakteristické přítomností endoteliální dysfunkce.             I v těchto případech bývá detekována vyšší koncentrace solubilních adhezivních molekul (454). 

   Jelikož jsou dyslipidémie známým rizikovým faktorem aterosklerózy, nabízí se otázka, zda  i jedinci s poruchou metabolismu lipidů vykazují abnormální koncentrace cirkulujících solubilních adhezivních molekul. Touto problematikou se zabývali např. Kowalski et al., kteří shledali u pacientů s hypercholesterolémií a kombinovanou hyperlipidémii signifikantně vyšší hladiny sICAM-1 než u kontrolních jedinců. Plazmatické koncentrace sICAM-1 u skupiny s kombinovanou hyperlipidémií byly signifikantně vyšší než v případě čisté hypercholesterolémie (455). Blann et al. zkoumali vztah mezi plazmatickou koncentrací solubilních adhezivních molekul, kouřením a hypercholesterolémií u pacientů                               s aterosklerotickým postižením periferních tepen. Nalezli pozitivní korelaci mezi koncentrací sVCAM-1 a kouřením cigaret. Dále pro progresi periferní aterosklerózy prokázali slabou predikční informaci vyplývající ze zvýšené koncentrace sICAM-1. Oba závěry nezávisely na koncentraci cholesterolu (449). Hackmanová et al. pozorovali zvýšené hladiny solubilních buněčných adhezivních molekul u závažných hyperlipidémií, nicméně agresivní hypolipidemická farmakoterapie u sledovnaných pacientů vedla pouze k mírnému poklesu sérových koncentrací solubilních adhezivních molekul (456). Mírný pokles koncentrace sVCAM-1 byl pozorován po léčbě omega-3 mastnými kyselinami či Aspirinem (457, 458). 

   Závěrem této statě je nezbytné zmínit, že vysoké hladiny solubilních forem adhezivních molekul mohou být v séru detekovány i při patologických stavech s vyjádřenou zánětlivou složkou, jakými jsou záněty obecně, vaskulitidy, plicní fibróza, malignity, stav po transplantaci srdce či jater (459-462). 

1.2.3.8. Obezita

   Jedním z rizikových faktorů aterosklerózy je nadváha a obezita (463-465). Svůj význam neztrácí ani u již jinak kardiovaskulárně rizikových jedinců s FKH. Bylo prokázáno, že vyšší hmotnost, obvod pasu, resp. BMI zvyšuje v těchto rodinách četnost dyslipidémie – ať už se jedná o nárůst plazmatické koncentrace CCH, TG, apoB, či o pokles HDLch. Obezita jakožto základní prvek inzulinové rezistence tak ovlivňuje expresi typického fenotypu v rodinách s FKH a zvyšuje riziko vzniku kardiovaskulárních chorob (466-470). 

   Prostý údaj týkající se hmotnosti v kilogramech v sobě nese poměrně skromnou  informaci. V současné době existuje několikero různých antropometrických parametrů. 

1.2.3.8.1 BMI

  Jedním z nejčastěji používaných je BMI (body mass index). Ten byl popsán již v 19. století belgickým matematikem, astronomem, statistikem a sociologem, Lambertem Adolphem Queteletem. Vzorec pro BMI je jednoduchý: BMI = m / l2 , kde „m“ představuje hmotnost jedince v kilogramech a „l“ jeho výšku v metrech. Podle hodnoty se vyčleňují intervaly pro posouzení hmotnosti: podváha při BMI menší než 18,5, normální hmotnosti pro BMI 18,5 až 24,9, nadváha pro BMI 25 až 29,9, obezita I. stupně pro BMI 30 až 34,9, obezita II. stupně pro BMI 35 až 39,9, a konečně obezita III. stupně pro BMI 40 a více. 

1.2.3.8.2 Obvod pasu

  Ani BMI však dostatečně neinformuje o tom, nakolik je rizikové rozložení tuku v organismu jedince. Zde dobře slouží nenáročné měření obvodu pasu, resp. poměr obvodu pasu a obvodu boků, jež umožní identifikovat rizikovějšího jedince s viscerální distribucí tuku. 

1.2.3.8.3  Hypertriglyceridemický pas  

   Jiným ukazatelem, který v sobě kombinuje laboratorní a antropometrický parametr a nese přitom významnou metabolickou informaci, je hypertriglyceridemický pas. Vychází z pozorování, že jedinci s TG 2 mmol/l a vyššími, kteří dosahovali určité hodnoty obvodu pasu, vykazovali přítomnost aterogenní metabolické triády (hyperinzulinémie, zvýšené hodnoty apoB, přítomnost malých hustých LDL částic) a současně měli vysoké kardiovaskulární riziko (471). 
1.2.3.9 Další vlivy - pohlaví, věk, kouření, krevní tlak

   Pouze k doplnění přehledu budou na tomto místě zmíněny i další obecně známé rizikové faktory aterosklerózy. Jsou podrobně popsány v mnoha učebnicích, nicméně nepředstavují předmět zkoumání této práce. Proto zde nebudou podrobněji rozvedeny. 

   K neovlivnitelným rizikovým faktorům je řazen věk, pohlaví, genetická dispozice a rodinná anamnéza. Za rizikový je považován věk 45 let a více pro muže a 55 let a více pro ženy. Do menopauzy představují estrogeny u žen protektivní faktor, neboť přispívají ke zvýšení koncentrace HDL-cholesterolu. Proto je mužské pohlaví řazeno mezi rizikové faktory aterosklerózy. Důležitý význam mají také genetické vlohy a pozitivní rodinná anamnéza předčasné manifestace aterosklerózy – tzn. výskyt infarktu mykardu či náhlé smrti u otce či mužského příbuzného 1. stupně před dosažením 55. roku života, v případě matky či příbuzné 1. stupně ženského pohlaví před dosažením 65. roku života. 

   Kromě již výše jmenovaných jsou k více či méně ovlivnitelným rizikovým faktorům aterosklerózy řazeny dyslipidémie, hypertenze, diabetes mellitus, metabolický syndrom, snížená fyzická aktivita, trombogenní rizikové faktory (fibrinogen, lipoprotein (a), zkoumány jsou také PAI-I a další), stres a psychosociální faktory, homocystein a další (32). 

2. Cíle dizertační práce

   Plazmatické koncentrace lipidů, resp. lipoproteinů v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií nedosahují tak extrémních hodnot, jako je tomu v případě familiární hypercholesterolémie. Přesto mají členové těchto rodin vyšší kardiovaskulární riziko            ve srovnání s populací a prakticky srovnatelné s familiární hypercholesterolémií. Ateroskleróza a její komplikace se u jedinců s familiární kombinovanou hyperlipidémií objevují a manifestují předčasně. Neustále jsou identifikovány další a další rizikové faktory aterosklerózy. Proto bylo cílem této práce zhodnotit v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií výskyt vybraných rizikových faktorů a markerů aterosklerózy, které by mohly přispívat k výskytu předčasné aterosklerózy, a posoudit případně i jejich další vzájemné souvislosti. Jednalo se tedy o vyhodnocení následujícího:

· plazmatické lipidy, lipoproteiny, apolipoproteiny - celkový cholesterol, triglyceridy, 
LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, nonHDL-cholesterol, apolipoprotein A-I,  apolipoprotein B, lipoprotein (a), aterogenní index plazmy

· obezita, body mass index, obvod pasu, metabolický syndrom, hypertriglyceridemický  

            pas

· parametry související s inzulinovou senzitivitou a rezistencí – glykémie, proinzulin, 

           C-peptid, inzulin, index inzulinové rezistence HOMA a index inzulinové senzitivity 

           QUICKI; vztah k vyjádřenému fenotypu familiární kombinované hyperlipidémie

·  alaninaminotransferáza, gama-glutamyltransferáza – potenciální neinvazivní markery                       

             nealkoholické jaterní steatózy

· parametry zánětu – vysoce senzitivní C-reaktivní protein, fibrinogen

· parametry související s hemostázou, resp. s fibrinolýzou a trombogenezí – fibrinogen,    

            tkáňový aktivátor plazminogenu a jeho inhibitor, von Willebrandův faktor, 
            trombomodulin

· adhezivní molekuly ICAM-1 a VCAM-1

· adiponektin

· vybrané genetické aspekty – polymorfismus genu pro apolipoprotein A-V, 
            polymorfismus genu pro apolipoprotein E
3.….Soubor – včetně vylučovacích kritérií, charakteristika 
souboru, respondence
   Ke stanovení diagnózy familiární kombinované hyperlipidémie byla primárně použita kritéria následující definice (definice A): Proband vykazuje hodnoty celkového cholesterolu           a současně i triglyceridů vyšší nebo rovny 90. percentilu pro příslušný věk a pohlaví v České republice /90. percentily pro Českou republiku vycházejí z výsledků studie postMONICA (41) (viz tabulka 2) / a v rodině je zároveň minimálně jeden prvostupňový příbuzný                 s hodnotami celkového cholesterolu a / nebo triglyceridů většími nebo rovnými 90. percentilu, nebo s hodnotami apolipoproteinu B většími nebo rovnými 1,25 g/l (23, 42). V současné době se některé obdobné práce opírají o novější definici FKH (definice B – 4, 40), podle které musí být v rodině s FKH minimálně u 2 jedinců prvního stupně příbuznosti zjištěny hodnoty triglyceridů větší nebo rovny 1,5 mmol/l a zároveň hodnoty apolipoproteinu B větší nebo rovny 1,20 g/l. Navíc alespoň jeden jedinec musí vykazovat manifestaci předčasné aterosklerózy před 60. rokem jeho života. Předkládaná práce se opírá o definici označenou jako definice A z toho důvodu, že i další studie našeho pracovního týmu vycházejí z této definice, a je tak umožněno porovnávat výsledky. Kromě toho i při použití definice označené jako definice B, nebyly výsledky této práce významně ovlivněny, neboť všechny rodiny, které splňují kritéria FKH podle novější definice B, splňují též kritéria FKH podle definice A. Naopak, pouze 2 rodiny identifikované použitou definicí A jako rodiny s FKH by podle definice B nebyly označeny jako rodiny s FKH – tento výsledek byl však do jisté míry zkreslen faktem, že klíčové lipidové parametry se od dosažení diskriminačních hodnot liší rozdílem desetinných čísel, a je velmi pravděpodobné, že s narůstajícím věkem bude kritických čísel dosaženo.

   Zde je nutno zmínit respondenci. V rámci této práce bylo původně osloveno celkem 385 jedinců. Jednalo se o probandy FKH a dále o jejich příbuzné, kteří byli vyzváni k vyšetření. Pozitivně reagovalo 262 jedinců (tj. 68,1%). Ze souboru byli následně vyloučeni 3 jedinci s nově diagnostikovaným diabetem, 1 pacient s nově diagnostikovanou hypotyreózou a 12 těch, kteří pozapomněli před odběry přiznat léčbu statinem. U 36 jedinců nebylo možno z etických důvodů léčbu statinem na 6 týdnů přerušit vzhledem k přítomnosti manifestní aterosklerózy. U 15 jedinců nebyla získaná data použita, neboť v době zpracování chyběly některé laboratorní výsledky. Další 2 jedinci (bratři) se sice dostavili k odběrům, nicméně nevyčkali lékařské prohlídky včetně měření antropometrických parametrů a odebrání anamnézy. 2 jedinci byli mladší 18 let byli z této studie rovněž vyloučeni. Statistické analýze tak byly nakonec podrobeny výsledky od 191 osob (tj. 72,9% z těch, u kterých byl proveden odběr krve, resp. 49,6% z původně oslovených).  

   Všichni jedinci byli vyšetřeni v lipidové poradně III. interní kliniky Fakultní nemocnice Olomouc. Z uvedených 191 subjektů bylo 83 mužů (43,5%) s průměrným věkem 39,7  let; a 108 žen (56,5%) s průměrným věkem 41,4  let. Studovaná populace zahrnovala 131 členů ze 41 rodin postižených FKH; kromě nich bylo vyšetřeno 60 kontrolních subjektů.

   Vylučovacími kritérii byla hypolipidemická léčba během posledních 6 týdnů, aby nedošlo k ovlivnění sledovaných parametrů. Proto nebyli zahrnuti někteří již léčení probandi, jejichž hypolipidemickou terapii nebylo možno přerušit vzhledem k přítomnosti klinické manifestace aterosklerózy. V těchto případech byla identifikace rodin odvozena od hodnot lipidů těchto osob před zahájením terapie. Zároveň byli ze studie vyloučeni jedinci s možným ovlivněním lipoproteinového spektra jinou příčinou (diabetes mellitus, hypotyreóza, jaterní a renální onemocnění apod.). Žádný z vyšetřovaných subjektů nebyl homozygot pro alelu apoE2 a žádný nevykazoval šlachové xantomy. 

   Vylučovacím kritériem pro definování NAFLD byla kromě jakéhokoliv jiného jaterního onemocnění konzumpce alkoholu větší než 1 až 2 alkoholové jednotky denně pro ženy a 2 až 3 alkoholové jednotky pro muže (jednou alkoholovou jednotkou je míněno 10g (resp. 12g) alkoholu denně, což reprezentují 1,5 až 2 dcl vína, 5 cl destilátu či 0,3 až 0,5 l piva (299, 472, 473). Práce probíhala v rámci grantových projektů IGA (IGA MZ NR/9068-3 a IGA MZ ČR NS/10284), jejichž design byl odsouhlasen Etickou komisí Fakultní nemocnice a Lékařské fakulty Palackého univerzity v Olomouci. Všichni účastníci podepsali informovaný souhlas.

   Studovaná populace byla rozdělena na následující skupiny: 

   Hyperlipidemická (HL) skupina  (n = 76; průměrný věk 44,1 ( 13,1 let, poměr zastoupení mužů a žen = 35/41 ), která zahrnovala probandy z rodin s FKH a jejich prvostupňové hyperlipidemické příbuzné (tj. ty příbuzné probandů FKH, kteří splňují výše uvedená kritéria pro hyperlipidemického jedince). HL skupina byla následně rozdělena na podskupinu hyperlipidemickou hypertriglyceridemickou (HL HTG) s TG ≥ 1,5 mmol/l (n = 64; průměrný věk 45,4 ( 13,3 let, poměr zastoupení mužů a žen = 29/35 ) a na podskupinu hyperlipidemickou normotriglyceridemickou (HL NTG) s TG ( 1,5 mmol/l (n = 12; průměrný věk 37,3 ( 9,2 let, poměr zastoupení mužů a žen = 6/6). Pro triglyceridy byla zvolena diskriminační hodnota 1,5 mmol/l, neboť již od této plazmatické koncentrace triglyceridů dochází v lipoproteinovém spektru ke kvalitativním změnám se zmnožením malých denzních LDL-částic. Plazmatická koncentrace TG ≥ 1,5 mmol/l je zároveň citlivým ukazatelem přítomnosti inzulinové rezistence. Navíc je použita v definici FKH.

   Normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH (NL) nevykazují výše zmíněná kritéria pro hyperlipidemického jedince. Mají tedy jak koncentraci celkového cholesterolu, resp. triglyceridů menší než 90. percentil pro danou populaci, věk a pohlaví, a  plazmatická koncentrace apolipoproteinu B je menší než 1,25 g/l (n = 55; průměrný věk 33,3 ( 11,5 let, poměr zastoupení mužů a žen = 23/32). 

   Skupina kontrol (KO) zahrnovala partnery jedinců postižených FKH, ale také zdravé jedince s negativní rodinnou anamnézou hyperlipidémie a předčasné aterosklerózy (n = 60; průměrný věk 43,2 ( 14,8 let, poměr zastoupení mužů a žen = 25/35). Výjimku tvoří kontrolní skupina v případě hodnocení výskytu genů, v nichž byla místo původní skupiny kontrol použita pro srovnání data získaná na početnějším vzorku české populace – podrobněji viz níže.
4. Metodika

4.1. Laboratorní měření a odvozené vypočítané parametry

   Ráno po 12-hodinovém lačnění byli všichni jedinci podrobeni odběru žilní krve z kubitální žíly. Koncentrace celkového cholesterolu (CCH) a triglyceridů (TG) byla stanovena enzymatickou metodou (kity CHOD-PAP, GPO-PAP firmy Roche). Vyšetření krevních vzorků probíhalo na plně automatizovaném analyzátoru Hitachi 917 firmy Roche. Koncentrace HDL-cholesterolu (HDLch) byla určena přímou metodou bez precipitace lipoproteinů obsahujících apolipoprotein B (apoB). Koncentrace apolipoproteinu A-I (apoA-I), apoB a lipoproteinu (a) (Lp/a/) byla stanovena imunoturbidimetrickou metodou s využitím specifických protilátek (kity Tina-Quant apoA a apoB – verze 2; kity Lipoprotein /a/ TQ). Koncentrace LDL cholesterolu byla pro jedince s triglyceridy menšími než 4,5 mmol/l  (n = 180) vypočítána podle Friedewaldovy rovnice: LDLch = CCH – (HDLch + TG/2,2) (81). Koncentrace veškerého potenciálně aterogenního cholesterolu, kterou shrnuje pojem nonHDL-cholesterol (nonHDLch), byla vypočítána jako rozdíl celkového cholesterolu a HDL-cholesterolu (nonHDLch = CCH – HDLch). Dále byl stanoven tzv. aterogenní index plazmy (AIP) podle rovnice AIP = log (TG / HDLch) (93). 

   Glykémie byla měřena enzymatickou metodou (kity Glucose GOD-PAP firmy Roche). Plazmatická koncentrace inzulinu (inz) a C-peptidu (Cp) byla stanovena s využitím specifických protilátek pomocí imunoradiometrické metody IRMA (kity Insulin and C-peptide firmy Immunotech). Koncentrace proinzulinu (proinz) byla určena metodou RIA (kity Proinsulin firmy DRG Instruments GmbH). Index inzulinové rezistence „homeostasis model assessment“ (HOMA) byl vypočítán podle vzorce: HOMA = G0 x I0 / 22.5, kde G0 a I0 představují plazmatickou koncentraci glukózy a inzulinu nalačno (278). Index inzulinové senzitivity „quantitative insulin sensitivity check index“ (QUICKI) byl vypočítán podle vzorce: QUICKI = 1 / log [G0 + I0], kde G0 a I0 představují plazmatickou koncentraci glukózy 

a inzulinu nalačno (284). 

   Koncentrace jaterních testů alaninaminotransferázy (ALT) a gamaglutamyltransferázy (GGT), stejně jako koncentrace kyseliny močové (KM) byly měřeny enzymatickou metodou (kity ALT, GGT a Uro-kit firmy Roche). 

   K detekci koncentrace hsCRP byla využita ultrasenzitivní imunoturbidimetrická metoda (kity Tina-Quant CRP firmy Roche).

   Hladiny tkáňového aktivátoru plazminogenu (tPA) a inhibitoru I aktivátoru plazminogenu (PAI-1) byly stanoveny s využitím specifických protilátek metodou ELISA (kity a analyzátor firmy Technoclon). 

   Imunoenzymatická metoda ELISA byla použita také k detekci plazmatické koncentrace solubilních adhezivních molekul sICAM-1 a sVCAM-1 (kity sICAM-1 a sVCAM-1 firmy Immunotech). 

   Koncentrace von Willebrandova faktoru (vWF) byla stanovena s využitím specifických protilátek imunoturbidimetrickou metodou (IL test, kity vWF:Ag firmy Instrumentation Laboratory). 

   Také v případě měření koncentrace fibrinogenu (Fg) bylo využito IL testu (kity fibrinogen-C firmy Instrumentation Laboratory) a měření probíhalo na ACL analyzátoru. 

   K měření koncentrace adiponektinu a trombomodulinu byla použita metoda ELISA (kity Adiponectin firmy Biovendor Laboratory Medicine Inc.). 

   Také koncentrace trombomodulinu byla stanovena metodou ELISA (kity Thrombomodulin firmy Diagnostica Stago).

   Koeficienty variace v rámci jednoho (intra-assay) a mezi jednotlivými testy (inter-assay) byly pro uvedené metody pod hranicí 10%.

   U všech účastníků studie byl kladen zřetel na zjištění dalších údajů – pohlaví, věk, požívání alkoholu, kouření, anamnéza hypertenze, předčasné klinické manifestace aterosklerózy 

u daného jedince či jeho příbuzných. Jednotlivcům byl změřen obvod pasu krejčovským metrem. Dále byl stanoven body mass index (BMI) podle vzorce: BMI = aktuální hmotnost

v kilogramech / výška v metrech umocněná na druhou. Hodnoty systolického a diastolického krevního tlaku (STK, DTK) byly změřeny celkem třikrát za dodržení klasických podmínek, 

a to s využitím rtuťového tonometru. Výsledná hodnota byla spočítána jako průměr 

z posledních dvou měření krevního tlaku. 

   Vzorky DNA byly izolovány z periferních leukocytů (kit Wizard firmy Promega). Polymorfismus T-1131C byl stanoven pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) a pomocí metody polymorfismu restrikčních fragmentů (RFLP) s využitím Msel restrikční endonukleázy. K určení polymorfismus genotypu apoE byla rovněž aplikována metoda PCR 

a RFLP, a to s restrikční endonukleázou HhaI. 

   K vyšetření bylo použito čerstvého séra pro stanovení lipidového spektra, apolipoproteinů, lipoproteinu (a), glykémie, urikémie a koncentrace fibrinogenu. Sérum zmražené na -80°C

a skladované ne více ne 1 rok bylo využito k vyšetření koncentrace adiponektinu, trombomodulinu, solubilních buněčných adhezivních molekul sVCAM-1 a sICAM-1, dále také ke změření koncentrace inzulinu, proinzulinu, C-peptidu, hsCRP, tkáňového aktivátoru plazminogenu a jeho inhibitoru a von Willebrandova faktoru. Vyšetření polymorfismu genů pro apolipoprotein A-V a apolipoprotein E bylo realizováno z krevních vzorků uchovávaných v lednici při teplotě 4 až 8°C.

4.2. Statistická analýza

   Ke statistickému vyhodnocení byly použity následující metody: 

   Srovnání jednotlivých skupin bylo realizováno metodou ANOVA po adjustaci na věk, pohlaví a BMI, a to s využitím softwaru SPSS pro Windows, verze 12.0 (Chicago, Illinois USA). Normalita byla testována u všech parametrů pomocí Shapiro-Wilksova testu;                      v případě nenormálního rozložení byla před statistickou analýzou použita logaritmická transformace (TG, Lp(a), inzulin, C-peptid, proinzulin, HOMA a QUICKI index, ALT, GGT, CRP, tPA, PAI-1, adiponektin, trombomodulin, sICAM-1). Jako statisticky signifikantní byly stanoveny výsledky s hodnotou statistické pravděpodobnosti p ( 0,05.

   Chí-kvadrát test byl použit v kapitole zabývající se metabolickým syndromem - a to                ke srovnání zastoupení jedinců s metabolickým syndromem, resp. s hypertriglyceridemickým pasem, v jednotlivých skupinách.

   Výsledky jsou zahrnuty v tabulkách a hodnoty jednotlivých parametrů jsou prezentovány 

ve formě „průměr ± SD“. V případě parametrů s negativním výsledkem testu normality jsou v závorce pod průměrem a směrodatnou odchylkou uvedeny také hodnoty mediánu; zároveň však u nich byla před samotnou statistickou analýzou použita logaritmická transformace. 

   Pro statistickému zhodnocení míry asociace vzájemně mezi jednotlivými parametry bylo použito korelační analýzy - a to s aplikací Pearsonova korelačního testu pro parametry s normální distribucí a Spearmanova korelačního testu pro parametry, u nichž normální distribuce prokázána nebyla.

   V případě studie týkající se polymorfismu apoA-V a apoE byly pro genotypy a alely pro apoA-V a apoE sestaveny kontingenční tabulky zahrnující data pro členy rodin s FKH, pro kontroly a pro osoby studie MONIKA. Tyto kontingenční tabulky byly následně srovnávány pomocí χ2 testu (chí-kvadrát). Rozdíly mezi studovanými parametry u jednotlivých genotypů a alel apoA-V či apoE byly vyhodnoceny metodou ANOVA po adjustaci na věk, pohlaví            a BMI. 

