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Sazetak

Dislipidemija je uobicajen metabolicki poremecaj u hroni¢noj bubreznoj bolesti (HBB) i
u velikoj meri je odgovorna za nastanak kasnijih kardiovaskularnih komplikacija kod ovih
pacijenata. Uoceno je da karakteristike dislipidemije variraju u zavisnosti od stadijuma
HBB. U ovom radu ispitivali smo koncentracije holesterola i apolipoproteina B u malim,
gustim Cesticama lipoproteina niske gustine (sdLDL-h i sdLDL-apoB) u predijaliznom
(PD) i hemodijaliznom (HD) stadijumu HBB, kao i njihov nezavisni potencijal u
predvidanju progresije HBB.

U studiji je ucestvovalo 38 PD i 41 HD pacijent. Koncentracije sdLDL-h i sdLDL-apoB
odredene su nakon selektivne precipitacije sa heparinom i Mg-solima, a koncentracije
dense low-density lipoprotein; chronic ostalih biohemijskih parametara rutinskim metodama.

kidney disease; pre-dialysis; hemodialy- Koncentracije sdLDL-h i sdLDL-apoB bile su zna¢ajno vise kod PD u odnosu na HD paci-
sis. jente (P<0,001). SALDL-h (OR=0,122; P<0,001) i sdLDL-apoB (OR=0,109; P<0,001)
identifikovani su kao znacajni prediktori progresije bolesti od PD do HD stadijuma, a
nezavisan prediktivni potencijal zadrzali su i u prisustvu drugih lipidnih i nelipidnih fak-
tora rizika, osim uree.

Odredivanje sdLDL-h i sdLDL-apoB kod pacijenata u razli¢itim stadijumima HBB moze
biti korisno u smislu predvidanja rizika za nastanak aterosklerotskih promena, kao i pred-
vidanja progresije same HBB.
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hroni¢na bubrezna insuficijencija; predi-
jaliza; hemodijaliza.
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UvoD

Hronic¢na bubrezna bolest (HBB) karakteriSe se brojnim
metaboli¢kim poremecajima u koje spada i dislipidemija (1.
Promene u koncentraciji serumskih lipida u velikoj meri
doprinose razvoju ateroskleroze i posledi¢nih kardiovasku-
larnih komplikacija, koje su medu glavnim uzrocima smrti
kod pacijenata sa HBB (2)., Prethodna istraZivanja su pokaza-
la da se karakteristike dislipidemije menjaju u zavisnosti od

stadijuma HBB (13), §to moZe imati vazne implikacije u pre-
venciji nastanka kardiovaskularnih bolesti.

Poznavanje karakteristika lipoproteinskog profila kod
pacijenata sa HBB je od velikog znacaja, zato Sto pojedine
subfrakcije lipoproteina imaju veci proaterogeni potencijal
od drugih. U tom smislu, najznacajnija je detekcija i odre-
divanje malih, gustih (eng. small, dense) Cestica lipoproteina
niske gustine (sdLDL) za koje se smatra da u najvecoj meri
doprinose inicijaciji i progresiji procesa ateroskleroze (4.5,
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Obzirom na kompleksnu interakciju izmedu HBB 1 dislipi-
demije (1.6), pojedine LDL subfrakcije mogle bi imati zna-
¢ajnu ulogu u napredovanju HBB ka terminalnom stadiju-
mu.

Metode za odredivanje subfrakcija lipoproteina su ve-
oma zametne i zahtevaju specifi¢nu laboratorijsku opremu,
§to ograni¢ava njihovu primenu u rutinskim biohemijskim
laboratorijama. Medutim, u novije vreme Hirano i saradnici
(7. 8) predlozili su brzu i jednostavnu metodu za odredivanje
koncentracije holesterola i apolipoproteina B (apoB) u
sdLDL cesticama (sdLDL-h i sdLDL-apoB). Primenom
ovog postupka mogli bi se u velikoj meri prevaziéi problemi
prilikom ispitivanja malih, gustih LDL Cestica, §to bi moglo
omoguditi odredivanje ovih parametara u rutinskoj praksi.