5. Výsledky

5.1. Familiární kombinované hyperlipidémie – základní charakteristiky, inzulinová 

       rezistence, vztah k výslednému lipidovému, resp. lipoproteinovému fenotypu,           

       vztah k metabolickému syndromu, hypertriglyceridemický pas
5.1.1. Familiární kombinované hyperlipidémie – základní charakteristiky (věk, BMI, 

        obvod pasu)

   V této práci bylo 131 jedinců z rodin s FKH rozděleno do dvou skupin – hyperlipidemické (HL) čítající 76 subjektů, z toho 35 mužů a 41 žen, a normolipidemické (NL) zahrnující 55 subjektů, z toho 23 mužů a 32 žen. Hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH byli dále rozděleni do hypertriglyceridemické podskupiny (HL HTG) sestávající se z 64 subjektů, z toho 29 mužů a 35 žen, a do normotrigyceridemické podskupiny (HL NTG) zahrnující 12 subjektů – zastoupení mužů a žen tu bylo rovnocenné (6 ku 6). Z 60 kontrolních jedinců bylo 25 mužů 

a 35 žen.

   Pozn.: V kapitole 3 jsou podrobně popsána kritéria začlenění příslušníků rodin s FKH podle výše koncentrace plazmatických lipidů, resp. lipoproteinů. 

   Průměrný věk v hyperlipidemické skupině dosahoval 44,1 ( 13,1 let (medián 45,5 let), v normolipidemické skupině 33,3 ( 11,5 let (medián 33,0 let) a u kontrolních jedinců činil 43,2 ( 14,8 let (medián 41,0 let). Hypertriglyceridemická podskupina hyperlipidemických jedinců v rodinách s FKH byla s průměrným věkem 45,4 ( 13,3 let (medián 47,5 let) signifikantně starší než normotriglyceridemická podskupina s průměrným věkem 37,3 ( 9,2 let (medián 36,0 let). Dále je evidentní, že jedinci v normolipidemické skupině byli signifikantně mladší než jejich hyperlipidemičtí příbuzní a kontrolní jedinci. 

Graf 1:          Procentuální zastoupení jednotlivých skupin 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly.

Graf 2:          Průměrný věk v jednotlivých skupinách
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; osa x – věk.

   HL jedinci s rodin s FKH vykazovali ve srovnání se svými NL příbuznými, ale též s kontrolními jedinci vyšší průměrný BMI. Na tomto rozdílu se významně podílí HL HTG podskupina. Průměrné hodnoty obvod pasu u mužů byly nejnižší u NL jedinců, od kontrolních jedinců se však v tomto ohledu významně nelišily. HL jedinci – opět se zásadním podílem HL HTG podskupiny – měli signifikatně největší průměrné hodnoty obvodu pasu     u mužů. U žen byla situace obdobná, nicméně rozdíly zde byly ještě výraznější. NL příslušnice rodin s FKH měly dokonce signifikantně nižší průměrné hodnoty obvodu pasu než kontrolní skupina. Pro dokreslení základních charakteristik studovaného souboru zachycuje základní antropometrické parametry následující tabulka. Průměrné hodnoty nejsou v tomto případě pro lepší představu adjustovány.

Tabulka 3 

Průměrné hodnoty BMI a obvodu pasu – výsledky bez adjustace

	parametr/skupina
	HL

(n = 76)

průměr ± SD
	HL HTG

(n = 64)

průměr ± SD
	HL NTG

(n = 12)

průměr ± SD
	NL

(n = 55)

průměr ± SD
	KO

(n = 60)

průměr ± SD

	BMI /kg/m2/
	***

###

26,7 ± 3,9
	 ***            

###

27,2 ± 3,9
	24,5 ± 3,2
	23,2 ± 3,5
	24,3 ± 2,7

	obvod pasu u mužů /cm/
	#

91,7 ± 8,2
	#

92,8 ± 7,9
	86,5 ± 7,8
	85,5 ± 9,0
	88,2 ± 9,3

	obvod pasu u žen /cm/
	**

###
85,1 ± 13,3
	***            §
###
87,2 ± 13,0
	73,2 ± 7,7
	*
72,9 ± 7,9
	77,9 ± 8,3


Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí jedinci z rodin familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s FKH                     s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy       ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; *p ( 0,05, **p           ( 0,01, ***p ( 0,001; #p ( 0,05, ##p ( 0,01, ###p ( 0,001;  § p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. Paragrafy (uvedené pro přehlednost výhradně ve sloupečku příslušejícímu skupině HL HTG) značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek pouze mezi HL HTG a HL NTG skupinou.

Graf 3:

Průměrný BMI v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií


[image: image9]
Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,001... hladina statistické signifikance. Osa y – body mass index (BMI) v kg/m2.

Graf 4, 5:

Průměrný obvod pasu v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,05, p ( 0,001... hladina statistické signifikance. Osa y - obvod pasu v centimetrech.

  Z uvedeného vyplývá, že pro statistické hodnocení bylo potřeba veškeré další výsledky adjustovat mj. k věku, pohlaví a BMI. Veškeré dále uváděné tabulky předkládají výsledky po této adjustaci.

5.1.2. Plazmatické koncentrace lipidů a lipoproteinů

   Po adjustaci k věku, pohlaví a BMI vykazovala HL HTG skupina příslušníků rodin s FKH ve srovnání s kontrolami, ale i se svými NL příbuznými signifikantně vyšší hodnoty lipidových parametrů, kterými je definována FKH (tj. CCH, TG a apoB). Navíc měla podskupina HL HTG více aterogenní hodnoty dalších lipoproteinů - signifikantě vyšší LDLch, nonHDLch a aterogenní index plazmy, ale také signifikatně nižší HDLch.

   Mezi HL NTG zástupci rodin s FKH byly ve srovnání se skupinou jejich NL příbuzných            a skupinou kontrol zjištěny signifikantně vyšší hladiny CH, LDLch, nonHDLch a apoB. Jak vyplývá z definice podskupiny HL NTG, byly zde nalezeny nízké hladiny triglyceridů. Současně však tito jedinci vykazovali signifikantně vyšší hladiny HDLch ve srovnání s jejich NL příbuznými, i ve srovnání s HL HTG skupinou. Není tedy překvapením, že hodnoty aterogenního indexu plazmy, který je dán logaritmovaným poměrem TG ku HDLch, byly signifikatně nižší u HL NTG než u jejich HL HTG příbuzných. Aterogenní poměr apoB/apoA-1 dosahoval u HL NTG obdobných hodnot jako u HL HTG skupiny, ve srovnání s NL jedinci a ve srovnání s kontrolami byl však významně zvýšen. Mezi jedinci z kontrolní skupiny a příslušníky rodin s FKH nebyl zjištěn signifikantní rozdíl v koncentracích apoA-1 ani Lp (a).

   Průměrné hodnoty a směrodatné odchylky sledovaných parametrů jsou uvedeny v následující tabulce. Pro parametry, jejichž hodnoty nevykazovaly normální rozložení a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány, jsou uvedeny také hodnoty mediánu.

Tabulka 4 

Plazmatické koncentrace lipidů, resp. lipoproteinů a odvozené parametry v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	parametr / skupina
	HL

(n = 76)

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64)

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	celkový cholesterol /mmol/l/
	*** 

###

6,82 ± 0,12
	***           

###

6,75 ± 0,14
	***

###

7,14 ± 0,30
	5,25 ± 0,15
	5,32 ± 0,14

	triglyceridy /mmol/l/
	***

###

2,85 ± 0,16

(2,48)
	***           §§§

###

3,23 ± 0,17

(2,76)
	1,09 ± 0,36

(1,05)
	1,36 ± 0,18

(1,19)
	1,21 ± 0,16

(1,17)

	HDL-cholesterol /mmol/l/
	1,47 ± 0,05
	**            §§§

#

1,39 ± 0,05
	#

1,84 ± 0,11
	1,56 ± 0,06
	1,61 ± 0,05

	LDL-cholesterol /mmol/l/
	***

###

4,26 ± 0,12
	***             §

###

4,13 ± 0,13
	***

###

4,77 ± 0,26
	3,02 ± 0,13
	3,14 ± 0,12

	nonHDL-cholesterol /mmol/l/
	***

###

5,35 ± 0,12
	***

###

5,36 ± 0,13
	***

###

5,29 ± 0,29
	3,69 ± 0,15
	3,71 ± 0,13

	apolipoprotein A-1 /g/l/
	1,59 ± 0,04
	1,56 ± 0,04
	1,72 ± 0,08
	1,63 ± 0,04
	1,59 ± 0,04

	apolipoprotein B /g/l/
	***

###

1,30 ± 0,03
	***

###

1,30 ± 0,03
	***

###

1,31 ± 0,06
	0,93 ± 0,03
	0,95 ± 0,03

	poměr apoB/apoA1
	***

###

0,85 ± 0,02
	***

###

0,86 ± 0,03
	**

###

0,79 ± 0,06
	0,59 ± 0,03
	0,62 ± 0,03

	lipoprotein (a) /g/l/
	0,39 ± 0,05 

(0,18)
	0,40 ± 0,05

(0,19)
	0,37 ± 0,12

(0,16)
	0,35 ± 0,06

(0,17)
	0,31 ± 0,05

(0,13)

	aterogenní index plazmy
	***

###

0,22 ± 0,03
	***           §§§

###

0,31 ± 0,03
	-0,23 ± 0,07
	-0,09 ± 0,03
	-0,16 ± 0,03


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; *p ( 0,05, **p ( 0,01, ***p ( 0,001; #p ( 0,05, ##p ( 0,01, ###p ( 0,001;  § p ( 0,05, §§ p ( 0,01, §§§ p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. Paragrafy (uvedené pro přehlednost výhradně ve sloupečku příslušejícímu skupině HL HTG) značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek pouze mezi HL HTG a HL NTG skupinou. Hodnoty triglyceridů a lipoproteinu (a) nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

5.1.3. Fenotyp familiární kombinované hyperlipidémie a inzulinová rezistence, resp. 

          inzulinová senzitivita 

   Ve srovnání se skupinou kontrol vykazovala HL skupina větší inzulinovou rezistenci - ve srovnání s kontrolami byly u HL jedinců z rodin s FKH zjištěny signifikantně vyšší plazmatické koncentrace inzulinu a glykémie nalačno, byl shledán vyšší index inzulinové rezistence HOMA a nižší index inzulinové senzitivity QUICKI. K signifikanci těchto rozdílů přispívali výslednými hodnotami uvedených parametrů jedinci z HL HTG podskupiny. Ti se od kontrolní skupiny signifikantně lišili i vyššími koncentracemi C-peptidu. V případě proinzulinu nebyla nalezena statisticky významná diference mezi kontrolami a jedinci z rodin s FKH, dokonce ani ve srovnání s HL HTG skupinou. S výjimkou nižších hodnot QUICKI nebyl nalezen statisticky významný rozdíl v uvedených parametrech mezi HL NTG skupinou a kontrolami. 

   Zajímavá je skutečnost, že některé parametry související s inzulinovou rezistencí, resp. inzulinovou senzitivitou (plazmatická koncentrace inzulinu a C-peptidu, hodnota HOMA indexu) byly (třebaže ne statisticky signifikantně) v podskupině HL NTG dokonce nižší než           u skupiny kontrol, ale také nižší než u skupiny NL členů FKH-rodin. Skupina NL zahrnovala totiž i řadu jedinců s TG ≥ 1,5 mmol/l, neboť 90. percentil TG naší populace, který byl diskriminačním ukazatelem při zařazování do rodin a podskupiny HL a NL, je relativně vysoký.

   Průměrné hodnoty a směrodatné odchylky sledovaných parametrů předkládá následující tabulka. Mediány jsou uvedeny v závorkách pro parametry, jejichž hodnoty nevykazovaly normální rozložení a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Tabulka  5
Parametry související s inzulinovou rezistencí, resp. s inzulinovou senzitivitou v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	parametr/skupina
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	glykémie /mmol/l/
	**

5,16 ± 0,11
(5,20)
	**

5,15 ± 0,12
(5,20)
	5,22 ± 0,26
(5,18)
	*

5,17 ± 0,13
(4,89)
	4,80 ± 0,12
(4,64)

	inzulin /mIU/l/
	*

8,37 ± 0,59
(8,25)
	**

8,89 ± 0,65
(8,60)
	6,00 ± 1,41
(4,50)
	6,99 ± 0,71
(6,20)
	6,54 ± 0,64
(5,75)

	proinzulin /pmol/l/
	14,5 ± 1,7
(11,7)
	16,4 ± 1,4
(12,80)
	12,7 ± 3,1
(9,50)
	12,8 ± 1,5
(9,8)
	11,9 ± 1,4
(9,70)

	C-peptid /pmol/l/
	742,7 ± 54,5
(767,1)
	**                §

863,3 ± 50,2
(790,7)
	621,6 ± 108,6
(515,0)
	722,6 ± 54,5
(593,3)
	697,8 ± 49,5
(597,0)

	HOMA /mIU*mmol/l2/
	**

1,98 ± 0,16
(1,74)
	***

2,08 ± 0,17
(1,93)
	1,54 ± 0,37
(0,85)
	1,66 ± 0,19
(1,25)
	1,46 ± 0,17
(1,19)

	QUICKI /mmol/l/
	***

0,36 ± 0,01
(0,35)
	***

0,36 ± 0,03
(0,35)
	*

0,37 ± 0,03
(0,39)
	***

0,37 ± 0,01
(0,37)
	0,43 ± 0,01
(0,40)


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; HOMA - homeostasis model assessment; QUICKI – quantitative insulin sensitivity check index; *p ( 0,05, **p ( 0,01, ***p ( 0,001; § p ( 0,05, §§ p ( 0,01, §§§ p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Paragrafy (uvedené pro přehlednost výhradně ve sloupečku příslušejícímu skupině HL HTG) značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek pouze mezi HL HTG a HL NTG skupinou. Hodnoty glykémie, inzulinu, proinzulinu, C-peptidu, HOMA a QUICKI nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Graf 6:      Glykémie nalačno v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,05, p ( 0,01 … hladina statistické signifikance. Osa y - glykémie v jednotkách mmol/l.

Graf 7:    Koncentrace inzulinu nalačno v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií 


[image: image12]
Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,01… hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace inzulinu v jednotkách mIU/l.

Graf 8: Koncentrace proinzulinu nalačno v rodinách s familiární kombinovanou 
hyperlipidémií 


[image: image13]
Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace proinzulinu v jednotkách pmol/l.

Graf 9:  Koncentrace C-peptidu nalačno v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií 


[image: image14]
Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,05, p ( 0,01… hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace C-peptidu v jednotkách pmol/l.

Graf 10:     Index HOMA v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií 


[image: image15]
Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - HOMA v jednotkách mIU*mmol/l2.

Graf 11:      Index QUICKI v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií 


[image: image16]
Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,01, p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - QUICKI v jednotkách mmol/l.

   K dokreslení základních charakteristik zkoumaného vzorku zachycuje další tabulka srovnání dalších parametrů souvisejících s metabolickým syndromem, o kterém bude řeč v následující kapitole.

   HL jedinci, a zvláště pak HL HTG jedinci vykazovali signifikantně vyšší koncentraci kyseliny močové než jejich NL příbuzní a skupina kontrol. HL - opět zvláště HL HTG – skupina, ale také NL skupina měla vyšší hodnoty krevního tlaku než skupina kontrol. Tento rozdíl však byl statisticky signifikantní pouze v případě diastolického, nikoliv však systolického tlaku.

Tabulka 6
Parametry související s metabolickým syndromem v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	parametr/skupina
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

	kyselina močová /umol/l/
	***

#

328,2 ± 7,7
	***

##

331,9 ± 8,6
	311,5 ± 18,4
	296,9 ± 9,2
	284,5 ± 8,4

	STK /mm Hg/
	126,0 ± 2,0
	128,4 ± 1,7
	123,5 ± 3,6
	125,7 ± 1,8
	124,3 ± 1,6

	DTK /mm Hg/
	***

78,7 ± 1,2
	***

80,1 ± 1,0
	77,3 ± 2,2
	***

79,2 ±1,1
	73,3 ± 1,0


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; STK – systolický krevní tlak; DTK – diastolický krevní tlak; *p ( 0,05, **p ( 0,01, ***p ( 0,001; #p ( 0,05, ##p ( 0,01, ###p ( 0,001;  § p ( 0,05, §§ p ( 0,01, §§§ p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. 

5.1.4. Metabolický syndrom v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

   U každého vyšetřovaného jedince byl posouzen výskyt metabolického syndromu (MS) podle diagnostických kritérií ATP III modifikovaných podle AHA (474) .
Metabolický syndrom podle ATP III NCEP, up-datovaný podle AHA 

– musí být splněna alespoň 3 diagnostická kritéria:

	1.
	krevní tlak ≥ 130/ ≥ 85, nebo hypertenze léčená

	2.
	glykémie odebíraná nalačno ≥ 5,6 mmol/l

	3.
	koncentrace plazmatických triglyceridů ≥ 1,7 mmol/l

	4.
	koncentrace plazmatického HDL-cholesterolu < 1,30 mmol/l pro ženy,

koncentrace plazmatického HDL-cholesterolu < 1,03 mmol/l pro muže

	5.
	obvod pasu ≥ 102 cm pro muže, 

obvod pasu ≥ 88 cm pro ženy


   MS byl ve studovaném vzorku populace nalezen u 35 ze 191 jedinců (tj. u 18,3%). Jedinci z rodin s FKH vykazovali signifikantně častější výskyt MS než kontrolní skupina. Největší zastoupení jedinců s MS bylo shledáno u HL skupiny s FKH. Ve srovnání se skupinou 

kontrol, ale i ve srovnání s NL skupinou byl tento rozdíl statisticky významný. Ze subanalýzy vyplynulo, že 43,8% HL HTG jedinců splňovalo diagnostická kritéria pro MS, nicméně 

u žádného z jejich HL NTG příbuzných nebyl MS prokázán. Mezi NL skupinou s FKH 

a skupinou kontrolních jedinců nebyl nalezen signifikantní rozdíl ve výskytu MS.

Tabulka 7
Přítomnost metabolického syndromu v rodinách s familiární kombinovanou  hyperlipidémií

	
	HL

(n = 76)
	HL HTG

(n = 64)
	HL NTG

(n = 12)
	NL

(n = 55)
	FKH 

(HL+NL)

(n = 131)
	KO

(n = 60)

	MS+
	***

###
28

36,8%
	***    §§§
###
28

43,8%
	0

0,0%
	3

5,5%
	**

31

23,7%
	4

6,7%


Vysvětlivky: MS+ … počet, resp. procentuální zastoupení jedinců s metabolickým syndromem; HL – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; FKH (HL+NL) – jedinci z rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; **p ( 0,01, ***p ( 0,001; ###p ( 0,001; §§§ p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. Paragrafy (uvedené pro přehlednost výhradně ve sloupečku příslušejícímu skupině HL HTG) značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek pouze mezi HL HTG a HL NTG skupinou.

  Podle definice MS mohli tedy jedinci vykazovat přítomnost 0 až 5 diagnostických znaků metabolického syndromu. Žádný diagnostický znak se nevyskytoval u 59 jedinců (45%) z celého souboru – tento trend byl zjevný zejména mezi NL jedinci s FKH (26 jedinců, tj. 47,3%) a jejich HL NTG příbuznými (7 jedinců, tj. 58,3%). Naopak všech 5 diagnostických znaků MS bylo nalezeno sumárně ve 3 případech – jednalo se pouze o HL HTG členy rodin s FKH. Rodiny s FKH signifikantně převyšovaly kontrolní skupinu v průměrném počtu diagnostických znaků MS. Na tomto rozdílu se významně podílela HL, nikoliv však NL skupina. Nejvíce diagnostických znaků MS vykazovala HL HTG podskupina.

Tabulka 8
Průměrný počet diagnostických znaků metabolického syndromu

	 
	znaky
	95% CI

	HL
	***
###
2,13
	1,83
	2,43

	NL
	0,76
	0,53
	0,99

	FKH (HL+NL)
	**

1,56
	1,33
	1,79

	HL HTG
	***          §§§
###
2,45
	2,15
	2,75

	HL NTG
	0,42
	0,14
	0,70

	KO
	0,82
	0,60
	1,04


Vysvětlivky: znaky … průměrný počet diagnostických znaků metabolického syndromu pro danou skupinu; CI – 95% interval spolehlivosti; HL – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; FKH (HL+NL) – jedinci z rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH)                      s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy  ( 1,5 mmol/l; **p ( 0,01, ***p ( 0,001; ###p ( 0,001; §§§ p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. Paragrafy (uvedené pro přehlednost výhradně ve sloupečku příslušejícímu skupině HL HTG) značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek pouze mezi hyperlipidemickou skupinou z rodin s FKH s TG ≥ 1,5 mmol/l a jejich hyperlipidemickými příbuznými s TG ( 1,5 mmol/l.

Graf 12:    Výskyt metabolického syndromu v rodinách s familiární kombinovanou 
      hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - procentuální zastoupení metabolického syndromu.

Graf 13:      Počet znaků metabolického syndromu v rodinách s familiární kombinovanou 

                    hyperlipidémií 

[image: image18.emf]0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

HL HTG HL NTG NL KO

p < 0,001

p < 0,001

p < 0,001

znaky

MS 


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - průměrný počet znaků metabolického syndromu podle definice ATPIII up-datované dle AHA.
5.1.5. Hypertriglyceridemický pas v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

   U všech vyšetřovaných jedinců byl vyhodnocen tzv. hypertriglyceridemický pas. Definice hypertriglyceridemického pasu použitá v této práci se opírá o Lemieuxovu práci (471) - jako pozitivní je hodnocen muž s obvodem pasu 90 cm a více, či žena s obvodem pasu 80 cm                a více; zároveň však musí vykazovat hodnoty plazmatických triglyceridů 2 mmol/l a více. 

   V předkládané práci byl nalezen signifikantní rozdíl ve výskytu jedinců s hypertriglyceridemickým pasem mezi jedinci z rodin s FKH a skupinou kontrol. Tento rozdíl byl ještě významnější při srovnání samotných HL jedinců s kontrolami. U NL jedinců byl výskyt pozitivity hypertriglyceridemického pasu signifikantně nižší než u jejich HL příbuzných. Vzhledem k malému zastoupení jedinců s hypertriglyceridemickým pasem se NL skupina v tomto směru nelišila od skupiny kontrol. 

   S ohledem na samotná kritéria definice hyperlipidemického pasu nemělo smysl srovnávat jeho výskyt mezi HL HTG a HL NTG podskupinou.

Tabulka 9
Přítomnost hypertriglyceridemického pasu v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	
	HL

(n = 76)
	NL

(n = 55)
	FKH (HL+NL)

(n = 131)
	KO

(n = 60)
	celkem

(n= 191)

	HTG pas +
	***
###
35

46,1 %
	1

1,8 %
	**
36

27,5%
	5

8,3 %
	41

21,5%


Vysvětlivky: HTG pas + … počet, resp. procentuální zastoupení jedinců                                           s hypertriglyceridemickým pasem; HL – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; FKH (HL+NL) – jedinci z rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; celkem – všichni vyšetření jedinci; **p ( 0,01, ***p ( 0,001; ###p ( 0,001… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. 

Graf 14:      Výskyt hypertriglyceridemického pasu v rodinách s familiární kombinovanou 

                    hyperlipidémií 


[image: image19]
Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly;                  p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - procentuální zastoupení hypertriglyceridemického pasu.
5.1.6.  Plazmatické lipidy a lipoproteiny v rodinách s familiární kombinovanou 

           hyperlipidémií – vztah k metabolickému syndromu

   Následující podrobná tabulka zachycuje vztah mezi přítomností MS a vybranými sledovanými parametry. 

   V rodinách s FKH bylo nalezeno celkem 31 jedinců s MS, z toho pouze 3 jedinci patřili do NL skupiny. Proto jsou tito uváděni v tabulce společně pod označením FKH s MS. Mezi HL příslušníky rodin s FKH se vyskytovalo 48 těch, kteří nesplňovali kritéria pro přítomnost MS (jsou označeni jako HL bez MS). Obdobně 52 NL příslušníků rodin s FKH nevykazovalo přítomnost MS (najdeme je pod zkratkou NL bez MS). MS byl detekován pouze                          u 4 kontrolních subjektů – z důvodu tohoto nízkého výskytu MS v kontrolním vzorku populace není tato skupina v tabulce rozdělena na podskupinu s MS a bez MS.

   Hodnoty TG byly ve srovnání s kontrolní skupinou signifikantně vyšší v rodinách s FKH     u těch subjektů, kteří měli současně MS. Také v případě HL jedinců bez MS koncentrace významně převyšovaly hodnoty TG u kontrolní skupiny, což ovšem neplatilo pro skupinu NL bez MS. Hodnoty TG ve skupině HL jedinců bez MS byly signifikantně nižší než u jejich příbuzných s FKH s MS, přitom však signifikantně převyšovaly hodnoty TG u NL příbuzných bez MS.  Obdobné výsledky jako pro koncentraci TG byly obdrženy i pro aterogenní index plazmy.

   Plazmatické koncentrace HDLch byly ve srovnání se všemi ostatními skupinami signifikantně nejnižší u jedinců z rodin s FKH, kteří měli MS. Členové rodin s FKH, kteří nevykazovali přítomnost MS, se v koncentracích HDLch nelišili mezi sebou, ani ve srovnání s kontrolní skupinou.

   Plazmatické koncentrace CCH, LDLch a nonHDLch ve skupině FKH s MS a také                      ve skupině HL bez MS byly signifikantně vyšší než hodnoty těchto parametrů u kontrolních jedinců. Skupina NL bez MS měla hodnoty CCH, LDLch i nonHDLch srovnatelné s kontrolním vzorkem populace. Ne jinak tomu bylo i s apolipoproteinem B, částicí, jejíž plazmatická koncentrace odráží počet všech potenciálně proaterogenních částic - koncentrace apoB u FKH s MS a HL bez MS významně převyšovaly koncentrace apoB v NL skupině bez MS a také ve skupině kontrol.

   Plazmatická koncentrace Lp(a) byla signifikantně vyšší u HL příslušníků rodin s FKH bez MS než u kontrolních jedinců. Pozoruhodné je, že skupina FKH s MS vykazovala významně nižší koncentraci Lp(a) než skupina HL jedinců bez MS. Nebyl shledán signifikantní rozdíl v koncentraci Lp(a) mezi kontrolními jedinci a skupinou NL bez MS, ani mezi kontrolními jedinci a skupinou FKH s MS. 

Tabulka 10
Vliv metabolického syndromu na plazmatické koncentrace lipidů a lipoproteinů v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií
	
	FKH s MS

n = 31 

průměr ± SD

(medián)
	HL bez MS

n = 48 

průměr ± SD

(medián)
	NL bez MS

n = 52 

průměr ± SD

(medián)
	KO

n = 60 

průměr ± SD

(medián)

	celkový cholesterol /mmol/l/
	***

§§§

6,73 ( 0,22
	***
§§§

6,83 ( 0,15
	###

5,22 ( 0,16
	5,31 ( 0,14

	triglyceridy /mmol/l/
	***
##

§§§

3,53 ( 0,28

(3,04)
	***

§§§

2,50 ( 0,19

(1,94)
	###

1,33 ( 0,20

(1,19)
	1,20 ( 0,17

(1,17)

	aterogenní index plazmy


	***
###

§§§

0,38 ( 0,05
	***
§§§

0,15 ( 0,04
	###

-0,10 ( 0,04
	-0,16 ( 0,03

	nonHDL-cholesterol /mmol/l/


	***
§§§

5,45 ( 0,21
	***
§§§

5,28 ( 0,14
	###

3,64 ( 0,15
	3,70 ( 0,13

	HDL-cholesterol /mmol/l/
	***
##

§§

1,28 ( 0,08
	1,54 ( 0,06
	1,59 ( 0,06
	1,61 ( 0,05

	LDL-cholesterol /mmol/l/
	***
§§§

4,14 ( 0,22
	***
§§§

4,30 ( 0,14
	###

2,98 ( 0,10
	3,14 ( 0,12

	apolipoprotein A1 /g/l/
	1,52 ( 0,06
	1,62 ( 0,04
	1,64 ( 0,04
	1,59 ( 0,04

	apolipoprotein B /g/l/
	***
§§§

1,28 ( 0,05
	***
§§§

1,31 ( 0,03
	###

0,92 ( 0,03
	0,95 ( 0,03

	lipoprotein (a) /g/l/
	###

0,20 ( 0,08

(0,06)
	*

0,49 ( 0,06

(0,37)
	0,36 ( 0,06

(0,17)
	0,31 ( 0,05

(0,13)


Vysvětlivky: FKH s MS - jedinci z rodin s FKH s metabolickým syndromem; HL bez MS – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH bez metabolického syndromu; NL bez MS – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH bez metabolického syndromu; KO – kontrolní skupina; *p ( 0,05, **p ( 0,01, ***p ( 0,001; #p ( 0,05, ##p ( 0,01, ###p ( 0,001;  § p ( 0,05, §§ p ( 0,01, §§§ p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hyperlipidemickou skupinou bez MS. Paragrafy značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou bez MS. Pro zjednodušení je signifikantní rozdíl proti kontrolní skupině uveden pouze                        u srovnávané skupiny a vyznačení signifikantního rozdílu se již neopakuje ve sloupečku kontrol. Hodnoty triglyceridů a lipoproteinu (a) nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

5.1.7.  Inzulinová rezistence, resp. inzulinová senzitivita a metabolický syndrom 

           v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

   Další tabulka se snaží najít odpověď na otázku, jaké byly koncentrace markerů inzulinové rezistence, resp. inzulinové senzitivity v rodinách s FKH v přítomnosti metabolického syndromu. 

   Při odběrech krevních vzorků byl kladen důraz na lačnění v posledních 12 hodinách. V rodinách s FKH byly nalezeny signifikantně vyšší hodnoty glykémie než v kontrolní skupině. FKH jedinci s MS vykazovali sice numericky vyšší hodnoty glykémie než jejich příbuzní bez MS, tento rozdíl však nebyl statisticky významný. Plazmatické koncentrace inzulinu byly nejvyšší ve skupině FKH s MS a signifikantně převyšovaly koncentrace inzulinu ve všech ostatních skupinách. 

   Obdobné závěry vyplynuly i pro plazmatické koncentrace proinzulinu, který je prekurzorem inzulinu, a také pro plazmatické koncentrace C-peptidu, jež se odštěpuje z prekurzoru při vzniku inzulinu. 

   Index inzulinové rezistence HOMA i index inzulinové senzitivity QUICKI vycházejí             z koncentrace inzulinu a glykémie nalačno. Ve skupině FKH s MS byly zjištěny signifikantně vyšší hodnoty HOMA indexu, než tomu bylo v ostatních skupinách. V rodinách s FKH byl nalezen signifikantně nižší QUICKI než ve skupině kontrol, a to bez ohledu na přítomnost MS. Jednotlivé skupiny zahrnující příslušníky rodin s FKH – ať už jedince HL či NL, jedince s MS či bez MS – se mezi sebou vzájemně nelišily. 

Tabulka 11
Vliv metabolického syndromu na plazmatické koncentrace markerů inzulinové senzitivity      a inzulinové rezistence v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií
	
	FKH s MS

n = 31 

průměr ± SD

(medián)
	HL bez MS

n = 48 

průměr ± SD

(medián)
	NL bez MS

n = 52 

průměr ± SD

(medián)
	KO

n = 60 

průměr ± SD

(medián)

	glykémie /mmol/l/
	**

5,46 ( 0,19

(5,6)
	*

5,02 ( 0,13

(5,07)
	*

5,15 ( 0,14

(4,89)
	4,79 ( 0,12

(4,64)

	inzulin /mIU/l/
	***                §§

#

10,50 ( 1,04

(10,4)
	7,68 ( 0,70

(7,6)
	6,53 ( 72

(6,00)
	6,51 ( 0,64

(5,75)

	HOMA /mIU*mmol/l/
	***               

§

#

2,56 ( 0,27

(2,91)
	*
1,76 ( 0,18

(1,59)
	1,55 ( 0,19

(1,22)
	1,45 ( 0,17

(1,19)

	C-peptid /pmol/l/
	***               §§

#

986,7 ( 80,2

(1100,0)
	751,7 ( 53,8

(683,3)
	701,1 ( 55,9

(590,0)
	695,1 ( 49,2

(597,0)

	proinzulin /pmol/l/
	**                

§§

#

20,45 ( 2,47

(19,4)
	13,97 ( 1,46

(11,1)
	12,38 ( 1,58

(9,60)
	11,83 ( 1,36

(9,7)

	QUICKI /mmol/l/
	***
0,35 ( 0,02

(0,30)
	***
0,37 ( 0,01

(0,35)
	***
0,37 ( 0,06

(0,37)
	0,43 ± 0,01
(0,40)


Vysvětlivky: FKH s MS - jedinci z rodin s FKH s metabolickým syndromem; HL bez MS – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH bez metabolického syndromu; NL bez MS – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH bez metabolického syndromu; KO – kontrolní skupina; HOMA - homeostasis model assessment; QUICKI – quantitative insulin sensitivity check index; *p ( 0,05, **p ( 0,01, ***p ( 0,001; #p ( 0,05;  § p ( 0,05, §§ p ( 0,01… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hyperlipidemickou skupinou bez MS. Paragrafy značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou bez MS. Pro zjednodušení je signifikantní rozdíl proti kontrolní skupině uveden pouze u srovnávané skupiny a vyznačení signifikantního rozdílu se již neopakuje v sloupečku kontrol. Hodnoty glykémie, inzulinu, proinzulinu, C-peptidu, HOMA a QUICKI nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

5.2. Vztah familiární kombinované hyperlipidémie k nealkoholické jaterní steatóze

   Ve studovaném souboru byl ve srovnání s ostatními skupinami zachycen zjevný trend dosahování vyšších hodnot ALT i GGT u HL jedinců z rodin s FKH, a zvláště pak u jejich HL HTG podskupiny. Mezi příslušníky rodin s FKH a skupinou kontrol, ani mezi jednotlivými podskupinami členů rodin s FKH nebyly nicméně rozdíly v hodnotách těchto jaterních enzymů vyhodnoceny jako statisticky signifikantní.

Tabulka 12
Hodnoty vybraných jaterních enzymů v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	parametr/skupina
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	ALT /ukat/l/
	0,45 ± 0,04

(0,41)
	0,48 ± 0,04

(0,43)
	0,41 ± 0,08

(0,35)
	0,45 ± 0,04

(0,34)
	0,44 ± 0,03

(0,35)

	GGT /ukat/l/
	0,61 ± 0,09

(0,46)
	0,64 ± 0,08

(0,44)
	0,57 ± 0,16

(0,32)
	0,52 ± 0,08

(0,32)
	0,48 ± 0,08

(0,32)


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; ALT – alaninaminotransferáza; GGT – gamaglutamyltransferáza; Hodnoty ALT a GGT nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Byly nalezeny asociace ALT s následujícími parametry: 

· s věkem (r = 0,289; p = ( 0,01); BMI (r = 0,420; p = ( 0,01);
· s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, resp. inzulinovou senzitivitou: 
            glykémie (r = 0,296; p ( 0,01); C-peptid (r = 0,220; p ( 0,01); proinzulin (r = 0,166; p  

            ( 0,05),
   Byly nalezeny asociace GGT s následujícími parametry:

· s věkem (r = 0,216; p ( 0,01); BMI (r = 0,287; p ( 0,01);
· s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, resp. inzulinovou senzitivitou:
    glykémie (r = 0,218; p ( 0,01); C-peptid (r = 0,152; p ( 0,01); pronzulin (r = 0,303; p 

             ( 0,01). 

Graf 15:     Plazmatická koncentrace alaninaminotransferázy v rodinách s familiární 

       kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace ALT v jednotkách ukat/l.

Graf 16:     Plazmatická koncentrace gamaglutamyltransferázy v rodinách s familiární 

 
       kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace GGT v jednotkách ukat/l.

5.3. Vztah familiární kombinované hyperlipidémie a adiponektinu
   Ve studovaném souboru nebyly nalezeny signifikantní rozdíly v plazmatické koncentraci adiponektinu mezi jednotlivými skupinami. Při posuzování původních, neadjustovaných výsledků nevedlo ani podrobné rozdělení jednotlivců podle výše BMI (s diskriminační hodnotou BMI 25, resp. 27, resp. 30) k objevení významného rozdílu v hladinách adiponektinu mezi skupinami – čísla prakticky kopírovala uvedenou tabulku, a proto zde nejsou uvedena.  

Tabulka 13
Plazmatická koncentrace adiponektinu v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	parametr/skupina
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	adiponektin /mg/l/
	13,8 ± 1,8
(13,7)
	13,8 ± 1,7

(12,2)
	13,7 ± 1,5

(13,2)
	14,0 ± 1,8

(12,3)
	14,0 ± 1,6

(12,1)


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontrolní skupina. Hodnoty adiponektinu nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Ve studovaném souboru byly zjištěny asociace adiponektinu:

· s lipidy a lipoproteiny: TG (r = -0,203; p < 0,05); HDL-cholesterolem (r = 0,291;             

            p < 0,01); apoA1 (r = 0,225; p < 0,05); AIP (r = -0,259; p < 0,01);

· s parametry souvisejícími s metabolickým syndromem: kyselina močová (r = -0,272; 

            p < 0,01), obvod pasu (r = -0,245; p < 0,01);

· s markery zánětu: hsCRP (r = -0,183; p < 0,05);

· s jaterními enzymy: GGT (r = -0,186; p < 0,05);

· s adhezivní molekulou: sVCAM-1 (0,276; p < 0,01);

· s trombomodulinem (r = 0,209; p < 0,05). 

Graf 17:     Plazmatická koncentrace adiponektinu v rodinách s familiární kombinovanou 

                   hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace adiponektinu v jednotkách mg/l.

5.4. Vztah familiární kombinované hyperlipidémie a adhezivních molekul

   U HL jedinců v rodinách s FKH byly nalezeny signifikantně vyšší hodnoty sICAM-1 než           v kontrolní skupině. Na tomto rozdílu se významně podílela podskupina s TG ≥ 1,5 mmol/l (HL HTG).

  Při hodnocení plazmatické koncentrace sVCAM-1 byl shledán trend ve smyslu nárůstu koncentrace sVCAM-1 u HL HTG jedinců z rodin s FKH. Zároveň  byly shledány numericky nápadně nízké koncentrace sVCAM-1 u HL NTG členů rodin s FKH. Rozdíly hodnot sVCAM-1 mezi těmito a ostatními skupinami však byly pod hranicí statistické významnosti. 

Tabulka 14
Plazmatické koncentrace solubilních buněčných adhezivních molekul v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	sVCAM-1 /ug/l/
	850,4 ± 28,9
	880,8 ± 31,7
	715,9 ± 67,7
	857,1 ± 34,2
	811,6 ± 31,1

	sICAM-1 /ug/l/
	**

#

583,0 ± 18,6
(575,5)
	**

#

590,7 ± 20,6

(582,5)
	549,2 ± 44,0

(528,0)
	511,7 ± 22,1

(487,0)
	501,3 ± 20,7

(513,5)


Vysvětlivky: HL – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; HL HTG - hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy 1,5 mmol/l a více; HL NTG - hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy menšími než 1,5 mmol/l; KO – skupina kontrol; **p ( 0,01; #p ( 0,05… hladina statistické pravděpodobnosti; Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. Hodnoty ICAM-1 nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

   U HL jedinců v rodinách s FKH byly nalezeny signifikantně vyšší hodnoty sICAM-1 než     u kontrolní skupiny. Na tomto rozdíle se významně podílela podskupina s TG ≥ 1,5 mmol/l (HL HTG).

  Při hodnocení plazmatické koncentrace sVCAM-1 byl shledán trend ve smyslu nárůstu koncentrace sVCAM-1 u HL HTG jedinců z rodin s FKH. Zároveň  byly shledány numericky nápadně nízké koncentrace sVCAM-1 u HL NTG členů rodin s FKH. Rozdíly hodnot sVCAM-1 mezi těmito a ostatními skupinami však byly pod hranicí statistické významnosti. 

Graf 18:     Plazmatická koncentrace sVCAM-1 v rodinách s familiární kombinovanou 

                  hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: sVCAM-1 - solubilní vaskulární buněčná adhezivní molekula 1; HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace sVCAM-1 v jednotkách ug/l.

Graf 19:     Plazmatická koncentrace sICAM-1 v rodinách s familiární kombinovanou 

                  hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: sICAM-1 - solubilní mezibuněčná adhezivní molekula 1; HL HTG – probandi 

a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH)                       s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy 

( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,05,                p ( 0,01 … hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace sICAM-1 v jednotkách ug/l.

Byly nalezeny asociace sICAM-1 s následujícími parametry:

- s lipidy a lipoproteiny: CCH (r = 0,189; p < 0,05); TG (r = 0,320; p < 0,01); AIP (r = 0,339;  

    p < 0,01); nonHDL-cholesterol (r = 0,274; p < 0,01); LDL-cholesterol (r = 0,206; p < 0,01); 

    apoB (r = 0,328; p < 0,01); poměr apoB/apoA1 (r = 0,387; p < 0,01); HDL (r = - 0,222; p < 

   0,01); apoA1 (r = -0,211; p < 0,01); 

- s markery zánětu: hsCRP (r = 0,236; p < 0,01); fibrinogen (r = 0,177; p < 0,05);

- s hemostatickými markery: PAI-1 (r = 0,221; p < 0,01);    

- s adhezivní molekulou sVCAM-1 (r = 0,270; p < 0,01);

- s parametry majícími vztah k inzulinové rezistenci: glykémie (r = 0,154; p < 0,05); inzulin 

   (r = 0,181; p < 0,05); HOMA (r = 0,197; p < 0,01); C-peptid (r = 0,246; p < 0,01); QUICKI 

   (r = -0,197; p < 0,01);

- s (dalšími) znaky metabolického syndromu: KM (r = 0,330; p < 0,01); DTK (r = 0,155; p < 

   0,05); a to včetně antropometrických parametrů: BMI (r = 0,201; p < 0,01); obvod pasu (r = 

   0,230; p < 0,01);

- s jaterními enzymy odrážejícími přítomnost jaterní steatózy: ALT (r = 0,245; p < 0,01); 

   GGT (r = 0,223; p < 0,01);

Byly nalezeny asociace sVCAM-1 s následujícími parametry:

- s hemostatickými markery: vWF (r = 0,287; p < 0,01); tPA (r = 0,149; p < 0,05); TM (r = 

  0,249; p < 0,01); 

- s adhezivní molekulou ICAM-1 (r = 0,270; p < 0,01); 

- s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí: inzulin (r = 0,196; p < 0,01); HOMA (r =  

  0,198; p < 0,01); C-peptid (r = 0,172; p < 0,05); QUICKI (r = -0,199; p < 0,01);

- s adiponektinem (r = 0,276; p < 0,01).

5.5. Zánět a jeho uplatnění u familiární kombinované hyperlipidémie 

   Po adjustaci na věk, pohlaví a BMI zůstal pro HL skupinu s FKH signifikantní rozdíl v koncentraci hsCRP a fibrinogenu ve vztahu ke skupině kontrol – a to opět se stěžejním příspěvkem HL HTG podskupiny. NL jedinci z rodin s FKH se v koncentraci plazmatického fibrinogenu ani hsCRP signifikantně nelišili od skupiny kontrol a po adjustaci ani od svých HL příbuzných.

Tabulka 15
Srovnání plazmatických koncentrací zánětlivých markerů

	
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	hsCRP /mg/l/
	*

2,76 ( 0,40
(1,78)
	*

2,93 ( 0,45
(1,84)
	1,97 ( 0,96
(1,68)
	2,77 ( 0,48
(1,40)
	1,76 ( 0,44
(1,00)

	fibrinogen /g/l/
	**

3,41 ( 0,09
	**

3,42 ( 0,10
	3,36 ( 0,21
	3,19 ( 0,10
	3,03 ( 0,09


Vysvětlivky: HL – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; FKH – všichni jedinci z rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; HL HTG - hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy 1,5 mmol/l a více; HL NTG - hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy menšími než 1,5 mmol/l; *p ( 0,05, **p ( 0,01. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Hodnoty hsCRP nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Graf 20:  Plazmatická koncentrace hsCRP v rodinách s familiární kombinovanou 
    hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: hsCRP - vysoce senzitivní C-reaktivní protein; HL HTG – probandi                            a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH)                   s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy    ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace hsCRP v jednotkách mg/l.

Graf 21:  Plazmatická koncentrace fibrinogenu v rodinách s familiární kombinovanou 

               hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,01… hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace fibrinogenu v jednotkách g/l.

Dále byly zjištěny asociace hsCRP s následujícími parametry:

- s plazmatickými lipidy a lipoproteiny: celkový cholesterol (r = 0,213; p < 0,01); TG (r = 

   0,275; p < 0,01); AIP (r = 0,228; p < 0,01); nonHDL (r = 0,201; p < 0,01); apoB (r = 0,271; 

   p < 0,01); poměr apoB/apoA1 (r = 0,182; p < 0,05);

- s hemostatickými markery: fibrinogen (r = 0,378; p < 0,01); vWF (r = 0,149; p < 0,05);

- s adhezivní molekulou sICAM-1 (r = 0,236; p < 0,01);

- s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí: glykémie (r = 0,177; p < 0,05); inzulin (r 

   = 0,241; p < 0,01); C-peptid (r = 0,305; p < 0,01); proinzulin (r = 0,244; p < 0,01); HOMA 

   (r = 0,252; p < 0,01); QUICKI (r = -0,246; p < 0,01);

- s dalšími znaky metabolického syndromu: KM (r = 0,163; p < 0,05); krevní tlak - STK (r = 

   0,145; p < 0,05); DTK (r = 0,149; p < 0,05);

- s antropometrickými parametry: BMI (r = 0,283; p < 0,01); obvod pasu (r = 0,246; p <  

   0,01); 

- s jaterním enzymem GGT (r = 0,146; p < 0,05).

Pro fibrinogen byla nalezena asociace s následujícími parametry:

- s BMI (r = 0,275; p < 0,01);

- s plazmatickými lipidy a lipoproteiny: CCH (r = 0,182; p < 0,05); TG (r = 0,220; p < 0,01); 

   AIP (r = 0,212; p < 0,01); nonHDL (r = 0,218; p < 0,01); LDL-cholesterol (r = 0,181; p < 

   0,05); apoB (r = 0,265; p < 0,01); poměr apoB/apoA1 (r = 0,249; p < 0,01);

- s markery zánětu: CRP (r = 0,378; p < 0,01); sICAM-1 (r = 0,177; p < 0,05);

- s hemostatickými markery: vWF (r = 0,282; p < 0,01); 

- s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí: glykémie (r = 0,287; p < 0,01); inzulin (r 

   = 0,306; p < 0,01); C-peptid (r = 357; p < 0,01); proinzulin (r = 0,252; p < 0,01), HOMA (r 

   = 0,341; p < 0,01); QUICKI (r = -0,340; p < 0,01);

- s dalšími znaky metabolického syndromu, resp. antropometrickými parametry: obvod pasu 

   (r = 0,213; p < 0,01); BMI (r = 0,275; p < 0,01). 

5.6. Hemostáza a familiární kombinované hyperlipidémie

5.6.1 Fibrinogen – viz kapitola 6.5.

5.6.2. Tkáňový aktivátor plazminogenu, inhibitor tkáňového aktivátoru plazminogenu-1, 

           von Willebrandův faktor

    Signifikantní rozdíl v plazmatické hladině tPA byl nalezen mezi HL a NL příslušníky rodin s FKH. Koncentrace tPA byly vyšší u HL jedinců a podílela se na tom zejména HTG podskupina, která vykazovala také signifikantně vyšší hodnoty tPA než kontrolní jedinci. V koncentracích tPA se skupina NL a HL NTG jedinců ve srovnání se skupinou kontrol nelišila.