Cilj ovog rada je: a) ispitivanje razlike u raspodeli i
sadrzaju sdLDL-h i sdLDL-apoB kod pacijenata u razli¢itim
stadijumima HBB, b) ispitivanje povezanosti sdLDL-h i
sdLDL-apoB sa drugim tradicionalnim lipidnim i nelipid-
nim faktorima rizika za nastanak ateroskleroze i bubreznih
bolesti, ¢) analiziranje potencijalnog nezavisnog doprinosa
sdLDL-h i sdLDL-apoB u progresiji HBB, od blazih formi
do hemodijaliznog (HD) stadijuma.

MATERIJAL I METODE

U istrazivanju je ucestvovalo 79 pacijenata Klinike za
nefrologiju Klini¢kog centra Srbije. Ispitanici su klasifko-
vani u dve grupe na osnovu stadijuma HBB. Pacijenti u
stadijumima 2- 4 HBB svrstani su u predijaliznu (PD) grupu,
dok su se u HD grupi nalazili pacijenti tretirani hemodijali-
zom na poliamidnim ili polisulfonskim membranama tri
puta nedeljno. Kao rezultat ove klasifikacije u PD grupi se
nalazilo 38, au HD 41 ispitanik. Svi ucesnici u studiji potpi-
sali su informisani pristanak pre ukljucenja. Studija je spro-
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minuta, a nakon toga centrifugirao na 15,000 rpm 15 minu-
ta na 4°C. U supernatantu se odredivala koncentracija LDL-
h i apoB, a dobijene vrednosti predstavljale su koncentracije
sdLDL-h i sdLDL-apoB. Udeo holesterola u malim, gustim
LDL ¢esticama (sdLDL-h, %) rac¢unao se kao odnos sdLDL-
h/LDL-h *100, a analogno se izra¢unao i udeo apoB u
malim, gustim LDL ¢esticama (sdLDL-apoB, %).

Dobijeni podaci su prikazani kao srednja vrednost =+
standardna devijacija za promenljive sa normalnom raspode-
lom; odnosno kao geometrijske srednje vrednosti i intervali
pouzdanosti za promenljive ¢ija raspodela ne odgovara nor-
malnoj, a koje su log-transformisane pre analize. Podaci su
analizirani Student t-testom, primenom Pearson-ove korela-
cione analize i logisticke regresione analize. P vrednosti
manje od 0,05 smatrane su znacajnim. Statisticka analiza
vr$ena je upotrebom programa Window SPSS, verzija 21.

REZULTATI

Osnovne antropometrijske i laboratorijske karakteristike
ucesnika u studiji su prikazane u tabeli 1. Pacijenti u PD i
HD stadijumu bolesti nisu se medusobno razlikovali po
uzrastu, polu, indeksu telesne mase (ITM), kao ni po ranim
markerima aterosklerotskih promena. Ocekivano, serumska
koncentracija kreatinina bila je zna€ajno viSa kod HD paci-
jenata, dok su viSe koncentracije uree uocene u PD grupi.
Koncentracije albumina i hsCRP nisu se razlikovale izmedu
posmatranih grupa. Kada su u pitanju serumski lipidni para-
metri, uoceno je da PD pacijenti imaju znaéajno vise kon-
centracije UH i HDL-h u odnosu na ispitanike u HD grupi.
Ostali lipidni parametri nisu se znacajno razlikovali izmedu
ispitivanih grupa.

Tabela 1. Antropometrijske karakteristike i osnovni biohemijski
parametri kod pacijenata podeljenih prema stepenu HBB

vedena uz postovanje etickih principa opisanih u
Helsinskoj deklaraciji. Celokupno istrazivanje
odobrio je lokalni institucionalni Eticki komitet (N°
3672/4, 2012).