   Dále byl nalezen statisticky signifikantní rozdíl v plazmatických koncentracích PAI-1 mezi příslušníky rodin s FKH a kontrolními jedinci. Tento rozdíl byl významnější v případě         HL HTG a NL skupiny než u HL NTG jedinců. Na nižším stupni signifikance tohoto vztahu pro HL NTG skupinu se podílelo početně menší zastoupení jednotlivců (n = 12), než tomu bylo v NL skupině (n = 55), pro kterou je v tabulce uvedena nižší hodnota PAI-1 než pro HL NTG skupinu. Třebaže se v plazmatických koncentracích PAI-1 všichni příslušníci rodin s FKH signifikantně lišili od kontrolních jedinců, je navíc zjevné, že koncentrace PAI-1 dosahovala numericky vyšších hodnot u HL jedinců ve srovnání s jejich NL příbuznými. Statisticky však tento rozdíl nebyl signifikatní.
   Pro vWF byly opět nejvyšší plazmatické koncentrace zachyceny v HL HTG skupině           a nejnižší ve skupině kontrol, rozdíly však nebyly statisticky signifikantní.
Tabulka 16
Srovnání plazmatických markerů souvisejících s koagulací a fibrinolýzou v jednotlivých skupinách 

	parametr/skupina
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	tPA /ng/ml/
	###

5,11 ( 0,50
(3,05)
	*              §
###

5,63 ( 0,55

(3,2)
	2,71 ( 1,18

(2,4)
	2,41 ( 0,60

(1,40)
	3,80 ( 0,55

(2,60)

	PAI-1 /ng/ml/
	***

82,3 ( 4,1

(84,1)
	***

83,2 ( 4,6

(70,6)
	**

78,1 ( 9,9

(64,7)
	***

70,5 ( 5,0

(61,7)
	52,5 (4,5

(44,60)

	vWF /%/
	136,7 ( 5,8
	138,4 ( 6,4
	129,0 ( 13,9
	131,8 ( 7,0
	119,6 ( 6,4


Vysvětlivky: HL – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; HL HTG - hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy 1,5 mmol/l a více; HL NTG - hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy menšími než 1,5 mmol/l; KO – skupina kontrol; tPA – tkáňový aktivátor plazminogenu; PAI-1 – inibitor tkáňového aktivátoru plazminogenu-1; *p ( 0,05, **p ( 0,01, ***p ( 0,001; ###p ( 0,001; § p ( 0,05…hladina statistické pravděpodobnosti. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou KO. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s normolipidemickou skupinou NL. Paragrafy (uvedené pro přehlednost výhradně ve sloupečku příslušejícímu skupině HL HTG) značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek pouze mezi hyperlipidemickou skupinou z rodin s FKH s TG ≥ 1,5 mmol/l a jejich příbuznými s TG ( 1,5 mmol/l. Hodnoty tPA a PAI-1 nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Graf 22: Plazmatická koncentrace tkáňového aktivátoru plazminogenu v rodinách s familiární 

              kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: tPA - tkáňová aktivátor plazminogenu; HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,05, p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace tPA v jednotkách ng/ml.

Graf 23:     Plazmatická koncentrace inhibitoru aktivátoru plazminogenu-1 v rodinách 

                  s familiární kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: PAI-1 - inhibitor tkáňového aktivátoru plazminogenu 1; HL HTG – probandi 

a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH)                         s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy 

( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly; p ( 0,01, p ( 0,001 … hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace PAI-1 v jednotkách ng/ml.

Graf 24:     Plazmatická koncentrace von Willebrandova faktoru v rodinách s familiární 

                  kombinovanou hyperlipidémií 
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Vysvětlivky: vWF - von Willebrandův faktor; HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace vWF v jednotkách %.

Pro tPA byly nalezeny asociace s následujícími parametry:

- s plazmatickými lipidy a lipoproteiny: CCH (r = 0,175, p < 0,05); TG (r = 0,241, p < 0,01); 

   AIP (r = 0,204, p < 0,01); nonHDLch (r = 0,198, p < 0,01); apoB (r = 0,263, p < 0,01); 

   poměr apoB/apoA1 (r = 0,280, p < 0,01);

- s hemostatickými markery: vWF (r = 0,179, p < 0,05); PAI-1 (r = 0,328, p < 0,01);  

- s adhezivní molekulou sVCAM-1 (r = 0,149, p < 0,05);

- s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí: glykémie (r =0,155, p < 0,05); inzulin (r 

   = 0,234, p < 0,01); C-peptid (r = 0,281, p < 0,01); proinzulin (r = 0,284, p < 0,01); HOMA 

   (r = 0,249, p < 0,01); QUICKI (r = -0,251, p < 0,01);

- s dalšími znaky metabolického syndromu, resp. antropometrickými parametry: KM (r = 

   0,206, p < 0,01); BMI (r = 0,272, p < 0,01); obvod pasu (r = 0,311, p < 0,01); STK (r = 

   0,157, p < 0,05); DTK (r = 0,199, p < 0,01);

- s jaterními enzymy: ALT (r = 0,168, p < 0,05); GGT (r = 0,148, p < 0,05).

Pro PAI-1 byly nalezeny asociace s následujícími parametry:

- s plazmatickými lipidy a lipoproteiny: CCH (r = 0,248, p < 0,01); TG (r = 0,352, p < 0,01); 

   AIP (r = 0,356, p < 0,01); nonHDL-cholesterol (r = 0,323, p < 0,01); HDL-cholesterol (r = -

   0,260, p < 0,01); apoA1 (r = -0,218, p < 0,01); LDL-cholesterol (r = 0,266, p < 0,01); apoB 

   (r = 0,401, p < 0,01); poměr apoB/apoA1 (r =0,440, p < 0,01); 

- s hemostatickými markery: tPA (r = 0,328, p < 0,01); TM (r = 0,172, p < 0,05); 

- s adhezivní molekulou sICAM-1 (r = 0,221, p < 0,01);

- s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí: glykémie (r = 0,224, p < 0,01); inzulin (r 

   = 0,399, p < 0,01); C-peptid (r = 0,282, p < 0,01); proinzulin (r = 0,291, p < 0,01); HOMA 

   (r = 0,409, p < 0,01); QUICKI (r = -0,409, p < 0,01);

- s dalšími znaky metabolického syndromu, resp. antropometrickými parametry: KM (r = 

   0,268, p < 0,01); BMI (r = 0,342, p < 0,01); obvod pasu (r = 0,275, p < 0,01); STK (r = 

   0,207, p < 0,01); DTK (r = 0,364, p < 0,01);

- s jaterním enzymem ALT (r = 0,196, p < 0,01).

Pro vWF byla nalezena asociace s následujícími parametry:

- s markery zánětu: CRP (r = 0,149, p < 0,05); fibrinogen (r = 0,282, p < 0,01);

- s hemostatickými markery: tPA (r = 0,179, p < 0,05); TM (r = 0,227, p < 0,01); 

- s adhezivní molekulou sVCAM-1 (r = 0,287, p < 0,01);

- s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí: C-peptid (r = 0,213, p < 0,01).

5.6.3 Trombomodulin

   V této práci nebyly nalezeny signifikantní rozdíly v koncentracích solubilního trombomodulinu (TM) mezi jedinci z rodin s FKH a kontrolní skupinou – a to ani při porovnání výsledků původních, ani při porovnání výsledků adjustovaných k věku, pohlaví             a BMI. Pro přehlednost jsou v tabulce uvedeny pouze výsledky po provedené adjustaci.

Tabulka 17
Plazmatická koncentrace trombomodulin v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	parametr/skupina
	HL

(n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	HL HTG

(n = 64) 

průměr ± SD

(medián)
	HL NTG

(n = 12) 

průměr ± SD

(medián)
	NL

(n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	KO

(n = 60) 

průměr ± SD

(medián)

	trombomodulin /ng/ml/
	43,2 ± 6,3
(31,4)
	46,4 ± 7,0
(31,7)
	28,5 ± 15,1

(27,8)
	50,9 ± 7,6

(23,3)
	54,5 ± 6,9

(37,0)


Vysvětlivky: HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontrolní skupina. Hodnoty trombomodulinu nevykazovaly normální rozložení, a byly proto před statistickým zpracováním logaritmicky transformovány.

Graf 25:     Plazmatická koncentrace trombomodulinu v rodinách s familiární kombinovanou 

                   hyperlipidemií 

[image: image30.emf]0

10

20

30

40

50

60

HL HTG HL NTG NL KO

TM

(ng/ml)


Vysvětlivky: TM - trombomodulin; HL HTG – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH) s triglyceridy ≥ 1,5 mmol/l; HL NTG – hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH s triglyceridy ( 1,5 mmol/l; NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – kontroly. Osa y - plazmatická koncentrace TM v jednotkách ng/ml.

Byly nalezeny asociace trombomodulinu s následujícími parametry:

· s hemostatickými parametry: vWF (r = 0,227; p < 0,01); PAI-1 (r = 0,172; p < 0,05);

· s adhezivní molekulou sVCAM-1 (r = 0,249; p < 0,01); 

· s parametry souvisejícími s inzulinovou rezsitencí, resp. senzitivitou: glykémie (r =               

           0,147; p < 0,05); inzulin (r = 0,188; p < 0,01); C-peptid (r = 0,147; p < 0,05); HOMA 

          (r = 0,194; p < 0,01); QUICKI (r = -0,197; p < 0,01).

5.7. Vybrané genetické aspekty familiární kombinované hyperlipidémie

   Genetické studie by měly být prováděny na velkých populacích. Z tohoto důvodu byla pro srovnání frekvence alel a frekvence genotypů místo původní skupiny kontrol použita data získaná na početnějším vzorku české populace podle výsledků studie MONICA (v případě apolipoproteinu A-V je vycházeno z dat publikovaných Hořínkem (53), v případě apolipoproteinu E bylo srovnání provedeno s nahodilým vzorkem 1 okresu české populace, který byl vyšetřen v rámci studie MONICA – jednalo se o tentýž populační vzorek, jež byl použit k obdobnému srovnání v naší starší práci (475). V případě srovnávání jednotlivých lipidových parametrů v závislosti na genotypu či alelách byla již opět použita naše původní skupina.
5.7.1. Polymorfismus pro apolipoprotein A-V 

   V této práci bylo vyšetřeno 76 HL a 55 NL jedinců z rodin s FKH. Místo skupiny kontrol byly však z výše uvedeného důvodu zjištěné údaje srovnány s údaji získanými na české populaci (53). Tato skupina, označená v  tabulkách jako POPULACE, čítala celkem 2559 jedinců. 
5.7.1.1. Porovnání četnosti genotypů pro polymorfismus apoA-V

   Frekvence genotypu CC ve sledovaném vzorku populace byla nízká - 1x byl tento genotyp zjištěn v hyperlipidemické a 1x v kontrolní skupině. Z praktického hlediska je tedy v tabulkách uváděn dohromady s genotypem TC (tedy jako soubor genotypů s minoritní alelou T-1131c).

   Ve srovnání s populačním vzorkem byl shledán častější výskyt genotypů nesoucích minoritní alelu C u HL jedinců z rodin s FKH. Tento rozdíl však ležel těsně pod hranicí statistické významnosti. Obdobně - procentuálně zjevný rozdíl ve frekvenci genotypů nesoucích alelu C mezi HL a NL jedinci z rodin s FKH nebyl shledán statisticky významným.

Tabulka 18
Frekvence genotypů pro polymorfismus apoA-V v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	genotyp apoA-V
	HL

(n = 76)
	NL

(n = 55)
	HL + NL

(n = 131)
	POPULACE

(n = 2559)

	TT
	53

77,9%
	42

82,4%
	95

79,8%
	2164

84,6%

	TC + CC
	15

22,1%
	9

17,6%
	24

20,2%
	395

15,4%


Vysvětlivky: TT – běžný genotyp pro apolipoprotein A-V; TC + CC – genotypy obsahující     1 (TC) či 2 (CC) minoritní alely T-1131c; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; populace – kontrolní skupina vycházející z údajů české populace.

Graf 26: Zastoupení jednotlivých genotypů pro polymorfismus apoA-V  v rodinách 
   s familiární kombinovanou hyperlipidemií 
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Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin 

s FKH; POP – kontrolní vzorek populace; genotyp TC+CC - genotyp nesoucí alespoň jednu minoritní alelu C; genotyp TT - běžný genotyp nesoucí dvě alely T. Osa y - podíl genotypu na zastoupení v %.

5.7.1.2. Porovnání četnosti alel pro polymorfismus apoA-V

   Jistý procentuální rozdíl v zastoupení minoritní alely C a běžné alely T mezi běžnou populací a jedinci z rodin s FKH nebyl shledán statisticky významným. Ve srovnání s NL jedinci z rodin s FKH byla u jejich HL příbuzných shledána vyšší frekvence minoritní alely C. Rovněž tento rozdíl nicméně nedosahoval statistické významnosti.

Tabulka 19
Frekvence alel pro polymorfismus apoA-V

	alely pro apoA-V
	HL

(n = 76)
	NL

(n = 55)
	HL + NL

(n = 131)
	POPULACE

(n = 2559)

	T
	120

88,2%
	93

91,2%
	213
89,5%
	4683

91,5%

	C
	16

11,8%
	9

8,8%
	25

10,5%
	435

8,5%


Vysvětlivky: T – běžná alela pro apolipoprotein A-V; C – minoritní alela pro apolipoprotein A-V; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; populace – kontrolní skupina vycházející z údajů české populace. 
Graf 27:     Zastoupení jednotlivých alel pro apoA-V v rodinách s familiární kombinovanou 
       hyperlipidemií [image: image32.emf]
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Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; POP – kontrolní vzorek populace; alela C - minoritní alela; alela T - běžná alela. Osa y - podíl alely na zastoupení v %.

5.7.1.3. Srovnání koncentrace vybraných lipidových parametrů v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií mezi jedinci s běžným genotypem (TT) pro apolipoprotein A-V a jedinci s přítomností minoritní alely C (TC+CC)

   U HL jedinců z rodin s FKH byl zaznamenán statisticky významný rozdíl plazmatické koncentrace TG mezi jedinci s běžným genotypem (TT) a jedinci s genotypem nesoucím minoritní alelu C (genotypy TC + CC). Jedinci s genotypy TC+CC vykazovali vyšší hodnoty TG než jedinci s genotypem TT. Tento rozdíl zůstal statisticky signifikantní i po adjustaci lipidových parametrů na věk, pohlaví a body mass index. Obdobné výsledky byly získány            i pro AIP, LDL-cholesterol a apoB. Po adjustaci lipidových parametrů na věk, pohlaví a BMI však tento rozdíl zůstal z uvedených parametrů signifikantní pouze pro aterogenní index plazmy. Při hodnocení všech jedinců z rodin s FKH jako celku byl mezi jedinci s běžným genotypem (TT) a jedinci s genotypem nesoucím minoritní alelu (genotypy TC + CC) nalezen obdobně jako v případě HL podskupiny signifikantní rozdíl plazmatické koncentrace TG, a to i po adjustaci lipidových parametrů na věk, pohlaví a body mass index. V samotné skupině zahrnující NL členy rodin s FKH nebyly obdobné rozdíly v závislosti na nosičství genotypu            s minoritní alelou C nalezeny.

Tabulka 20
Srovnání plazmatické koncentrace triglyceridů mezi jedinci s běžným genotypem pro apolipoprotein A-V a jedinci s minoritní alelou T-1131c

	TG /mmol/l/
	TT
	TC + CC

	HL (n = 76)
průměr ± SD
	2,73 ( 0,27
	*

3,94 ( 0,52

	NL  (n = 55)
průměr ± SD
	1,21 ( 0,07
	1,33 ( 0,16

	HL+NL (n = 131)
průměr ± SD
	2,05 ( 0,17
	   **

3,05 ( 0,35

	KO (n = 60)
průměr ± SD
	1,38 ( 0,22
	1,20 ( 0,08


Vysvětlivky: TT – běžný genotyp pro apolipoprotein A-V; TC + CC – genotypy obsahující 1 (TC) či 2 (CC) minoritní alely T-1131c; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; NS – nebyl nalezen statisticky signifikantní rozdíl mezi danou skupinou a běžnou populací. *p ( 0,05, **p ( 0,01; Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání mezi oběma genotypy. 

Graf 28:     Vliv genotypu pro apoA-V na plazmatická koncentrace triglyceridů v rodinách 

                   s familiární kombinovanou hyperlipidemií 
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Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – skupina kontrol; genotyp TC+CC - genotyp nesoucí alespoň jednu minoritní alelu C; genotyp TT - běžný genotyp nesoucí dvě alely T; p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Osa y - plazmatická koncentrace triglyceridů v jednotkách mmol/l.

Tabulka 21
Srovnání aterogenního indexu plazmy mezi jedinci s běžným genotypem pro apolipoprotein A-V a jedinci s minoritní alelou T-1131c

	AIP
	TT
	TC + CC

	HL (n = 76)
průměr ± SD
	0,21 ( 0,04
	*

0,39 ( 0,08

	NL  (n = 55)
průměr ± SD
	-0,13 ( 0,04
	-0,07 ( 0,08

	HL+NL (n = 131)
průměr ± SD
	0,06 ( 0,03
	*

0,23 ( 0,06

	KO (n = 60)
průměr ± SD
	-0,17 ( 0,03
	-0,05 ( 0,09


Vysvětlivky: AIP - aterogenní index plazmy (je dán logaritmem podílu koncentrace triglyceridů a HDL-cholesterolu); TT – běžný genotyp pro apolipoprotein A-V; TC + CC – genotypy obsahující 1 (TC) či 2 (CC) minoritní alely T-1131c; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; NS – nebyl nalezen statisticky signifikantní rozdíl mezi danou skupinou a běžnou populací. *p ( 0,05; Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání mezi oběma genotypy. 

Graf 29:     Vliv genotypu pro apoA-V na aterogenní index plazmy v rodinách s familiární 
                   kombinovanou hyperlipidemií 


[image: image34]
Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – skupina kontrol; genotyp TC+CC - genotyp nesoucí alespoň jednu minoritní alelu C; genotyp TT - běžný genotyp nesoucí dvě alely T; p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Osa y - aterogenní index plazmy.

5.7.2. Polymorfismus genu pro apolipoprotein E 
   Pro srovnávací analýzy byla místo původní skupiny kontrol použita data získaná na početnějším nahodilém vzorku 1 okresu české populace podle výsledků studie MONICA (stejný populační vzorek byl použit již v předchozí práci naší pracovní skupiny (475). Tato skupina, čítající 289 jedinců, proto není v tabulkách označena jako KO (kontrolní), ale jako POPULACE. Zahrnuto je dále všech 131 sledovaných členů rodin s FKH, z toho 76 hyperlipidemických a 55 normolipidemických, s mírnou převahou žen (muži : ženy = 58 jedinců : 73 jedinců = 44,3% : 55,7%). Místo skupiny kontrol byly zjištěné údaje z výše uvedeného důvodu srovnány s údaji získanými na české populaci 

5.7.2.1. Porovnání četností genotypů pro polymorfismus apoE

   Vzácný fenotyp E2/E2, který se typicky pojí s familiární dysbetalipoproteinémií, nebyl ve studovaném souboru detekován. Frekvence genotypů E2/3, E2/4, E3/3 a E3/4 se nelišila od frekvence identických genotypů v běžné populaci. Rodiny s FKH ovšem ve srovnání se vzorkem běžné populace vykazovali signifikantně vyšší zastoupení jedinců s genotypem E4/E4. Na tomto rozdílu se podílela skupina HL, nikoliv však NL jedinců.

Tabulka 22
Frekvence genotypů pro polymorfismus apoE v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

	genotyp apoE
	HL

(n = 76)
	NL

(n = 55)
	HL + NL

(n = 131)
	POPULACE

(n = 289)

	E2/3
	8

11,3%
	9

16,9%
	17

13,7%
	39
13,5%

	E2/4
	2

2,8%
	1

1,9%
	3

2,4%
	5
1,7%

	E3/3
	42

59,2%
	34

64,2%
	76

61,3%
	191
66,1%

	E3/4
	15

21,1%
	8

15,1%
	23

18,6%
	51
17,6%

	E4/4
	      4     *

5,6%
	1

1,9%
	      5     *

4,0%
	3
1,0%


Vysvětlivky: E2/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu ε2 a ε3; E2/4 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu ε2 a ε4; E3/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí 2 alely ε3; E3/4 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu ε3 a ε4; E4/4 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí 2 alely ε4; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; populace – kontrolní skupina vycházející z údajů české populace; *p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s kontrolní skupinou POPULACE. 

Graf 30:     Zastoupení jednotlivých genotypů pro apoE v rodinách s familiární kombinovanou 

                   hyperlipidemií 
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Vysvětlivky: apoE - apolipoprotein E; HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin 

s FKH; POP – kontrolní vzorek populace; genotyp E4/4 - genotyp nesoucí dvě alely Є4; genotyp E3/4 - genotyp nesoucí alelu Є3 a Є4; genotyp E3/3 - genotyp nesoucí dvě alely Є3; genotyp E2/4 - genotyp nesoucí alely Є2 a Є4; genotyp E2/3 - genotyp nesoucí alelu Є2 a Є3. Osa y - podíl genotypu na zastoupení v %.

5.7.2.2. Porovnání četností alel pro polymorfismus apoE

   Mezi rodinami s FKH a populací nebyl shledán statisticky významný rozdíl ve frekvenci alely Є2, Є3, ani Є4, a to ani po rozdělení jednotlivých členů rodin s FKH na HL a NL skupinu. Skupiny HL a NL se ve frekvenci žádné z alel nelišily ani vzájemně. 
Tabulka 23
Frekvence alel pro polymorfismus apoE – srovnání rodin s FKH s populačním vzorkem

	alely pro apoE
	HL
	NL
	HL + NL
	POPULACE

	Є2
	10

7%
	10

9,4%
	20

8,1%
	44

7.6%

	Є 3
	107

75,4%
	85

80,2%
	192

77,4%
	472

81.7%

	Є 4
	25

17,6%
	11

10,4%
	36

14,5%
	62

10.7%


Vysvětlivky: Є2, Є3, Є4 – alely genu pro apolipoprotein E; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; populace – kontrolní skupina vycházející z údajů české populace.

Graf 31:     Zastoupení jednotlivých alel pro apoE v rodinách s familiární kombinovanou 
       hyperlipidemií 
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Vysvětlivky: apoE - apolipoprotein E; HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin 

s FKH; POP – kontrolní vzorek populace. Osa y - podíl alely na zastoupení v %.

5.7.2.3. Srovnání koncentrace vybraných lipidových, resp. lipoproteinových parametrů v závislosti na polymorfismu genotypu pro apolipoprotein E 
   V následujících tabulkách jsou pro zhodnocení významu nosičství určitého genotypu či alely srovnávána data týkající se členů rodin s FKH s daty získanými u kontrolní skupiny (KO), nikoliv již s údaji vzorku populace zahrnutého ve studii MONIKA. 

   V tabulce č. 24 jsou srovnávány výsledné hodnoty cholesterolu v jednotlivých skupinách s přihlédnutím k příslušnému genotypu. Je třeba zmínit, že výskyt genotypu E2/4 byl v této práci (a obecně v populaci také je) velmi nízký; v případě přiřazení genotypu E2/4 ke skupině genotypů nesoucích alelu Є4 by navíc konkomitantní výskyt alely Є2 (spojované s nižšími plazmatickými koncentracemi cholesterolu) a alely Є4 (spojované naopak s vyššími koncentracemi cholesterolu) mohl zkreslit informační hodnotu výsledku vypovídajícího                 o signifikanci rozdílu v hladinách cholesterolu (či dalších parametrů) mezi jednotlivými skupinami. Proto byli v tomto bodě jedinci s genotypem E2/4 vypuštěni ze statistického zpracování.
   V případě celkového cholesterolu nebyl v rodinách s FKH nalezen statisticky signifikantní rozdíl mezi jednotlivými genotypy. 

   U nosičů alely Є4 byly při srovnání s nosiči alely Є2 a Є3 nalezeny signifikantně vyšší hodnoty CCH – pouze však v kontrolní skupině, nikoliv u příslušníků rodin s FKH.
   V rodinách s FKH nebyl mezi jednotlivými genotypy nalezen statisticky signifikantní rozdíl v koncentracích LDLch. Kontrolní jedinci s genotypem E2/3 vykazovali signifikantně nižší koncentrace LDLch než kontrolní jedinci s genotypem nesoucím alespoň jednu alelu Є4.
   U NL jedinců z rodin s FKH a u kontrolních subjektů byly u nosičů alely Є4 nalezeny signifikantně vyšší plazmatické koncentrace LDLch, než tomu bylo u nosičů alely Є2. V kontrolní skupině také nosiči alely Є3 dosahovali signifikantně nižších hodnot LDLch než nosiči alely Є4. Pro HL skupinu nebyl obdobný vztah shledán.
   V rodinách s FKH, ale také u kontrolních subjektů byly ve srovnání s běžným genotypem E3/3 detekovány signifikantně vyšší koncentrace triglyceridů v případě genotypu nesoucího alespoň jednu alelu Є4. V HL skupině bylo navíc ve srovnání s běžným genotypem E3/3 dosaženo signifikantně vyšších hladin triglyceridů v případě genotypu E2/3.

   Nosičství alely Є3 bylo spojeno se signifikantně nižšími koncentracemi triglyceridů, než tomu bylo v případě nosičství alely Є4. Tento vztah platil pro rodiny s FKH i pro kontrolní skupinu. U HL jedinců bylo navíc také nosičství alely Є2 spjato se signifikantně vyššími koncentracemi triglyceridů než nosičství alely Є3.
   Výskyt genotypu E3/3 se v případě NL jedinců z rodin s FKH pojil se signifikantně nižšími koncentracemi apoB, než tomu bylo v případě genotypů nesoucích alespoň jednu alelu Є4. 
   V rodinách s FKH i u kontrolních jedinců byla shledána signifikantně nižší koncentrace apoB v souvislosti s nosičstvím alely Є2 než v souvislosti s nosičstvím alely Є4. V případě rodin s FKH bylo dosaženo signifikantně nižší koncentrace apoB pro alelu Є3  než pro alelu Є4.
Tabulka 24
Srovnání plazmatické koncentrace celkového cholesterolu v závislosti na genotypu apoE 

	CH /mmol/l/
	E2/3
	E3/3
	E3/4 + E4/4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD


	6,91 ± 0,40
	7,01 ± 0,18
	6,76 ± 0,26

	NL (n = 55) 

průměr ± SD


	5,05 ± 0,23
	4,86 ± 0,12
	5,08 ± 0,22

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD


	5,84 ± 0,29
	6,12 ± 0,14
	6,16 ± 0,23

	KO (n = 60) 

průměr ± SD


	4,89 ± 0,45
	5,24 ± 0,21
	5,84 ± 0,26


Vysvětlivky: E2/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu Є2 a Є3; E3/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí 2 alely Є3; E3/4 + E4/4 – genotyp nesoucí alelu Є3 a alelu Є4             a genotyp nesoucí 2 alely Є4; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina.
Tabulka 25
Srovnání plazmatické koncentrace celkového cholesterolu v závislosti na nosičství jednotlivých alel pro apoE 

	CH /mmol/l/
	Є2
	Є3
	Є4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD


	6,87 ± 0,34
	6,96 ± 0,11
	6,81 ± 0,22

	NL (n = 55) 

průměr ± SD


	4,92 ± 0,21
	4,89 ± 0,07
	5,02 ± 0,20

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD


	5,83 ± 0,27
	6,08 ± 0,09
	6,20 ± 0,20

	KO (n = 60) 

průměr ± SD


	   *

4,89 ± 0,41
	   *

5,30 ± 0,12
	5,88 ± 0,23


Vysvětlivky: Є2, Є3, Є4 – alely; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hodnotami získanými pro nosiče alely Є4. 

Tabulka 26
Srovnání plazmatické koncentrace LDL-cholesterolu v závislosti na genotypu apoE 

	LDLch /mmol/l/
	E2/3
	E3/3
	E3/4 + E4/4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	4,32 ± 0,40
	4,38 ± 0,17
	4,24 ± 0,28

	NL (n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	2,59 ± 0,20
	2,76 ± 0,10
	3,14 ± 0,19

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD

(medián)
	3,25 ± 0,27
	3,68 ± 0,13
	3,79 ± 0,22

	KO (n = 60) 

průměr ± SD

(medián)
	*

2,49 ± 0,39
	3,13 ± 0,18
	3,57 ± 0,22


Vysvětlivky: E2/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu Є2 a Є3; E3/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí 2 alely Є3; E3/4 + E4/4 – genotyp nesoucí alelu Є3 a alelu Є4           a genotyp nesoucí 2 alely Є4; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s genotypem E3/4 + E4/4.

Tabulka 27
Srovnání plazmatické koncentrace LDL- cholesterolu v závislosti na nosičství jednotlivých alel pro apoE 

	LDLch /mmol/l/
	Є2
	Є3
	Є4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD


	4,29 ± 0,36
	4,69 ± 0,10
	4,25 ± 0,34

	NL (n = 55) 

průměr ± SD


	*

2,56 ± 0,18
	2,76 ± 0,06
	3,06 ± 0,17

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD


	3,24 ± 0,25
	3,64 ± 0,08
	3,78 ± 0,19

	KO (n = 60) 

průměr ± SD


	*

2,57 ± 0,35
	*

3,14 ± 0,11
	3,59 ± 0,20


Vysvětlivky: Є2, Є3, Є4 – alely; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hodnotami získanými pro nosiče alely Є4. 

Tabulka 28
Srovnání plazmatické koncentrace triglyceridů v závislosti na genotypu apoE

	TG /mmol/l/
	E2/3
	E3/3
	E3/4 + E4/4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	#

3,93 ± 0,68
	*

2,41 ± 0,30
	3,71  0,45

	NL (n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	1,33 ± 0,16
	1,21 ± 0,08
	1,27 ± 0,15

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD

(medián)
	2,46 ± 0,40
	*

1,90 ± 0,19
	2,95 ± 0,31

	KO (n = 60) 

průměr ± SD

(medián)
	1,29 ± 0,20
	*

1,09 ± 0,09
	1,36 ± 0,11


Vysvětlivky: E2/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu Є2 a Є3; E3/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí 2 alely Є3; E3/4 + E4/4 – genotyp nesoucí alelu Є3 a alelu Є4 a genotyp nesoucí 2 alely Є4; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05; #p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s genotypem E3/4 + E4/4. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s genotypem E3/3.

Tabulka 29
Srovnání plazmatické koncentrace triglyceridů v závislosti na nosičství alel pro apoE

	TG /mmol/l/
	Є2
	Є3
	Є4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD


	#

3,73 ± 0,62
	*

2,72 ± 0,19
	3,71 ± 0,40

	NL (n = 55) 

průměr ± SD


	1,27 ± 0,14
	1,23 ± 0,15
	1,22 ± 0,13

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD


	2,43 ± 037
	**

2,08 ± 0,12
	2,99 ± 0,28

	KO (n = 60) 

průměr ± SD


	1,32 ± 0,18
	*

1,15 ± 0,06
	1,39 ± 0,10


Vysvětlivky: Є2, Є3, Є4 – alely; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05, **p ( 0,01; #p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hodnotami získanými pro nosiče alely Є4. Křížky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hodnotami získanými pro nosiče alely Є3.

Tabulka 30
Srovnání plazmatické koncentrace apolipoproteinu B v závislosti na genotypu apoE

	apoB /g/l/
	E2/3
	E3/3
	E3/4 + E4/4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD

(medián)
	1,33 ± 0,08
	1,33 ± 0,04
	1,35 ± 0,05

	NL (n = 55) 

průměr ± SD

(medián)
	0,88 ± 0,07
	*

0,83 ± 0,03
	1,00 ± 0,06

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD

(medián)
	1,06 ± 0,07
	1,12 ± 0,03
	1,23 ± 0,05

	KO (n = 60) 

průměr ± SD

(medián)
	0,83 ± 0,09
	0,95 ± 0,04
	1,03 ± 0,05


Vysvětlivky: E2/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí alelu Є2 a Є3; E3/3 – genotyp pro apolipoprotein E nesoucí 2 alely Є3; E3/4 + E4/4 – genotyp nesoucí alelu Є3 a alelu Є4 a genotyp nesoucí 2 alely Є4; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s genotypem E3/4 + E4/4.

Tabulka 31
Srovnání plazmatické koncentrace apolipoproteinu B v závislosti na nosičství alel pro apoE

	apoB /g/l/
	Є2
	Є3
	Є4

	HL (n = 76) 

průměr ± SD


	1,31 ± 0,07
	1,33 ± 0,02
	1,37 ± 0,05

	NL (n = 55) 

průměr ± SD


	0,86 ± 0,06
	0,85 ± 0,02
	0,96 ± 0,06

	HL+NL (n = 131) 

průměr ± SD


	*

1,06 ± 0,06
	*

1,13 ± 0,02
	1,23 ± 0,05

	KO (n = 60) 

průměr ± SD


	*

0,82 ± 0,08
	0,95 ± 0,03
	1,03 ± 0,05


Vysvětlivky: Є2, Є3, Є4 – alely; HL - hyperlipidemičtí členové rodin s FKH; NL – normolipidemičtí členové rodin s FKH; HL+NL – členové rodin s FKH; KO – kontrolní skupina; p – hladina statistické signifikance; *p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Hvězdičky značí statisticky signifikantně rozdílný výsledek ve srovnání s hodnotami získanými pro nosiče alely Є4. 

Graf 32:     Vliv genotypu pro apolipoprotein E na plazmatické koncentrace triglyceridů 
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Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – skupina kontrol; E2/3 - genotyp nesoucí jednu alelu Є2 a 1 alelu Є3; E3/3 - genotyp nesoucí dvě alely Є3; E3/4+E4/4 – genotypy nesoucí alespoň jednu alelu Є4; p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Osa y – plazmatická koncentrace triglyceridů v jednotkách mmol/l.

Graf 33:     Vztah alel genu pro apolipoprotein E a plazmatických koncentrací triglyceridů 
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Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – skupina kontrol; Є2, Є3 a Є4 - alely; p ( 0,05, p ( 0,01 … hladina statistické signifikance. Osa y – plazmatická koncentrace triglyceridů v jednotkách mmol/l.

Graf 34: Vliv genotypu pro apolipoprotein E na plazmatické koncentrace apolipoproteinu B
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Vysvětlivky: HL – probandi a hyperlipidemičtí příbuzní z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidemií (FKH); NL – normolipidemičtí jedinci z rodin s FKH; KO – skupina kontrol; E2/3 - genotyp nesoucí jednu alelu Є2 a 1 alelu Є3; E3/3 - genotyp nesoucí dvě alely Є3; E3/4+E4/4 – genotypy nesoucí alespoň jednu alelu Є4; p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Osa y – plazmatická koncentrace apolipoproteinu B v jednotkách g/l.

Graf 35: Vztah alel genu pro apolipoprotein E a plazmatických koncentrací apolipoproteinu B 
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Vysvětlivky: HL+NL – všichni vyšetření jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií – jak hyperlipidemičtí, tak i normolipidemičtí; KO – skupina kontrol; Є2, Є3      a Є4 - alely; p ( 0,05… hladina statistické signifikance. Osa y – plazmatická koncentrace apolipoproteinu B v jednotkách g/l.

6. Diskuze

6.1. Familiární kombinované hyperlipidémie – základní charakteristiky

   Jak vyplývá z výše uvedených výsledků, byl v rodinách s FKH průměrný věk jedinců zahrnutých v HL skupině vyšší než průměrný věk NL jedinců. HL HTG podskupina zahrnovala signifikantně starší subjekty, než tomu bylo v případě HL NTG. Kromě vyššího věku byl u HL jedinců z rodin s FKH shledán signifikantně vyšší BMI a větší obvod pasu než u jejich NL příbuzných a než u kontrolních jedinců. K významnosti těchto rozdílů přispívala HL HTG, nikoliv však HL NTG podskupina. Větší BMI i obvod pasu u HL jedinců souvisí 

s vyšším průměrným věkem této skupiny. K obdobným závěrům dospěly i studie jiných autorů (4, 22, 270, 466, 476).

   Je známo, že lipidový, resp. lipoproteinový fenotyp se u jedinců s FKH může měnit             v průběhu života - a to v závislosti na věku a hmotnosti. Lze tedy očekávat, že s narůstajícím věkem dojde k postupné změně lipidového, resp. lipoproteinového fenotypu u NL jedinců,      a tento vývoj bude směřovat k takovým hodnotám, jež povedou k přeřazení NL jedinců do HL skupiny. Obdobný vývoj je možné očekávat také u HL NTG podskupiny, kdy časem pravděpodobně alespoň někteří zde zastoupení jedinci dospějí k lipidovým, resp. lipoproteinovým hodnotám, které povedou k jejich přeřazení do HL HTG podskupiny. 

    Kromě toho, že vyšší BMI a obvod pasu odrážejí větší množství viscerální tukové tkáně, bývají asociovány s rozvojem aterogenní lipidové triády (nárůst plazmatických hladin TG, přítomnost malých denzních LDL částic a nízká koncentrace HDL-cholesterolu) (23, 270, 466). Tento fenomén byl prvně popsán Brunzellem r. 1983 (17) a Vaverkovou r. 1986 (33). Obdobně jako i v jiných studiích (2, 4, 16) byly i v předkládané práci u členů rodin s FKH nalezeny signifikantní interindividuální rozdíly v expresi lipidového, resp. lipoproteinového fenotypu (vyjádřeno podle Fredericksonovy klasifikace fenotypů, jednalo se o typ IIa, IIb           a IV).

   Jak vyplývá z výsledků, HL jedinci z rodin s FKH vykazovali nižší koncentrace HDLch, signifikantně vyšší TG a koncentrace apoB, indikující přítomnost malých denzních LDL částic. Při subanalýze HL skupiny byly nalezeny signifikantní rozdíly mezi HTG a NTG skupinou. Zatímco plazmatické koncentrace lipidů a lipoproteinů směřovaly u HL HTG jedinců k typické aterogenní lipidové triádě, HL NTG podskupina měla nejen nižší TG (jak to vyplývá z její definice), ale hodnoty HDLch u těchto subjektů byly signifikantně vyšší než           u jejich NL příbuzných. Kromě toho právě členové HL NTG skupiny dosahovali numericky nejvyšších hodnot celkového CCH i LDLch. Stejně jako jejich HL HTG příbuzní tak přispívali k tomu, aby se i celá HL skupina statisticky významně lišila v plazmatických koncentracích CCH i LDLch od NL i kontrolní skupiny. Výsledkem popsaných vztahů byly logicky i signifikantně vyšší hodnoty nonHDLch v HL skupině (resp. v obou jejich podskupinách), než tomu bylo u NL a kontrolních jedinců. Význam nonHDLch spočívá          v tom, že svou hodnotou zrcadlí veškerý plazmatický cholesterol s aterogenním potenciálem - a to i frakci nesenou VLDL a IDL částicemi, chylomikrony a Lp(a), tedy frakci sice nevelkou co do koncentrace, ale významnou z hlediska aterogenicity. Bylo prokázáno, že nonHDLch má spolu s apoB větší predikční hodnotu ve vztahu k budoucím kardiovaskulárním příhodám než LDLch (98, 99). NonHDLch v predikci kardiovaskulárních příhod u pacientů s FKH má zvláštní postavení i vzhledem k tomu, že pouze mírně zvýšené koncentrace LDLch  u této choroby zpravidla neinformují dostatečně o kardiovaskulárním riziku. V plazmě těchto pacientů se navíc vyskytuje větší množství částic VLDL a IDL, než je tomu např. u familiární hypercholesterolémie. 

   Pro apoA-1 nebyly v předkládané práci nalezeny statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými skupinami. Také proto zůstal poměr apoB/apoA-1, odrážející vysokou aterogenicitu lipidového a lipoproteinového spektra, signifikantně vyšší u HL než u NL či kontrolní skupiny. Rovněž poměr apoB/apoA-1 je považován za silný prediktor pro budoucí koronární příhodu (127).

   Významným markerem kvality LDL a HDL částic je aterogenní index plazmy (AIP), který představuje rizikový faktor aterosklerózy (93). U HL HTG jedinců byl nalezen signifikantně vyšší AIP než u jejich HL NTG a NL příbuzných či u kontrolní skupiny. Zvýšené hodnoty AIP u HL HTG skupiny odrážejí predominanci malých hustých LDL a nižší zastoupení ateroprotektivních HDL částic.  

   Plazmatické koncentrace Lp(a) jsou dány především geneticky; vliv zevních faktorů bývá podstatně menší než v případě ostatních lipoproteinových částic. Stojí za zmínku, že numerické hodnoty zohledňující koncentrace Lp(a) byly v rodinách s FKH zjevně vyšší než 

v kontrolní populaci - a to zejména u HL, resp. HL HTG jedinců. Tento rozdíl však nedosahoval statistické signifikance.

6.2. Fenotyp familiární kombinované hyperlipidémie a inzulinová rezistence, resp. 

          inzulinová senzitivita 

   Častější výskyt IR v rodinách s FKH byl shledán jako výsledek četných studií, využívajících více či méně sofistikovaných metod (hyperinzulinemický euglykemický clamp s přímou kalorimetrií, glukózový toleranční test, měření plazmatických koncentrací inzulinu a glukózy nalačno či postprandiálně, měření koncentrace volných mastných kyselin, výpočet indexu inzulinové rezistence HOMA) (18, 19, 38, 39, 270, 271, 477, 478).
   Pihlajamaki et al. studovali inzulinovou senzitivitu s využitím hyperinzulinemického euglykemického clampu s nepřímou kalorimetrií u členů rodin s FKH, kteří vykazovali různé lipoproteinové fenotypy a neměli diabetes mellitus. U jedinců s normolipidemickým, hypertriglyceridemickým a kombinovaným hyperlipidemickým fenotypem byla nalezena nižší rychlost oxidace glukózy stimulované inzulinem než u jejich příbuzných s čistě hypercholesterolemickým fenotypem a než u kontrolních subjektů bez FKH. Také rychlost neoxidativního zpracování glukózy byla nižší u hypertriglyceridemických a kombinovaných hyperlipidemických fenotypů. Členové rodin s FKH měli vyšší hladiny volných mastných kyselin než kontroly (39).     

   Karjalainen et al. rovněž použili metodu hyperinzulinemického euglykemického clampu 

s nepřímou kalorimetrií. V rodinách s FKH nalezli vyšší inzulinovou rezistenci. Zároveň 

v těchto rodinách u HL i NL jedinců zjistili, že po aplikaci inzulinu u nich nedochází 

v dostatečné míře k poklesu koncentrací volných mastných kyselin (19).

   Ascaso et al. posuzovali IR v rodinách s FKH prostřednictvím měření koncentrací plazmatické glukózy a inzulinu nalačno a také po zátěži glukózou v rámci glukózového tolerančního testu. Dále měřili plochu pod křivkou (area under the curve, AUC) pro inzulinovou sekreci, AUC pro glukózu a pro volné mastné kyseliny (38, 477, 478).                V rodinách s FKH nalezli vztah mezi IR a lipoproteinovými fenotypy (IIa, IIb, IV). Zaznamenali signifikantně nižní hodnoty parametru Si (index periferní senzitivity k inzulinu) u všech těchto tří lipoproteinových fenotypů. Vůbec nejnižší byl Si                                                 u hypertriglyceridemických jedinců (38). V dřívější studii Ascaso et al. zjistili, že nadváha              a obezita (jako kritérium použili hodnotu BMI ≥ 27kg/m2) vedly v rodinách s FKH                         k hyperglykémii, hyperinzulinémii a vzestupu krevního tlaku (478). V jiné studii vykazovali vyšší prevalenci hyperinzulinémie dokonce i štíhlí pacienti s FKH (479). 
   Cabezas et al. rozdělili děti s FKH do tří tercilů podle koncentrace TG nalačno. Děti 

v nejvyšším tercilu s TG > 2.5 mmol/l vykazovaly vyšší plazmatickou koncentraci inzulinu nalačno a měly signifikantně déle a podstatně více zvýšeny postprandiální plazmatické koncentrace volných mastných kyselin než děti s TG v nejnižším tercilu a než kontrolní skupina. Metabolismus VMK je závislý na inzulinu, a proto plazmatická koncentrace VMK odráží přítomnost IR. Ve stejné studii děti s TG v nejvyšším tercilu vykazovaly signifikatně vyšší BMI, systolický krevní tlak, koncentraci a apoB a nižší koncentraci HDLch (271).

   Veerkamp et al. popsali signifikantně věští inzulinovou rezistenci, posuzovanou HOMA indexem, u jedinců z rodin s FKH ve srovnání s kontrolními jedinci. Inzulinovou rezistenci jakožto charakteristický znak FKH nebylo možné plně vysvětlit pouze vyšším BMI. Navíc byla IR asociována s typickým lipidovým, resp. lipoproteinovým fenotypem (270).
   Delawi et al. nalezli vyšší HOMA index a plazmatickou koncentraci inzulinu nalačno 

u pacientů s FKH než u zdravých control (18).
   Van der Kallen et al. popsali, že nárůst BMI, obvodu pasu a poměru pas-boky vedl                 jak u jedinců s FKH, tak u jejich partnerů k zvýšení frekvence hyperlipidémie. Predominantní exprese hypertriglyceridémie byla pozorována u jedinců s nejvyšším poměrem pas-boky            - a to pouze u jedinců s FKH, nikoliv však u jejich partner (466). Ve všech těchto studiích byla použita definice FKH opírající se o 90. percentil plazmatické koncentrace CCH a TG.

   V předkládané práci byly ve srovnání s kontrolními jedinci nalezeny signifikantně vyšší hladiny inzulinu a glykémie nalačno, signifikantně vyšší hodnoty HOMA indexu                            a signifikantně nižší hodnoty QUICKI u HL členů rodin s FKH. Ze subanalýzy vyplynulo, že s výjimkou QUICKI přispívali svými výsledky k významnosti rozdílů uvedených parametrů HL HTG, nikoliv však HL NTG jedinci. HL HTG skupina také vykazovala signifikantně vyšší koncentrace C-peptidu, než tomu bylo ve skupině kontrol. V případě proinzulinu nebyl sice nalezen statisticky významný rozdíl mezi koncentracemi kontrolních subjektů a členů rodin s FKH; numericky však bylo zjevné, že nejvyšších hodnot proinzulinu dosahovali opět HL HTG jedinci z rodin s FKH. Schopnost parametru QUICKI zachytit i další jemné metabolické niance, kterak to popsal Katz (284), potvrzuje fakt, že na rozdíl od ostatních parametrů souvisejících s inzulinovou rezistencí či senzitivitou, byl mezi kontrolami a všemi ostatními skupinami nalezen odstupňovaný signifikantní rozdíl výlučně v hodnotách QUICKI.    

   Je pravděpodobné, že výsledky ovlivnil již samotný výběr studovaných subjektů. Mezi vylučovací kritéria patřila totiž absence hypolipidemické farmakoterapie v posledních šesti týdnech před krevními odběry. U nejrizikovějších nemocných s již manifestní aterosklerózou nebylo však možné léčbu přerušit z etických důvodů. Přitom právě tito jedinci vykazují nejvyšší inzulinovou rezistenci. Kdyby byli ve studii zařazeni do HL, resp. HL HTG skupiny, lze předpokládat nárůst signifikance popsaných vztahů. 

6.3. Metabolický syndrom v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidémií

   Jak vyplývá z předchozí kapitoly, existuje mezi FKH a IR významný vztah. IR je základním pilířem metabolického syndromu. Mnohé studie poukazují na spojitost IR a FKH. Jak je tomu ale přímo s metabolickým syndromem v rodinách s FKH? 

   Ascaso et al. studovali pacienty s FKH, kteří přežili infarkt myokardu. 19 z 20 subjektů splňovalo kritéria MS. MS však nalezli pouze u 6 z 20 kontrolních jedinců. Naproti tomu mezi 20 pacienty s FKH, kteří neprodělali infarkt myokardu, shledali MS u 11 z nich (479). Zmiňovaná studie sice nebyla velká, ale čísla jsou přesvědčivá a rozdíly statisticky signifikantní. Také v předkládané práci byl zjištěn frekventnější výskyt MS v rodinách s FKH. U HL jedinců, zvláště pak v HL HTG podskupině, byl MS signifikantně častější než ve skupině kontrol. Frekventní výskyt MS v rodinách s FKH by se dal vysvětlit i částečným překrýváním diagnostických kritérií a základních charakteristik obou nozologických jednotek. Vyšší množství viscerálního tuku, typické pro MS, přispívá u jedinců s FKH ke konverzi lipidového, resp. lipoproteinového spektra k hypercholesterolemickým                                      a hypertriglyceridemickým hodnotám, jež jsou asociovány s vyšším rizikem předčasného rozvoje aterosklerózy a jejích komplikací.

   V současné době existuje několikero definic MS. Ty nejrecentnější kladou důraz zejména na přítomnost viscerální obezity. Tu ovšem nelze dobře kvantifikovat pomocí oblíbeného parametru BMI, ale výhodnější je nenáročné (nicméně technicky standardizované) měření obvodu pasu. Parametr obvod pasu v sobě nese informaci o množství viscerálního tuku. Viscerální tuk představuje bohatý zdroj cytokinů, které sehrávají důležitou úlohu v rozvoji IR. Obvod pasu ve spojitosti s vyššími koncentracemi TG odráží podle kanadských autorů přítomnost mnoha dalších rizikových faktorů aterosklerózy (471) a jeho výpočet tak může nahradit nákladné měření přidatných parametrů, které lze k hodnocení kardiovaskulárního rizika použít - ať už se jedná o markery zánětu, markery inzulinové rezistence, či markery odrážejících změny v hemostáze. Ke stejnému závěru jsme došli i v recentní studii naší pracovní skupiny: V rodinách s dyslipidémiemi se jedinci s hypertriglyceridemickým pasem lišili od jedinců bez hypertriglyceridemického pasu tím, že dosahovali signifikantně aterogennějších dyslipidemických hodnot (s výjimkou LDLch - v tomto parametru nebyl nalezen signifikantní rozdíl), měli zvýšené hodnoty markerů IR, zánětu a trombózy. Zároveň u nich byly zjištěny nízké koncentrace adiponektinu (480). V předkládané práci splňovalo kritéria hypertriglyceridemického pasu signifikantně více příslušníků rodin s FKH, než tomu bylo ve skupině kontrol. Jednalo se především o HL jedince. Pozitivita hypertriglyceridemického pasu u nich vyplývá nejen z abnormalit lipidového spektra, ale také ze zmnožení tukové tkáně s rizikovou abdominální distribucí. Frekventnější pozitivita hypertriglyceridemického pasu v rodinách s FKH poukazuje na významně zvýšené kardiovaskulární a metabolické riziko u těchto jedinců, a to s využitím levných, dostupných

a technicky i časově nenáročných prostředků. 

6.4.  Plazmatické lipidy a lipoproteiny v rodinách s familiární kombinovanou 

        hyperlipidémií – vztah k metabolickému syndromu

   Jak již bylo zmíněno, MS i FKH se v mnohých charakteristikách překrývají. Proto vysoký výskyt MS v rodinách s FKH není překvapením (479). Použitá definice MS zahrnuje z plazmatických lipidů a lipoproteinů požadavky na výši koncentrace TG a HDLch. Tomu odpovídají i předkládané výsledky včetně nízkého výskytu MS v NL skupině. Zvýšená koncentrace TG i nízká koncentrace HDLch je typická jak pro FKH, tak pro MS (474), s čímž koresponduje jejich průkaz ve skupině FKH s MS, ale také v HL skupině bez MS. Vyšší hladiny CCH, LDLch, nonHDLch a apoB pozorované ve skupině FKH s MS a také ve skupině HL bez MS svědčí pro více aterogenní charakter lipoproteinového spektra, které je výsledkem konkomitantního vlivu MS i onemocnění FKH. Přitom oba patologické stavy odrážejí různou měrou vlivy zevního prostředí i vlivy  genetické.

   Pozoruhodný je nález vyšších hladin Lp(a) u HL jedinců bez MS ve srovnání se skupinou FKH s MS. Je známo, že koncentraci Lp(a) nejvíce ovlivňují vrozené dispozice (140). MS představuje ovšem především neblahý důsledek zevních faktorů (ač v geneticky predisponovaném terénu). Tato skutečnost může vysvětlit nízkou koncentraci Lp(a) u jedinců postižených zároveň MS i FKH.  

   Výsledky, které zachycuje tabulka č. 10, nejsou překvapivé a korespondují s tím, co již bylo 

o MS a FKH uvedeno v předchozích kapitolách. Inzulinová rezistence je podkladem metabolického syndromu. Konkomitantní výskyt MS a FKH vede ke zvýraznění patologických odchylek v plazmatické koncentraci markerů inzulinové senzitivity 

a inzulinové rezistence. 

6.5. Vztah familiární kombinované hyperlipidémie k nealkoholické jaterní steatóze

   Hyperlipidémie obecně patří mezi významný rizikový faktor rozvoje NAFLD. Jedná se především o dyslipidémie s vyššími koncentracemi triglyceridů a nízkými koncentracemi HDLch (316, 324, 326, 327). Tyto znaky charakterizují také FKH. S tímto korespondují               i předkládané výsledky. Z nich vyplývá, že v rodinách s FKH byly nalezeny plazmatické koncentrace ALT vyšší než u kontrolní populace, to však pouze u HL jedinců, kteří měli zároveň vyšší TG. Narozdíl od nich byly koncentrace ALT u jejich NL a HL NTG příbuzných srovnatelné s hodnotami ALT u kontrolní skupiny. Po adjustaci na věk, pohlaví a BMI vymizela statistická signifikance vztahu, což lze vysvětlit nalezenou silnou pozitivní korelací mezi koncentracemi ALT a věkem a také mezi koncentracemi ALT a BMI. Pokles významnosti rozdílů je tedy dán skutečností, že HL HTG jedinci byli signifikantně starší (viz graf 2) a měli vyšší BMI (viz tab. 3), než tomu bylo v ostatních skupinách. I po adjustaci na věk, pohlaví a BMI zůstaly nicméně koncentrace ALT numericky zjevně (ač již nesignifikantně) nejvyšší.

   Obdobný závěr lze učinit i pro plazmatické koncentrace GGT. Zde však také HL NTG jedinci vykazovali ve srovnání s kontrolami numericky vyšší hodnoty GGT, tento rozdíl však nebyl statisticky signifikantní. Rovněž pro GGT byla zjištěna pozitivní korelace ve vztahu                k věku, ale i BMI, která vysvětluje pokles signifikance daný uvedenou adjustací.

   Významné pojítko mezi NAFLD a FKH představuje inzulinová rezistence (IR). FKH bývá asociována s IR (319, 322, 323, 355). 

   Vztah jaterních testů, jejichž hodnoty odrážejí přítomnost NAFLD, a inzulinové rezistence je zřejmý. Rozdíly mezi koncentracemi jaterních enzymů vykazují podobnost s rozdíly mezi parametery vystihujícími zvýšenou inzulinovou rezistenci či sníženou inzulinovou senzitivitu.HL HTG jedinci z rodin s FKH dosahovali nalačno signifikantně vyšší plazmatické glykémie, koncentrace inzulinu, C-peptidu, HOMA-indexu a nižších hodnot indexu QUICKI než kontrolní skupina – a to i po adjustaci k věku, pohlaví a BMI. V rámci studovaného souboru byla nalezena signifikantní pozitivní korelace mezi hodnotami jaterních enzymů                   a parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, resp. inzulinovou senzitivitou. Jak je již zmíněno výše, v rodinách s FKH byla shledána frekventní přítomnost MS u 36,8% HL jedinců (u 43,8% HL HTG jedinců, ale žádného z jejich NTG příbuzných). Jednalo se současně o skupinu s nejvyššími dosaženými hodnotami obou sledovaných jaterních enzymů, ALT a GMT). Marchesini uvádí, že mezi 163 pacienty bez diabetu s biopticky verifikovanou NAFLD nalezl MS dokonce až u 88% z nich (313). Araya konstatoval přítomnost MS u 93% ze 46 jedinců s biopticky verifikovanou NALFD. Popsal IR v podobě poruchy glukózové tolerance u 57% a v podobě diabetu u 15% z nich. Závažnější formu NAFLD, nealkoholickou steatohepatitidu zjistil u diabetiků (43%) a jedinců s poruchou glukózové tolerance (38%), pouze však u 8% pacientů, kteří nevykazovali známky inzulinové rezistence (314). 

6.6. Vztah familiární kombinované hyperlipidémie a adiponektinu

         Nízká hladina adiponektinu, která bývá spojena se zvýšeným kardiovaskulárním rizikem (481). a kromě pacientů s obezitou a diabetem 2. typu (178, 179). byla popsána také v rodinách s FKH. Literární údaje nicméně zmiňují, že i v těchto rodinách existuje závislost na lipidovém a lipoproteinovém fenotypu: U hyperlipidemických jedinců byly pozorovány koncentrace adiponektinu nižší než u jejich normolipidemických příbuzných (188, 189). Mezi náhodným vzorkem populace a jedinci z rodin s FKH však předkládaná práce obdobný rozdíl v plazmatické koncentraci adiponektinu neprokázala. Proč tomu tak bylo? Vzhledem k významnému věkovému rozdílu a také rozdílu v hodnotách průměrného BMI mezi jednotlivými skupinami byla data podrobena analýze s původními neadjustovanými hodnotami. Ani poté nebyl shledán signifikantní rozdíl mezi členy z rodin s FKH                           a kontrolním vzorkem. Zde je nutno zmínit, že při sestavování souboru jedinců z rodin s FKH nebyli zahrnuti již léčení probandi s velmi vysokým kardiovaskulárním rizikem, u nichž nebylo možno na 6 týdnů přerušit hypolipidemickou léčbu. Dalším faktem je vztah mezi FKH a inzulinovou rezistencí. Jedinci s již diagnostikovaným diabetem byli ze zkoumaného souboru rovněž vyloučeni, aby se předešlo možnému ovlivnění lipoproteinového spektra                a dalších výsledků jinou příčinou než samotnou FKH. Je pravděpodobné, že díky striktímu dodržení vylučovacích kritérií nebyli do souboru zahrnuti jedinci z rodin s FKH, u nichž bylo možné očekávat nízké plazmatické koncentrace adiponektinu.

   Ve studovaném souboru byla nalezena signifikantní negativní asociace adiponektinu s obvodem pasu, TG, AIP a dále pozitivní asociace adiponektinu s HDLch. Také van der Vleuten nalezl asociaci mezi nízkými hladinami adiponektinu a aterogenním lipidovým profilem, charakterizovaným vyššími TG a nízkým HDLch. Stejně jako i další popsal negativní vztah mezi hladinami adiponektinu a BMI, resp. obvodem pasu (188, 189). 

   V předkládané práci byla nalezena ještě jedna pozoruhodná asociace, a to sice pozitivní vztah mezi koncentrací sVCAM-1 a adiponektinu (r = 0,276; p < 0,01). Ke stejnému závěru dospělo několik recentních prací. Lze předpokládat, že zatímco sVCAM-1 v aterosklerotickém plátu umožňuje adhezi monocytů k aktivovanému endotelu a rozvinutí následných buněčných a molekulárních proaterogenních kaskád, akumulovaný adiponektin brzdí v poškozené cévní stěně progresi aterosklerózy (176, 177). Podle Hattoriho et al. vykazuje adiponektin dokonce duální účinky – protizánětlivé, ale také prozánětlivé. Protizánětlivý potenciál adiponektinu vysvětluje Hattoriho tým potenciací fosforylace NO-syntázy a zvýšenou produkcí oxidu dusnatého endoteliálními buňkami, což následně přispívá k inhibici TNFα-indikované aktivaci NFκB. Naopak prozánětlivý efekt adiponektinu je vysvětlován tím, že adiponektin sám  představuje slabý aktivátor NFκB (482). 

   Negativní vztah mezi adiponektinem a hsCRP svědčí pro protizánětlivé vlastnosti adiponektinu a zároveň naznačuje, že zánět mírného stupně může být spjat s nízkými hladinami adiponektinu (170, 171, 177).

6.7. Vztah familiární kombinované hyperlipidémie a adhezivních molekul

   FKH je spjata s rozvojem předčasné aterosklerózy - a to i přesto, že plazmatické koncentrace aterogenních lipidů a lipoproteinů nedosahují extrémních hodnot. FKH je však provázena dalšími změnami na molekulární úrovni, které více či méně přispívají k výraznému proaterogennímu potenciálu tohoto dědičného onemocnění. Z tohoto hlediska jsou předmětem četných studií i buněčné adhezivní molekuly, jejichž exprese cévním endotelu je malá, zvyšuje se však při endoteliální dysfunkci (430), kdy po odštěpení z buněčných membrán cirkulující množství solubilního ICAM-1 a VCAM-1 koreluje s jejich expresí na buněčných membránách (443). Jejich plazmatické koncentrace tak zrcadlí míru aktivace endotelu.

   V předkládané práci byly nalezeny signifikantně vyšší koncentrace sICAM-1 v rodinách s FKH, a to výlučně u HL jedinců. K významnosti tohoto vztahu přispívají zejména vysoké koncentrace sICAM-1 u HL HTG podskupiny. Mezi NL jedinci z rodin s FKH a kontrolní skupinou nebyla obdobná signifikantní asociace nalezena. V případě sVCAM-1 je zřetelný trend k vyšším hodnotám této adhezivní molekuly v rodinách s FKH, a to opět zvláště u HL HTG jedinců. Rozdíly však nedosahovaly statistické významnosti. K obdobným výsledkům dospěla naše pracovní skupina již dříve (483). Ke stejným závěrům došly také jiné týmy. Kowalski shledal u pacientů s hypercholesterolémií a kombinovanou hyperlipidémii signifikantně vyšší hladiny sICAM-1, nikoliv však sVCAM-1, než u kontrolních jedinců. Plazmatické koncentrace sICAM-1 u skupiny s kombinovanou hyperlipidémií byly signifikantně vyšší než v případě čisté hypercholesterolémie (455). Kvasnička popsal signifikantně vyšší koncentrace sICAM-1 u obézních jedinců s kombinovanou hyperlipidémii než u kontrolní skupiny (484). Hackmanová pozorovala zvýšené hladiny sICAM-1 u závažné hypercholesterolémie a hypertriglyceridémie. Zvýšené koncentrace sVCAM-1 nalezla pouze u hypertriglyceridémie, ne však u hypercholesterolémie (456). 

   K zamyšlení vede otázka – proč je pro jedince z rodin s FKH typické zvýšení sICAM-1        a nikoliv sVCAM-1? Jak je již zmíněno výše, VCAM-1 je v aterosklerotickém plátu exprimována na aktivovaném cévním endotelu. ICAM-1 je exprimována také fibroblasty         a hematopoetickými buňkami. Proto po uvolnění adhezivních molekul z buněčného povrchu do cirkulace odráží koncentrace sVCAM-1 množství VCAM-1 v aterosklerotickém plátu, zatímco sICAM-1 představuje obecnější marker zánětu a zahrnuje v sobě výpovědní hodnotu   o přítomnosti endoteliální dysfunkce a souvisejících rizikových faktorů i v době, kdy ještě nejsou přítomny aterosklerotické pláty (439).

   Tomu odpovídá i skutečnost, že v předkládané práci byly zjištěny signifikantní asociace mezi sICAM-1 a markery zánětu, hemostatickými markery, parametry vztahujícími se k inzulinové rezistenci a k metabolickému syndromu – a to včetně antropometrických parametrů, ale také asociace s jaterními enzymy odrážejícími přítomnost jaterní steatózy, dále byly zjištěny signifikantní asociace mezi ICAM-1 a plazmatickými koncentracemi lipidů           a lipoproteinů. Naproti tomu nebyl prokázán vztah mezi sVCAM-1 a zánětlivými markery či markery jaterní steatózy, ani mezi sVCAM-1 a plazmatickými lipidy a lipoproteiny. 

   V souladu s tímto vysvětlením odlišných výsledků mezi sICAM-1 a sVCAM-1 jsou              i výsledky studií realizovaných na zdravé populaci, které prokázaly vztah mezi koncentrací sICAM-1 (nikoliv však sVCAM-1) a rizikem budoucí koronární příhody (444, 445, 446). Naproti tomu u jedinců s již přítomnou aterosklerózou, resp. s již dokumentovaným kardiovaskulárním onemocněním, byly koncentrace sVCAM-1 asociovány se zvýšeným rizikem budoucí kardiovaskulární příhody (436, 447), nebo korelovali s rozsahem periferního aterosklerotického poškození (258).

   O pozitivní asociaci mezi sVCAM-1 a adiponektinem u pacientů s dyslipidémií či s kardiovaskulárním onemocněním se zmiňuje několik recentních prací (176, 177)  a blíže byla vysvětlena v předchozí stati týkající se adiponektinu. 

   Souhrnně lze tedy říci, že sICAM1 může představovat přidatný prediktor kardiovaskulárního rizika u pacientů s FKH. Výpovědní hodnota sICAM-1 v sobě zahrnuje jistou informaci o přítomnosti dyslipidémie, inzulinové rezistence, metabolického syndromu, viscerální obezity a zánětlivé složky spojené s endoteliální dysfunkcí.

6.8. Zánět a jeho uplatnění u familiární kombinované hyperlipidémie 

   V současné době je na aterosklerózu nahlíženo jako na chronický zánětlivý proces v cévní stěně, nikoliv již jako na degenerativní onemocnění cév. FKH významně přispívá k předčasnému rozvoji a manifestaci aterosklerózy. Nabízí se otázka, zda pacienti s FKH vykazují vyšší zánětlivou aktivitu než zdravá populace. 

   V předkládané práci byly zjištěny zvýšené hodnoty hsCRP i fibrinogenu v rodinách s FKH, a to sice u HL, resp. HL HTG jedinců. Tato skupina měla také nejvyšší průměrný věk, BMI           a obvod pasu. Bylo opakovaně prokázáno, že k jistému vzestupu plazmatické koncentrace hsCRP dochází s věkem a s narůstající hmotností a zároveň bývá vyšší u mužů (196, 197). Obdobný vztah byl nalezen v této práci také mezi fibrinogenem a věkem i BMI. 

   Četné intervenční studie vedené u pacientů s dyslipidémií deklarují pokles CRP po léčbě statinem (485, 486,  487) a pokles fibrinogenu v souvislosti s medikací fibrátu (488, 489). Vypovídají zároveň o vyšších hodnotách zánětlivých markerů u jedinců s těmito poruchami metabolismu lipidů, resp. lipoproteinů. V souladu s tím koresponduje i pozitivní asociace hsCRP, resp. fibrinogenu s proaterogenním lipidovým spektrem v předkládané práci. 

   Vzájemná korelace obou parametrů, jakož i jejich pozitivní asociace se sICAM-1, který je mimo jiné také markerem zánětu, není překvapivá. CRP i fibrinogen zvyšují expresi adhezivních molekul na endoteliálních buňkách (202, 203, 233, 439). Rovněž pozitivní korelace hsCRP, resp. fibrinogenu s vWF je logická. Hemostatický parametr vWF představuje významný marker endoteliálního poškození, které je spolupodmíněno zánětlivou složkou při endoteliální dysfunkci (390). 
   Je známo, že diabetici a jedinci s inzulinovou rezistencí vykazují vyšší koncentrace CRP (490, 491, 492), ale také fibrinogenu (493, 494, 495). Stejně tomu je i u pacientů s nadváhou (212, 496, 497). I předkládané výsledky dokumentují vztah mezi hsCRP, resp. fibrinogenem a parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, a dále také asociaci hsCRP, resp. fibrinogenu s dalšími znaky metabolického syndromu. Pozitivní asociace mezi hsCRP a GGT odkazuje na vztah k nealkoholické jaterní steatóze. NAFLD se rozvíjí v přítomnosti inzulinové rezistence a sama spolupodmiňuje hepatální inzulinovou rezistenci. Inzulinová rezistence bývá spjata s endoteliální dysfunkcí a současně též s vyšší zánětlivou aktivitou (498).

   Závěrem této kapitoly je možné shrnout, že v rodinách s FKH byly zvýšené zánětlivé markery (hsCRP i fibrinogen) detekovány u HL, resp. HL HTG jedinců. Jak vyplývá z výsledků četných studií, při vyloučení jiných příčin, které bývají spojeny s elevací těchto parametrů, zvýšené hladiny hsCRP a fibrinogenu signalizují zvýšené riziko koronární příhody, cévní mozkové příhody i periferní aterosklerózy (194, 196, 197, 205-210, 214, 226, 227, 235, 243, 244, 246, 247, 249-255, 257). Lze usuzovat, že zvýšená zánětlivá aktivita u HL, resp. HL HTG jedinců vyplývá s endoteliální dysfunkce, jež u nich bude dosahovat vyššího stupně než u jejich NL příbuzných a kontrolních jedinců. U HL HTG členů rodin s FKH signalizuje tedy zvýšená koncentrace hsCRP, resp. fibrinogenu vyšší kardiovaskulární riziko.   

   Plazmatické koncentrace hsCRP, resp. fibrinogenu by nicméně měly být interpretovány           ve spojitosti s lipidovým profilem (212). 

6.9. Hemostáza a familiární kombinované hyperlipidémie

6.9.1. Tkáňový aktivátor plazminogenu, inhibitor tkáňového aktivátoru plazminogenu-1, von Willebrandův faktor

   Ateroskleróza je komplexní proces, při jehož vývoji se uplatňují také odchylky v hemostáze, resp. fibrinolýze. FKH vede k vzniku předčasné aterosklerózy, a proto je v následující stati řešena otázka, nakolik jsou změny vybraných hemostatických parametrů spojeny se samotnou FKH. 

   V předkládané práci byly u HL HTG jedinců nalezeny signifikantně vyšší plazmatické koncentrace tPA než u jejich NL příbuzných a než u skupiny kontrol. NL ani HL NTG jedinci z rodin s FKH se od kontrolního vzorku populace v hodnotách tPA statisticky nelišili. Naproti tomu všechni příslušníci rodin s FKH vykazovali vyšší hodnoty PAI-1 než kontrolní skupina. V případě vWF nebyl nalezen signifikantní rozdíl mezi rodinami s FKH a kontrolní skupinou. K obdobným závěrům, týkajících se zvýšené koncentrace endoteliálních hemostatických faktorů (tPA, PAI-1, ale dokonce i vWF) u asymptomatických jedinců z rodin s FKH, dospěli i další autoři (401, 414). V obou těchto pracích se HL jedinci lišili od kontrolních jedinců také v hodnotách vWF. Proč nebyl stejný závěr výsledkem statistické analýzy také v této práci? Nebylo to dáno malým zastoupením studovaných subjektů - jejich počty se ve srovnávaných souborech příliš nelišily. Tabulka č. 16 však zjevně zachycuje obdobný trend vyšších numerických hodnot vWF v rodinách s FKH. Je možné, že statistickou signifikanci zde snížila skutečnost, že v HL skupině jsou zavzati především příbuzní probandů, nikoliv probandi samotní - ti většinou byli ze studie vyřazeni již v úvodu, neboť pro vysoké kardiovaskulární riziko (obvykle se jednalo o subjekty s klinicky již manifestní aterosklerózou) nemohla být z etických důvodů přerušena na 6 týdnů hypolipidemická terapie. A právě u probandů FKH lze předpokládat zvýšené hodnoty sledovaných hemostatických parametrů. Z popsaného vztahu mezi vyššími hladinami zmiňovaných hemostatických parametrů a FKH vyplývá          i odůvodnění pro zjištěnou asociaci těchto parametrů s proaterogenním lipidovým, resp. lipoproteinovým spektrem.

   Statisticky signifikantní a silné asociace byly v této práci shledány mezi parametry tPA, PAI-1 a markery inzulinové rezistence či znaky metabolického syndromu Jedná se o vztah známý z jiných studií, které také dokumetují vyšší hladiny tPA či PAI-1 u pacientů s nadváhou, obezitou, s poruchou glukózové tolerance, či diabetem (419, 422-425),  ale také    u hypertoniků - zvláště pokud vykazovali inzulinovou rezistenci (423). Význam asociace mezi sledovanými hemostatickými markery, obezitou a inzulinovou rezistencí dokládají studie na myších. U myší s absolutním nedostatkem PAI-1 nedošlo ani při vysokotučné dietě k rozvoji obezity ani inzulinové rezistence (425). Jsou také známé práce dokládající vztah vWF k  inzulinové rezistenci (499). V předkládané práci byla nalezena asociace mezi vWF a C-peptidem, nikoliv však mezi dalšími parametry IR. Podobnou pozitivní asociaci endoteliálních hemostatických faktorů s inzulinovou rezistencí a se znaky metabolického syndromu v rodinách s FKH popsali i další autoři (401, 414).

   Inzulinová rezistence má blízký vztah k NAFLD, k jejímuž rozvoji významně přispívá. Tím lze vysvětlit také pozitivní asociaci tPA a PAI-1 s jaterními enzymy, jejichž mírně zvýšené hodnoty vyplývají z přítomnosti nealkoholické jaterní steatózy. Obdobné výsledky získal již před 16 lety Bruckert, později k témuž závěru dospěli i další (500-502). 

   Narozdíl do tPA a PAI-1 byla nalezena pozitivní korelace vWF s markery zánětu (viz níže). Je tedy zřejmé, že hemostatické parametry jsou kromě rozdílné role v procesu hemostázy zahrnuty odlišnou měrou v dalších molekulárních a buněčných kaskádách, které se na rozvoji aterosklerózy podílejí. Zvýšené koncentrace tPA, PAI-1 a vWF jsou na základě výsledků četných studií považovány za prediktor kardiovaskulárních příhod (390, 416, 417,  419-421).
   Souhrnně lze říci, že kromě fibrinogenu, který je jako reaktant akutní fáze a významný marker zánětu zmíněn výše, existují i další hemostatické parametry, jejichž plazmatické koncentrace se v rodinách s FKH liší od zdravé populace. Tyto parametry mají vztah k inzulinové rezistenci, NAFLD, event. i k zánětu, a svými hodnotami vypovídají o aktivaci endotelu a endoteliální dysfunkci. Jak koagulační, tak i fibrinolytický systém se v případě patologických odchylek může podílet na rozvoji a progresi aterosklerózy. Hodnoty hemostatických parametrů tak odrážejí část proaterosklerotického potenciálu organismu            a mohou se uplatnit jako přidatný prediktor kardiovaskulárního rizika.

6.9.2. Trombomodulin

   Měřená solubilní frakce trombomodulin (TM) vzniká enzymatickým odštěpením molekuly z poškozeného endoteliálního povrchu (402, 403). Představuje tak indikátor endoteliální dysfunkce, která se u FKH vyskytuje (404-406). 

   Navzdory očekávání nebyly v této práci nalezeny signifikantní rozdíly v koncentracích solubilního trombomodulinu mezi jedinci z rodin s FKH a kontrolní skupinou – a to ani při porovnání výsledků původních, ani při porovnání výsledků adjustovaných k věku, pohlaví              a BMI. Za zmínku stojí, že nízké koncentrace TM byly detekovány u HL NTG jedinců, vykazujících zároveň nízké hodnoty markerů inzulinové rezistence. Vzhledem                          k relativně malému počtu zahrnutých členů nebyl nicméně mezi HL NTG skupinou a ostatními skupinami nalezen statisticky signifikantní rozdíl v koncentraci TM.

   V současné existují studie, které dokládají, že TM lze využít jako prediktor kardiovaskulárních příhod a kardiovaskulární mortality (409). Na TM je také nahlíženo jako na marker endoteliální dysfunkce. I přesto dostupné práce zabývající se hemostatickými faktory v rodinách s FKH nepopisují významně vyšší plazmatické koncentrace solubilního TM u členů rodin s FKH – dokonce ani u HL jedinců (401). Obdobné závěry rezultovaly ze studie týkající se dětí s familiární hypercholesterolémií: Tyto děti se v hodnotách TM nelišily od kontrolní skupiny (415). V rodinách s FKH byla nicméně zjištěna asociace mezi hladinami TM a přítomností znaků metabolického syndromu (414). 

   V předkládané práci byla nicméně nalezena pozitivní korelace mezi hladinami TM a dalšími hemostatickými parametry (vWF, PAI-1), ale také se sVCAM-1. Vztah k inzulinové rezistenci, k níž se endoteliální dysfunkce přidružuje, jak dokládají studie u diabetických pacientů (503), odráží pozitivní asociace TM s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, resp. senzitivitou – blíže jsou popsány v kapitole Výsledky. 

6.10. Vybrané genetické aspekty familiární kombinované hyperlipidémie

   I když dyslipidémii nacházíme u 50% jedinců v rodinách s FKH, nejedná se velmi pravděpodobně o monogenně dědičné onemocnění. Někteří ji považují za heterogenní poruchu metabolismu lipidů složenou s různých, vzájemně se prolínajících nozologických podjednotek. Podle jiných je FKH zástupcem polygenně dědičné choroby. Každopádně se na expresi typických znaků FKH uplatňují různé genetické vlohy, ale i faktory životního stylu. Do dnešní doby nebyl nalezen univerzální společný genetický podklad - byť i modifikovaný dalšími genetickými dispozicemi - který by se typicky vyskytoval u každého jedince s FKH. Mimo jiné je z pohledu FKH věnována pozornost genovému clusteru apoCIII/AIV/AV, jehož produkty se podílejí na modifikaci plazmatické hladiny TG. 

6.10.1. Polymorfismus pro apolipoprotein A-V 

      Jak vyplývá z našich výsledků, polymorfismus pro apoA-V se vyskytuje i v rodinách s FKH. V předkládané práci byl u HL jedinců z rodin s FKH nalezen signifikantní rozdíl plazmatické koncentrace TG, ale i hodnot AIP mezi jedinci s běžným genotypem (TT)                  a jedinci s genotypem nesoucím minoritní alelu C (genotypy TC + CC). S výskytem genotypů nesoucích minoritní alelu C byla asociována vyšší koncentrace TG i vyšší hodnota AIP než s běžným genotypem. Obdobné závěry byly popsány již dříve - jak na zvířecích modelech, tak i u lidské populace (47). Talmud nalezl vyšší koncentrace TG u jedinců nesoucích ve svém genotypu minoritní alelu C, zároveň u nich zjistil také vyšší zastoupení VLDL-TG a VLDL-cholesterolu (55). Ke stejným výsledkům dospěla též studie vedená na pacientech s dyslipidémií v San Franciscu. V té byla shledána asociace minoritní alely i se zvýšeným množstvím TG nesených také částicemi LDL a HDL (63). Nabika popsal častější výskyt minoritní alely C u Japonců než u kavkazské populace. Rovněž potvrdil její pozitivní asociaci s plazmatickou koncentrací TG. Nenalezl však signifikantní vztah mezi alelou C a koncentrací celkového cholesterolu, LDLch nebo HDLch (504). V tuniské populaci diabetiků 2. typu byly vyšší hladiny TG detekovány u heterozygotů (TC) než u homozygotů s obvyklým genotypem (TT). Frekvence genotypu TC byla vyšší ve skupině jedinců s vysokými TG (60). Mezi obyvateli Singapouru byla nalezena stejná významná asociace TG s nosičstvím genotypu nesoucího minoritní alelu C. Inverzní asociace s takovým genotypem byla shledána pro koncentraci HDLch, a to pouze pro Číňany a Malajce, nikoliv pro Indy. Toto zjištění naznačuje, že apoA-V se může uplatnit v rozdílných koncentracích plazmatických TG a HDLch pozorovaných mezi různými etniky (505). Také u české populace s dyslipidémií bylo potvrzeno frekventnější nosičství genotypu CC či TC (tedy genotypů s minoritní alelou C) u pacientů s vysokými TG. Nicméně ne všichni jedinci s hypertriglyceridémií vykazovali přítomnost alely C ve svém genotypu (53). K obdobným výsledkům dospěla i další evropská studie (506). Podrobnější Ribaltova studie polymorfismu T-1131C v rodinách s FKH potvrdila opět asociaci koncentrace TG u HL jedinců s genotypem nesoucím minoritní alelu C (TC, CC), což neplatilo pro NL subjekty. Pro genotypy s minoritní alelou C byla dále shledána asociace s koncentrací VLDL-TG, IDL-TG, VLDL-cholesterolu, VLDL-apoB). V rodinách s FKH byly varianty polymorfismu apoA-V nalezeny s vyšší frekvencí u HL než  u NL či kontrolní skupiny (52). Narozdíl od Ribalty však v předkládané práci nebyla ve frekvenci genotypů nesoucích minoritní alelu (TC, CC) zachycena signifikantní diference mezi rodinami s FKH a náhodným vzorkem populace, a to ani při srovnání samotné HL skupiny s tímto populačním vzorkem. Jak je již zmíněno výše, genetické studie jsou zpravidla realizovány na tisícových populacích. Z tabulky č. 18 vyplývá jasně trend frekventnějšího výskytu genotypů s minoritní alelou v rodinách s FKH, zvláště u HL jedinců. Nedosažení statistické významnosti uvedeného rozdílu lze připsat relativně malému počtu zkoumaných subjektů. 
6.10.2. Polymorfismus genu pro apolipoprotein E 
   Polymorfismus genu pro apolipoprotein E je jedním z faktorů, které přispívají k interindividuálním odlišnostem plazmatické hladiny cholesterolu v populaci. Produkt genu, apolipoprotein E, se díky zprostředkování vazby zásadním způsobem podílí na katabolismu chylomikronových i VLDL-remnantů. Má nezastupitelné místo v přeměně VLDL remnantů na LDL-částice a také reguluje intestinální absorpci cholesterolu. 

   Polymorfismus pro apoE byl studován v rodinách s FKH. V těchto rodinách byly v této práci v souladu s dalšími studiemi identifikovány u různých jedinců všechny tři typy alel (Є2, Є3 i Є4). S výjimkou genotypu E2/2, který se pojí s familiární dysbetalipoproteinemií            a patřil proto mezi jedno z vylučovacích kritérií, zde byly pozorovány všechny možné typy genotypů. Stejně jako i v pracích jiných autorů byla v rodinách s FKH shledána signifikantně vyšší frekvence genotypu E4/4 než v běžné populaci (76, 77). Odpovědí na otázku, nakolik se na tom podílí HL a nakolik NL skupina, bylo zjištění, že výskyt genotypu E4/4 se častěji, než je běžné, objevuje u HL, nikoliv však u NL jedinců. 

   V této práci nebyl nalezen signifikantní rozdíl ve frekvenci alel Є2, Є3 a Є4 mezi jednotlivými skupinami. V dostupné literatuře se však lze dočíst o vyšší frekvenci alely Є4     u HL jedinců v rodinách s FKH. Při shlédnutí tabulky č. 23 je nicméně evidentní, že procentuální zastoupení alely Є4 v HL skupině skutečně numericky převyšuje podíl nosičů této alely v ostatních skupinách – tedy u NL a KO jedinců. Je pravděpodobné, že v budoucnu po rozšíření souboru o další jedince bude shledán tento rozdíl jako statisticky signifikantní.
   Na rozdíl od několika studií nebyl v rodinách s FKH ani mezi kontrolními jedinci 

v závislosti na nosičství genotypu pro apoE nalezen očekávaný signifikantní rozdíl 

v plazmatické koncentraci CCH a LDLch (67, 72, 73). Jak ukazuje tabulka č. 24, ani z numerických hodnot není patrný předpokládaný trend k vyšším hodnotám CCH a LDLch           u HL jedinců nesoucích ve svém genotypu alelu Є4, třebaže v dílčích pracích (507-509). využívajících stejných výpočetných postupů včetně srovnávací statistické metody, byly právě v případě HL jedinců z rodin s FKH skutečně zjištěny vyšší hodnoty CCH u nosičů genotypů zahrnujících alespoň jednu alelu Є4. Rozšíření souboru zde tedy nepřispělo k zvýraznění rozdílu, ba právě naopak. Příčinou poklesu signifikance vztahu bylo začlenění tří dalších subjektů. Tito jedinci pocházeli z jediné rodiny a všichni nesli genotyp E3/3, což v relativně malém studovaném souboru významně ovlivnilo statistické výsledky. U NL a kontrolní skupiny je však numericky naznačen trend vyšších hodnot CCH a LDLch v souvislosti s výskytem genotypů nesoucích alespoň jednu alelu Є4. 

   Podle některých prací jsou plazmatické hladiny CCH a LDLch asociovány spíše                        s výskytem samotných alel než genotypu pro apoE. Ve srovnání s alelou Є3 byly v těchto studiích s alelou Є2 spjaty nižší hodnoty CCH a LDLch, a s alelou Є4 naopak vyšší hodnoty CCH a LDLch (67, 70, 72, 76, 77). Proto byly v rámci předkládané práce doplněny další výpočty, jež shrnují tabulky č. 25 a 27. V nich jsou obdobným způsobem porovnány plazmatické koncentrace CCH a LDLch v jednotlivých skupinách, avšak v závislosti na nosičství alel. V případě kontrolní skupiny se nosičství alely Є2 pojilo se signifikantně nižšími hodnotami CCH než nosičství alely Є3. U kontrolních jedinců bylo dosaženo signifikantně nižších hodnot LDLch v případě nosičství alely Є2 a Є3 než alely Є4. Také NL skupina dosahovala signifikantně vyšších hodnot LDLch v souvislosti s alelou Є4 než s alelou Є2. 

   Výsledky týkající se vztahu mezi genotypem, resp. alelami pro apoE a plazmatickou koncentrací CCH či LDLch nebyly statisticky tak přesvědčivé jako u výše zmíněných autorů. V případě TG se však statistické závěry shodovaly s publikovanými postuláty, které popisují souvislost vyšších koncentrací TG s alelou Є2 a Є4 ve srovnání s alelou Є3 (70, 73, 74, 76). V případě srovnání alely Є3 byly signifikantně vyšší hodnoty TG nalezeny ve spojitosti s alelou Є4 – a to jak v rodinách s FKH i u kontrolních jedinců. V HL skupině s FKH byly navíc signifikantně vyšší hodnoty TG zjištěny v souvislosti s alelou Є2 než s alelou Є3. Tabulka č. 28, popisující vztah mezi plazmatickou koncentrací TG a jednotlivými genotypy, jen dokresluje a podtrhuje statistický význam obou uvedených asociací. 

   Někteří autoři zaznamenali, že alela Є2 bývá spojena s nižšími koncentracemi apoB,                    a naopak alela Є4 se pojí s vyššími koncentracemi apoB než alela Є3 (67, 72, 77). Výsledky shrnuté v tabulce č. 30 a 31 korespondují s tímto poznatkem.
7. Závěry
	1.
	V rámci této práce bylo vyšetřeno 131 členů ze 41 rodin postižených FKH a 60 kontrolních jedinců. Podle laboratorních charakteristik byli členové rodin s FKH rozděleni na hyperlipidemickou (HL) skupinu čítající 76 subjektů průměrného věku 44,1 ( 13,1  let, a  normolipidemickou (NL) skupinu čítající 55 subjektů průměrného věku 33,3 ( 11,5 let. HL skupina byla rozdělena na hypertriglyceridemickou (HL HTG) 

a normotriglyceridemickou (HL NTG) podskupinu – diskriminační hodnota triglyceridů byla 1,5 mmol/l. Průměrný věk kontrolní skupiny byl 43,2 ( 14,8 let. S vyšším věkem HL skupiny souvisí její vyšší BMI a obvodu pasu. Výsledky jednotlivých parametrů byly proto při statistickém zhodnocení adjustovány k pohlaví, věku a BMI.  



	2.
	HL HTG skupina dosahovala signifikantně více aterogenních hodnot lipidových 

a lipoproteinových parametrů než NL a kontrolní skupina. Také v HL NTG skupině byly 

ve srovnání s NL skupinou a skupinou kontrol zjištěny signifikantně vyšší hladiny CCH, LDLch, nonHDLch, apoB a poměru apoB/apoA-1. Tato skupina však vykazovala signifikantně vyšší hladiny HDLch a nižší AIP než jejich NL a HL HTG příbuzní. V koncentracích apoA-1 a Lp(a) nebyl nalezen rozdíl mezi zástupci rodin s FKH 

a kontrolní skupinou.



	3.
	V HL skupině byla zjištěna větší inzulinová rezistence než ve skupině kontrol. HL jedinci měli signifikantně vyšší koncentrace inzulinu a glykémie nalačno, vyšší index inzulinové rezistence HOMA a nižší index inzulinové senzitivity QUICKI. K signifikanci těchto rozdílů přispívali výslednými hodnotami uvedených parametrů jedinci z HL HTG podskupiny. Ti ve srovnání s kontrolní skupinou vykazovali i signifikantně vyšší koncentrace C-peptidu. V hodnotách proinzulinu nebyla nalezena statisticky významná diference mezi jednotlivými skupinami. Také NL a HL NTG skupina se od kontrol lišily v parametru QUICKI, který byl v jejich případě signifikantně nižší. 



	4.
	V rodinách s FKH byl zjištěn frekventnější výskyt metabolického syndromu. U HL jedinců byl metabolický syndrom detekován signifikantně častěji než u NL a kontrolních jedinců. V HL NTG skupině nebyl metabolický syndrom nalezen. Rodiny s FKH signifikantně převyšovaly kontrolní skupinu v průměrném počtu diagnostických znaků metabolického syndromu. Na tomto rozdílu se významně podílela HL, resp. HL HTG,  nikoliv však NL ani HL NTG skupina. HL skupina splňovala signifikantně častěji kritéria hypertriglyceridemického pasu než NL a kontrolní skupina. 



	5.
	Jedinci byli vyhodnoceni také s ohledem na přítomnost metabolického syndromu (MS). Hodnoty TG a AIP byly ve srovnání s kontrolní skupinou signifikantně vyšší                          u příslušníků skupiny „FKH s MS“. Ve skupině „NL bez MS“ se oba parametry nelišily 

od kontrolní skupiny. Členové skupiny „HL bez MS“ měli signifikantně vyšší TG než členové skupiny „NL bez MS“ a než kontrolní jedinci, zároveň však nižší TG než členové skupiny „FKH i MS“. Plazmatické koncentrace HDLch byly ve srovnání se všemi ostatními skupinami signifikantně nejnižší ve skupině „FKH s MS“. Ostatní skupiny se v koncentraci HDLch mezi sebou nelišily. Hodnoty CCH, LDLch                          a nonHDLch byly ve skupině „FKH s MS“ a také ve skupině „HL bez MS“ signifikantně vyšší než u kontrolních jedinců. Skupina „NL bez MS“ měla hodnoty těchto parametrů srovnatelné s kontrolami. Také koncentrace apoB ve skupině „FKH s MS“ a ve skupině „HL bez MS“ významně převyšovaly koncentrace apoB v NL                  a kontrolní skupině. Ve srovnání se skupinou FKH s MS a skupinou kontrol byla koncentrace Lp(a) signifikantně vyšší u HL jedinců bez MS.



	6.
	U HL jedinců z rodin s FKH, a zvláště pak u HL HTG podskupiny byly zjištěny vyšší hodnoty ALT i GGT než v NL a kontrolní skupině. Třebaže rozdíly mezi jednotlivými skupinami nebyly signifikantně významné, trend v dosahování vyšších hodnot ALT            i GMT v HL skupině je zjevný. 



	7.
	Ve studovaném souboru nebyly nalezeny signifikantní rozdíly v plazmatické koncentraci adiponektinu mezi jednotlivými skupinami. Byla zjištěna pozitivní asociace adiponektinu se sVCAM-1 a hsCRP, a dále negativní asociace adiponektinu s obvodem pasu.



	8.
	Zjistili jsme signifikantně vyšší hodnoty sICAM-1 u HL jedinců, zvláště pak u HL HTG podskupiny z rodin s FKH než u kontrolní skupiny. Mezi příslušníky rodin s FKH a kontrolní skupinou nebyly zjištěny signifikantní rozdíly v koncentracích sVCAM-1. Byl však zachycen trend k vyšším hodnotám sVCAM-1 u HL HTG jedinců z rodin s FKH. Byly zjištěny signifikantní asociace mezi sICAM-1 a markery zánětu, hemostatickými markery, parametry vztahujícími se k inzulinové rezistenci a k metabolickému syndromu – a to včetně antropometrických parametrů, ale také asociace s jaterními enzymy odrážejícími přítomnost jaterní steatózy, dále byly zjištěny signifikantní asociace mezi sICAM-1 a plazmatickými koncentracemi lipidů a lipoproteinů. Naproti tomu nebyl prokázán vztah mezi sVCAM-1 a zánětlivými markery či markery jaterní steatózy, ani mezi sVCAM-1 a plazmatickými lipidy a lipoproteiny. Pro sVCAM-1 byla detekována pozitivní asociace s markery hemostázy.



	9.
	V předkládané práci byly zjištěny zvýšené hodnoty hsCRP i fibrinogenu v rodinách s FKH, a to sice u HL, resp. HL HTG jedinců. Byla zjištěna asociace hsCRP s plazmatickými lipidy a lipoproteiny, s hemostatickými markery, s adhezivní molekulou sICAM-1, s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, s dalšími znaky metabolického syndromu a s GGT. Pro fibrinogen byla nalezena asociace s plazmatickými lipidy a lipoproteiny, s CRP a sICAM-1, s hemostatickými markery, s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí a s dalšími znaky metabolického syndromu.


	10.
	Byla zjištěna signifikantně vyšší koncentrace tPA u HL (zvláště HL HTG) jedinců než v kontrolní skupině. Ve srovnání s kontrolními jedinci dosahovali HL HTG i NL příslušníci rodin s FKH signifikantně vyšších koncentrací PAI-1. Statisticky signifikantní a silné asociace byly v této práci shledány mezi parametry tPA, PAI-1          a markery inzulinové rezistence či znaky metabolického syndromu a také s jaterními enzymy.



	11.
	Mezi jedinci z rodin s FKH a kontrolní skupinou nebyly v této práci nalezeny signifikantní rozdíly v koncentracích solubilního trombomodulinu (TM). V těchto rodinách však byla zjištěna asociace mezi hladinami TM a přítomností znaků metabolického syndromu a hemostatickými parametry. Vztah k inzulinové rezistenci odráží pozitivní asociace TM s markery inzulinové rezistence a negativní asociace 

s QUICKI. 



	12.
	V případě polymorfismu pro apoA-V byla shledána nízká frekvence genotypu CC (homozygoti pro minoritní alelu C) - 1x byl tento genotyp zjištěn v HL a 1x v kontrolní skupině. Ve srovnání s populačním vzorkem z Hořínkovy studie (53) byl shledán častější výskyt genotypů nesoucích minoritní alelu C u HL jedinců z rodin s FKH. Tento rozdíl však nedosahoval statistické významnosti. Obdobně - procentuálně zjevný rozdíl ve frekvenci genotypů nesoucích alelu C mezi HL a NL jedinci z rodin s FKH nebyl shledán statisticky významným. U HL jedinců z rodin s FKH byl nalezen signifikantní rozdíl plazmatické koncentrace TG, ale i hodnot AIP mezi jedinci s běžným genotypem (TT) a jedinci s genotypem nesoucím minoritní alelu C (genotypy TC + CC). S výskytem genotypů nesoucích minoritní alelu C byla asociována vyšší koncentrace TG i vyšší hodnota AIP než s běžným genotypem.



	13.
	Práce se zabývala také polymorfismem pro apoE. Frekvence genotypů E2/3, E2/4, E3/3 

a E3/4 se nelišila od frekvence identických genotypů v běžné populaci (pro skupinu „populace“ byly v tomto bodě použity výsledky studie MONIKA (41) ). Rodiny s FKH, resp. jejich HL členové ovšem ve srovnání se vzorkem běžné populace vykazovaly signifikantně vyšší zastoupení jedinců s genotypem E4/E4. Mezi rodinami s FKH 

a populací nebyl shledán statisticky významný rozdíl ve frekvenci alely Є2, Є3, ani Є4, a to ani po rozdělení jednotlivých členů rodin s FKH na HL a NL skupinu. V případě CCH ani LDLch nebyl v rodinách s FKH nalezen statisticky signifikantní rozdíl mezi jednotlivými genotypy. V rodinách s FKH i u kontrolních subjektů byly ve srovnání s běžným genotypem E3/3 detekovány signifikantně vyšší koncentrace TG v případě genotypu nesoucího alespoň jednu alelu Є4. V HL skupině bylo navíc ve srovnání s běžným genotypem E3/3 dosaženo signifikantně vyšších hladin TG v případě genotypu E2/3. V rodinách s FKH i v kontrolní skupině bylo nosičství alely Є3 spojeno se signifikantně nižšími koncentracemi triglyceridů, než tomu bylo v případě nosičství alely Є4. U HL jedinců z rodin s FKH bylo nosičství alely Є2 spjato se signifikantně vyššími koncentracemi TG než nosičství alely Є3. V rodinách s FKH i u kontrolních jedinců byla shledána signifikantně nižší koncentrace apoB v souvislosti s nosičstvím alely Є2 než v souvislosti s nosičstvím alely Є4. V případě rodin s FKH bylo dosaženo signifikantně nižších koncentrace apoB pro alelu Є2  než pro alelu Є4.


8. Seznam zkratek

ABCA 1 – ATP binding cassette transporter A1, transportní molekula

ABCG 1 – ATP binding cassette transporter G1, transportní molekula

adip - adiponektin

AIP – aterogenní index plazmy
ALT – alaninaminotransferáza
apoAI, apoAV – apolipoprotein A-I, apolipoprotein A-V
apoB – apolipoprotein B
apoC, D, E, J, L – apolipoproteiny C, D, E, J, L
BMI – body mass index, index tělesné hmoty
C – minoritní alela v rámci polymorfismu pro apolipoprotein A-V

CC – genotyp polymorfismu pro apolipoprotein A-V složený ze dvou minoritních alel 

CETP – cholesterol ester transfer protein

CCH – celkový cholesterol

CI – interval spolehlivosti

Cp - C-peptid

CRP – C reaktivní protein

DTK – diastolický krevní tlak
Є2, Є3, Є4 – alely genu pro apolipoprotein E

E2/2, E2/3, E3/3, E3/4, E2/4, E4/4 – genotypy pro polymorfismus pro apolipoprotein E
EAS – Evropská společnost pro aterosklerózu

Fg - fibrinogen

FKH – familiární kombinovaná hyperlipidémie
FKH s MS - jedinci z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií, kteří mají metabolický 

        syndrom

Gly – glykémie

GGT - gamaglutamyltransferáza
HDL – lipoproteinové částicemi s vysokou hustotou
HDLch – cholesterol nesený lipoproteinovými částicemi s vysokou hustotou
HOMA – homeostasis model assessment – index inzulinové rezistence
hsCRP – high sensitivity C reaktivní protein, vysoce senzitivní CRP
HTG HL – skupina hyperlipidemických hypertriglyceridemických jedinců z rodin s familiární 

      kombinovanou hyperlipidémií

HTG NL – skupina hyperlipidemických normotriglyceridemických jedinců z rodin 

      s familiární kombinovanou hyperlipidémií

HL – skupina hyperlipidemických jedinců z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií

HL bez MS – skupina hyperlipidemických jedinců z rodin s familiární kombinovanou 

          hyperlipidémií, kteří nemají metabolický syndrom
ICAM-1 – intercellular adhesion molecule 1, mezibuněčná adhezivní molekula 1

IDL - lipoproteinové částicemi s intermediární hustotou

IDLch - cholesterol nesený lipoproteinovými částicemi s intermediární hustotou
IFγ – interferon gama

IL1, IL6 – interleukin 1, interleukin 6

IMT – intima media tissue – tloušťka intimy-medie ve společné karotidě
ins – inzulin

IR – inzulinová rezistence
KO – skupina kontrol

LCAT – lecitin cholesterol acyl transferáza
LDL - lipoproteinové částice s nízkou hustotou

LDLch – cholesterol nesený lipoproteinovými částicemi s nízkou hustotou

Lp(a) - lipoprotein (a)
LPL – lipoproteinová lipáza

MS – metabolický syndrom
NAFLD – non-alcoholic fatty liver disease, nealkoholická jaterní steatóza v širším pojetí

NASH – non-alcoholic steatohepatitis, nealkoholická jaterní steatohepatitida
NFκB – nukleární faktor κB
NL – skupina normolipidemických jedinců z rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií

NL bez MS – skupina normolipidemických jedinců z rodin s familiární kombinovanou 

          hyperlipidémií, kteří nemají metabolický syndrom
nonHDLch – veškerý potenciálně aterogenní cholesterol, rozdíl koncentrace celkového                    

a HDL-cholesterolu

p – hladina statistické pravděpodobnosti

PAI-1 – inhibitor 1 tkáňového aktivátoru plazminogenu
pins – proinzulin
POP – populační vzorek jedinců

QUICKI - quantitative insulin sensitivity check index, index inzulinové senzitivity

sdLDL – malé denzní LDL částice 
sICAM-1 – solubilní frakce adhezivní molekuly ICAM-1

SOD - superoxiddismutáza

SR-B1 – transportér pro neesterifikovaný cholesterol

sTM – solubilní trombomodulin

sVCAM-1 – solubilní frakce adhezivní molekuly VCAM-1
STK – systolický krevní tlak
T – běžná alela v rámci polymorfismu pro apolipoprotein A-V

TFPI – tissue factor pathway inhibitor
TG – triglyceridy, triacylglyceroly
TG RLP – lipoproteiny bohaté na triglyceridy
TM – trombomodulin
TNF – tumor necrosis factor
tPA – tkáňový aktivátor plazminogenu
TC - genotyp polymorfismu pro apolipoprotein A-V složený z minoritní i běžné alely 

TT - genotyp polymorfismu pro apolipoprotein A-V složený ze dvou běžných alel

USF1 – upstream transcription factor 1

VCAM-1 – vascular adhesion molecule 1, vaskulární adhezivní molekula 1

VLDL – lipoproteinové částicemi s velmi nízkou hustotou

VLDLc – cholesterol nesený lipoproteinovými částicemi s velmi nízkou hustotou

vWF – von Willebrandův faktor
9. Souhrn 

   Familiární kombinovaná hyperlipidémie (FKH) představuje nejčastější geneticky podmíněnou poruchu metabolismu lipidů v průmyslově vyspělých zemích. Výrazně se podílí na urychleném vývoji a předčasné manifestaci aterosklerózy podobně jako familiární hypercholesterolémie, přestože nebývá asociována s tak výraznou hyperlipidémií. Proto byla tato práce zaměřena na různé lipidové a nelipidové rizikové faktory aterosklerózy, které by mohly na rizikovosti familiární kombinované hyperlipidémie participovat.

    Studovaný soubor se skládal ze 131 příslušníků 41 rodin s familiární kombinovanou hyperlipidémií a z 60 kontrolních jedinců. Hyperlipidemičtí jedinci z rodin s FKH byli signifikantně starší než skupina kontrol a měli také větší obvod pasu a vyšší body mass index (BMI); před zpracováním dat bylo tedy třeba realizovat adjustaci k věku, BMI a pohlaví. V hyperlipidemické hypertriglyceridemické (HL HTG) skupině byly zjištěny více aterogenní hodnoty lipidových a lipoproteinových parametrů než v normolipidemické (NL) a kontrolní skupině. Vzhledem k pozdní manifestaci plně rozvinutého lipoproteinového fenotypu u FKH lze předpokládat, že i někteří NL jedinci přejdou v budoucnosti do HL skupiny. 

   K vyšší inzulinové rezistenci v HL skupině přispívali zejména jedinci z HL HTG podskupiny. Přítomnost inzulinové rezistence se v rodinách s FKH podílela na charakteru výsledného lipidového a lipoproteinového fenotypu.

   Výskyt metabolického syndromu (MS) v rodinách s FKH byl signifikantně častější (36,8% HL jedinců a 5,5% NL jedinců) než u kontrolního vzorku (6,7% jedinců). V HL NTG podskupině nebyl MS nalezen. Průměrný počet diagnostických znaků MS byl signifikantně vyšší v rodinách s FKH než v kontrolní skupině.  K tomuto rozdílu přispívala HL, resp.                 HL HTG,  nikoliv však NL ani HL NTG skupina. Častější výskyt MS v rodinách s FKH lze vysvětlit částečným překrýváním diagnostických kritérií a základních charakteristik obou nozologických jednotek. Vyšší množství viscerálního tuku, typické pro MS, přispívá               u jedinců s FKH ke konverzi lipidového, resp. lipoproteinového spektra směrem k hypertriglyceridémii a nižším koncentracím HDL-cholesterolu.

   Pozitivita hypertriglyceridemického pasu byla v HL skupině signifikantně častější než v NL a kontrolní skupině. Pozitivita hypertriglyceridemického pasu u HL členů rodin s FKH vyplývá nejen z abnormalit lipidového spektra, ale také ze zmnožení tukové tkáně s rizikovou abdominální distribucí.

   Konkomitantní výskyt MS a FKH vede ke zvýraznění patologických odchylek                             v plazmatické koncentraci markerů inzulinové senzitivity a inzulinové rezistence. V rodinách s FKH byly nalezeny signifikantně vyšší hodnoty glykémie než v kontrolní skupině. Plazmatické koncentrace inzulinu, proinzulinu a C-peptidu a hodnota HOMA indexu              ve skupině jedinců s FKH, kteří současně vykazovali MS, byly signifikantně vyšší než                   v ostatních skupinách. Parametr QUICKI byl v rodinách s FKH signifikantně nižší než               ve skupině kontrol, a to bez ohledu na přítomnost MS. Je známo, že index QUICKI nese další nezávislou přidatnou informaci o inzulinové senzitivitě než jiné metody používané k jejímu stanovení. 

   HL, zvláště HL HTG jedinci, vykazovali vyšší hodnoty ALT i GGT než NL a kontrolní skupina, což by mohlo svědčit pro častější výskyt nealkoholické jaterní steatózy (NAFLD). Tento rozdíl však byl těsně pod hranicí statistické významnosti. Jaterní steatóza bývá spjata s mírně zvýšenými hodnotami obou enzymů a často se jejich koncentrace nachází pouze při horní hranici normy. Statisticky významné asociace obou jaterních enzymů s parametry souvisejícími s inzulinovou rezistencí, resp. inzulinovou senzitivitou poukazují na souvislost mezi NAFLD a inzulinovou rezistencí. 
   Adiponektin je považován za molekulu s protizánětlivými, antiaterogenními                          a antitrombotickými vlastnostmi. Nízká hladina adiponektinu bývá spojena se zvýšeným kardiovaskulárním rizikem. Ve studovaném souboru nebyly nalezeny signifikantní rozdíly v plazmatické koncentraci adiponektinu mezi jednotlivými skupinami. Výsledek je zřejmě ovlivněn vstupními vylučovacími kritérii – do souboru nebyli zahrnuti již léčení probandi s velmi vysokým kardiovaskulárním rizikem, u nichž nebylo možno z etických důvodů na 6 týdnů přerušit hypolipidemickou léčbu. Dalším faktem je vztah FKH k IR. Jedinci s již diagnostikovaným diabetem byli ze zkoumaného souboru rovněž vyloučeni, aby se předešlo možnému ovlivnění lipoproteinového spektra a dalších výsledků jinou příčinou než samotnou FKH. Dodržením těchto vstupních požadavků nebyli do souboru zahrnuti jedinci z rodin s FKH, u nichž lze očekávat nízké plazmatické koncentrace adiponektinu, spojené s vyšším kardiovaskulárním rizikem. Nalezená negativní asociace adiponektinu s obvodem pasu je důsledkem nízkých koncentrací adiponektinu u jedinců s viscerální obezitou. 

   V rodinách s FKH byly u HL, zvláště u HL HTG jedinců nalezeny signifikantně vyšší koncentrace sICAM-1, nikoliv však sVCAM-1 než u kontrolní skupiny. Zatímco solubilní frakce sVCAM-1 odráží množství VCAM-1 v aterosklerotickém plátu, ICAM-1 je obecnějším zánětlivým markerem, který zároveň vypovídá i o přítomnosti endoteliální dysfunkce a souvisejících rizikových faktorů – a to i v době, kdy ještě nejsou přítomny aterosklerotické pláty. Jak dokumentují pozitivní asociace, výpovědní hodnota sICAM-1 v sobě zahrnuje jistou informaci o přítomnosti dyslipidémie, inzulinové rezistence, metabolického syndromu, viscerální obezity, NAFLD a zánětlivé složky spojené s endoteliální dysfunkcí.

   Ve srovnání s kontrolním vzorkem jsme zjistili vyšší zánětlivou aktivitu (vyšší hsCRP          i fibrinogen) v rodinách s FKH – a to u HL, resp. HL HTG jedinců, z čehož vyplývá jejich zvýšené kardiovaskulární riziko. Pozitivní asociace byla nalezena mezi zánětlivými markery a parametry inzulinové rezistence a také znaky MS. Zvýšená zánětlivá aktivita zrcadlí endoteliální dysfunkci, která je spjata s inzulinovou rezistencí. Pozitivní asociace mezi hsCRP a GGT odkazuje na vztah k nealkoholické jaterní steatóze. NAFLD se rozvíjí v přítomnosti inzulinové rezistence a sama spolupodmiňuje hepatální inzulinovou rezistenci. 

   V rodinách s FKH je porušena rovnováha faktorů souvisejících s hemostázou – resp. s procesem koagulace, fibrinolýzy, antikoagulačním a antifibrinolytickým systémem. U HL, resp. HL HTG jedinců z rodin s FKH byla zjištěna signifikantně vyšší koncentrace tPA než v kontrolní skupině. Ve srovnání s kontrolními jedinci dosahovali HL HTG, ale i NL příslušníci rodin s FKH signifikantně vyšších koncentrací PAI-1. Významný vztah mezi uvedenými parametry, inzulinovou rezistencí a jaterní steatózou dokreslují detekované asociace tPA a PAI-1 s markery inzulinové rezistence, znaky MS a s jaterními enzymy. V  koncentracích trombomodulinu nebyly nalezeny signifikantní rozdíly mezi jednotlivými skupinami. K obdobnému závěru dospěly i další podobné práce. Vztah k inzulinové rezistenci odráží asociace trombomodulinu s markery inzulinové rezistence.
  Familiární kombinovaná hyperlipidémie se z hlediska polymorfismu pro apolipoprotein A-V (apoAV) pojí s častějším výskytem genotypů nesoucích minoritní alelu C (tj. T-1131c) – zejména v případě HL jedinců. Takový trend byl zjištěn i v rámci této studie, nicméně rozdíl mezi HL a ostatními skupinami ležel těsně pod hranicí statistické významnosti. Nedosažení statistické signifikance lze připsat relativně malému počtu zkoumaných subjektů. Genetické studie jsou zpravidla realizovány na tisícových populacích. Polymorfismus pro apoA-V má vztah k plazmatické koncentraci triglyceridů - u HL jedinců z rodin s FKH byla s výskytem genotypů nesoucích minoritní alelu C asociována vyšší koncentrace TG i vyšší hodnota AIP než s běžným genotypem. 

   V rodinách s FKH byla u HL jedinců zjištěna signifikantně vyšší frekvence genotypu E4/4 než u běžné populace. Rozdíl ve frekvenci jednotlivých alel nebyl statisticky signifikantní, i když procentuální zastoupení alely Є4 v HL skupině numericky převyšovalo četnost alely v ostatních skupinách. Statisticky nevýznamný výsledek je tak opět důsledkem nevelkého souboru – bráno z pohledu genetických studií. Ve srovnání s genotypem E3/3 byly však detekovány signifikantně vyšší koncentrace triglyceridů v případě genotypu E2/3 a genotypu E3/4+E4/4. Alela Є4 byla v rodinách s FKH i v kontrolní skupině spojena se signifikantně vyššími koncentracemi triglyceridů než alela Є3. Pouze pro HL skupinu bylo zjištěno, že alela Є2 byla spjata se signifikantně vyššími koncentracemi triglyceridů než alela Є3. V rodinách s FKH i u kontrolních jedinců byla shledána signifikantně nižší koncentrace apoB v souvislosti s alelou Є2  než s alelou Є4. Alela Є2 byl spojena s nižšími koncentracemi apoB, a naopak alela Є4 s vyššími koncentracemi apoB než alela Є3. Navzdory předpokladu nebyl nalezen rozdíl v plazmatické koncentraci celkového ani LDL-cholesterolu v závislosti na nosičství genotypu pro apoE – a to ani v rodinách s familiární kombinovanou hyperlipidemií. U NL a kontrolní skupiny je však numericky naznačen trend vyšších hodnot CCH a LDLch v souvislosti s výskytem genotypů nesoucích alespoň jednu alelu Є4. 

   Výsledky této práce potvrdily nezbytnost komplexního pohledu na familiární kombinovanou hyperlipidémii. Na toto onemocnění nelze nahlížet pouze jako na prosté dědičné zvýšení aterogenních lipidů, resp. lipoproteinů. Je potřeba si uvědomit i další souvislosti, které z běžného lipidového, resp. lipoproteinového spektra nevyčteme – a to častější přítomnost inzulinové rezistence i metabolického syndromu, ale také nealkoholické jaterní steatózy, vyšší prozánětlivý potenciál, nevýhodné změny parametrů souvisejících s hemostázou, trombogenezí a fibrinolýzou, změny v koncentracích adhezivních molekul, které byly vyjádřeny zejména u hyperlipidemických hypertriglyceridemických členů těchto rodin. Koncentrace aterogenních lipidů, resp. lipoproteinů nedosahují v případě familiární kombinované hyperlipidémie extrémních hodnot, přesto je však onemocnění spojeno se zvýšeným kardiovaskulárním rizikem, předčasnou manifestací aterosklerózy a s ní související morbiditou a mortalitou. K tomu mohou významně přispívat právě uvedené asociované změny v dalších lipidových a nelipidových rizikových faktorech.   

Klíčová slova: familiární kombinovaná hyperlipidémie, inzulinová rezistence, metabolický syndrom, zánětlivé markery, hemostatické markery, nealkoholická jaterní steatóza, polymorfismus genu pro apolipoprotein A-V a apolipoprotein E

10. Summary

   Familial combined hyperlipidemia (FCH) is the most frequent dyslipidemia in industrial countries. It significantly accounts for the fast evolution and early manifestation of atherosclerosis similarly as familiar hypercholesterolemia, although it is rarely associated with so high hyperlipidemia. This manuskript was therefore oriented on different lipid and non-lipid risk factors of atherosclerosis that might participate on the cardiovascular risk of FCH.

   The study cohort consisted of 131 members of 41 families with FCH and 60 controls. Hyperlipidemic individuals from FCH families were significantly older than the control group and had also higher body mass index (BMI); during the data assessment it was necessary to do the adjustment for age, BMI and gender. In hyperglipidemic hypertriglyceridemic (HL HTG) group we found more atherogenic values of lipid and lipoprotein parameters than in normolipidemic (NL) and control group. Due to significantly lower age of NL and hyperlipidemic normotriglyceridemic (HL NTG) group we can expect the development of more aterogenic spectrum of plasma lipids and lipoproteins with aging and with the increase of visceral fat.   

   Within the HL group, individuals from the HL HTG subgroup contributed mostly for the higher insulin resistance. The presence of insulin resistance in FCH families accounted for the character of final lipid and lipoprotein phenotype.

   Metabolic syndrome (MS) was significantly more frequent in families with FCH (36,8% of HL individuals and 5,5% of NL individuals) than in the control group. HL contributed for this difference, especially the HL HTG group, however, not the NL nor HL NTG group. More frequent presence of MS in FCH families can be explained by partial overlapping of diagnostic criteria and basic characteristics of both the units. Higher amount of visceral fat, typical for MS, contributes in FCH individuals to the conversion of lipid, respectivelly lipoprotein spectrum towards hypertriglyceridemia and lower concentrations of HDL-cholesterol.

   Positivity of hypertriglyceridemic waist was significantly more frequent in the HL group than in the NL and control group. Positivity of hypertriglyceridemic waist in HL members of FCH families is due to the abnormalities of lipid spectrum as well as due to the increase of fatty tissue with risk abdominal distribution.

   Concomitant presence of MS and FCH leads to the accentation of pathological abnormalities in plasma concentration of markers of insulin sensitivity and insulin resistance. In FCH families, significantly higher values of glycemia were found than in the control group.

   Plasma concentrations of insulin, proinsulin and C-peptide and the level of HOMA index in the FCH individuals with MS were significantly higher than in the other groups. The QUICKI parameter was in FCH fasmilies significantly lower than in the control group, no matter whether MS was present or not. It has been known that the QUICKI index brings an additional information about insulin sensitivity, independent from other method used for its assessment. HL, and especially HL HTG individuals had significantly higher levels of ALT and GGT than NL and the control group, which might account for more frequent presence of non-alcoholic liver steatosis (NAFLD). The difference was just below the statistical significance limit. Liver steatosis is accompanied by slightly increased levels of both the enzymes, and their concentration is often close to their upper limit.  The statistically significant association of both the liver enzymes and insulin resistance parameters (insulin sensitivity respectively) suggest the connection between NAFLD and insulin resistance.

   Adiponectin is regarded as an anti-inflammatory, anti-atherogenic and anti-thrombotic molecule. Low levels of adiponectin are associated with increased cardiovascular risk. There were no significant differences in plasma concentrations of adiponectin between individual groups of the study cohort. The result is probably influenced by inclusion criteria – probands who had been already treated due to very high cardiac risk were not included in the study group. It would not be ethical to stop their hypolipidemic treatment for 6 weeks. Another issue is the relationship of FCH to IR. Patients with diagnosed diabetes mellitus were also excluded to precede possible influence of lipoprotein spectrum and other results by a different cause than FCH only. Individuals with expected low plasma concentrations of adiponectin associated with higher cardiac risk were therefore also not included in the study cohort. Negative association betwen adiponectin and waist circumference found in our patients is due to low concentrations of adiponectin in individuals with visceral obesity.

   In FCH families we found in HL and especially in HL HTG individuals significantly higher concentrations of sICAM-1 but not sVCAM-1 in comparison with control group. Soluble fraction of sVCAM-1 reflects the amount of VCAM-1 in atherosclerotic plate, whereas ICAM-1 is a more general inflammatory parameter, reflecting also the presence of endothelial dysfunction and accompanying risk factors even before the presence of atherosclerotic plate. As documented by positive associations, the value of sICAM-1 includes also the information about the presence of dyslipidemia, insulin resistance, metabolic syndrome, visceral obesity, NAFLD and inflammatory part of endothelial dysfunction.

   We found higher inflammatory activity (higher hsCRP and fibrinogen) in FCH families than in the control group – especially in HL (respectively HL HTG) individuals, which emphasizes their increased cardiovascular risk. Positive association was found  between inflammatory markers and parameters of insulin resistance as well as the parameters of MS. Increased inflammatory activity reflects the endothelial dysfunction accompanied with insulin resistance. Positive association between hsCRP and GGT refers to the relationship with non-alcoholic liver steatosis. NAFLD develops in the presence of insulin resistance and it itself underlies the hepatal insulin resistance.

   In FCH families the balance of hemostatic factors is disrupted, i.e. the factors which infulence coagulation, fibrinolysis, anti-coagulation and anti-fibrinolytic systems. In HL (respectively HL HTG) individuals from FCH families we found significantly higher levels of tPA than in the control group. Individuals with HL HTG as well as NL individuals from FCH families had significantly higher values of PAI-1 than the control group. An important relationship between these parameters, insulin resistance and liver steatosis is underlined by the detected association of tPA and PAI-1 with the markers of insulin resistance, MS markers and liver enzymes. There were no significant differences in the concentrations of trombomodulin between individual groups. Similar conclusions have brought also some recent papers. The relationship with insulin resistance is determined by the association of trombomodulin with insulin resistance markers.

   FCH is from the point of apolipoprotein A-V polymorphism (apoA-V) associated with           a more frequent presence of genotypes carrying minor allele C (i.e. T-1131c), especially in HL individuals. We have confirmed similar trend in our study, although the difference between HL and other groups was just below the limit of statistical significance, probably due to small number of evaluated individuals. Genetic studies are usually being carried out on populations of more than thousand people. Polymorphism for apoA-V has a relationship to the plasma concentration of triglycerides. HL individuals from FCH families carrying genotype with minor allele C had higher concentrations of TG and higher value of AIP than in individuals with normal genotype.

   HL individuals from FCH families had significantly higher frequency of genotype E4/4 than in normal population. The difference in the frequency of individual alleles was not significant, although the percentage of allele Є4 in the HL group was higher than in in other groups. The lack of significance is thus the result of just a limited number of individuals in comparison with large genetic studies. In comparison with the genotype E3/3 we detected significantly higher concentrations of triglycerides in the case of genotype E2/3 and E3/4+E4/4. The alele  Є4 was in FCH families as well as in the control group associated with significantly higher concentrations of triglycerides than the alele Є3. In HL group only, the alele Є2 was associated with significantly higher concentrations of triglycerides than alele Є3. Significantly lower concentrations of apoB was found in FCH families as well as in the control group in association with alele Є2 than with alele Є4. Alele Є2 was associated with lower concentrations of apoB and alele Є4 was associated with higher concentrations of apoB than alele Є3. Despite our presumption there was no difference in plasma concentration of total and LDL cholesterol in dependence on the presence of genotype for apoE, even in FCH families. In NL individuals and control group, there is a trend of higher total cholesterol and LDL cholesterol values in individuals with genotype with at least one alele Є4.

   The results of the presented manuscript confirmed the necessity of a complex assessment of FCH. We can not assess the disease just as a simple hereditary increase of atherogenic lipids or lipoproteins. It is necessary to be aware of other associations which are not clear from common lipid or lipoprotein spectrum. These are the more frequent presence of insulin resistance and metabolic syndrome, as well as non-alcoholic liver fatty disease, higher pro-inflammatory potential, disadvantageous changes of hemostatic, thrombogenic and fibrinolytic parameters, changes in the concentrations of adhesive molecules, which were evident especially in hyperlipidemic hypertriglyceridemic members of these families. The concentrations of atherogenic lipids or lipoproteins do not reach in FCH extreme levels, still the disease is associated with increased cardiovascular risk, premature manifestation of atherosclerosis, and with morbidity and mortality. The presented changes in other lipid and non-lipid risk factors  might contribute to this risk rate.

Key words: familiar combined hyperlipidemia – insulin resistance – metabolic  syndrome - inflammatory markers – hemostatic markers – non-alcoholic fatty liver disease –                 apolipoprotein A-V and apolipoprotein E gene polymorphism
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