Osnovni antropometrijski podaci i druge znacaj-
ne informacije o prethodnim bolestima, porodi¢noj
anamnezi i Zivotnim navikama pacijenata dobijeni su
u toku standardizovanog intervjua. Merenje endotel-
ne disfunkcije (ED) izvrSeno je po metodi koju su
opisali Celermajer i saradnici (9. Odredivanje zade-
bljanja intime medije (IM) karotidnih arterija vrSeno
je ultrasonografski.

Uzorci krvi za biohemijske analize uzeti su nakon
noénog gladovanja u epruvete za izdvajanje seruma i
EDTA plazme. Serumski kreatinin i urea odredeni su
rutinskim biohemijskim metodama. Koncentracije
visoko osetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP) i
apoB odredene su imunoturbidimetrijski. Koncen-
tracije ukupnog holesterola (UH) i triglicerida (TG)
odredene su rutinskim enzimskim metodama. LDL-
holesterol (LDL-h) odreden je direktnim homogenim
postupkom,

HD pacijenti PD pacijenti P
Veli¢ina uzorka 41 38
Pol (m/Z), n 25/16 22/16 0,822
Starost, godine 54,6 £ 13,37 56,6 15,42 0,527
ITM, kg/m? 22,6 +3,73 24,4 +£421 0,060
ED, % 6,4 +5,31 8,2 +5,31 0,192
Zadebljanje IM
karotidnih arterija, mm | 0,6 + 0,07 0,6 +0,12 0,109
Kreatinin, imol/L 959,3 + 186,08 441,1 +£ 198,24 <0,001
Urea, mmol/L 20,6 + 3,76 24,0 +£9,23 <0,05
Albumin, g/L 39,5+ 2,59 374+ 6,85 0,080
hsCRP, mg/L$ 2,3 (1,52-3,57) 2,4 (1,71-3,41) 0,895
UH, mmol/L 4,6 1,12 55+1,28 <0,01
TG, mmol/L$ 1,8 (1,41-2,21) 1,6 (1,31-1,99) 0,567
LDL-h, mmol/L 2,8+ 0,87 2,9+1,09 0,621
HDL-h, mmol/L 0,9 £0,30 1,2+0,28 <0,01
apoB, g/L 0,9 +0,21 0,9+0,17 0,550

a koncentracija holesterola sadrzanog u

Kontinuirane promenljive su prikazane kao aritmeticke srednje vred-

lipoproteinima visoke gustine (HDL-h) enzimskom
metodom nakon precipitacije. Koncentracije sdLDL-h i
sdLDL-apoB odredene su po prethodno opisanom postupku
(10) nakon precipitacije sa heparin-Na i MgCl,. Ukratko,
uzorak seruma se meSao sa precipitiraju¢im reagensom u
odnosu 1:1, inkubirao 10 minuta na 37°C, zatim na ledu 15

nosti + standardne devijacije i1 analizirani Student t-testom testom.
Kategoricki podaci su prikazani kao apsolutne frekvence i uporedeni
Chi-square testom;

$ - Podaci su predstavljeni kao geometrijske srednje vrednosti (intervali
pouzdanosti) i log-transformisani su pre analize;
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Koncentracije i relativni udeli holesterola i apoB u
malim, gustim LDL cesticama prikazani su u tabeli 2. Kao
§to se moze primetiti, PD pacijenti su imali nepovoljniji
lipidni profil odreden na ovaj nacin. Svi ispitivani parametri
imali su znacajno vise vrednosti u PD grupi, u odnosu na HD
pacijente (tabela 2).

Tabela 2. Holesterol i apoB u sdLDL cesticama kod HD i PD
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Kao zavisna promenljiva kori$cena je varijabla u kojoj su
PD ispitanici kodirani 0, a HD ispitanici kodirani 1.
Pojedinacni OR za sdLDL-h iznosio je 0,122 (95% interval
pouzdanosti: 0,051-0,295; P<0,001), a za sdLDL-apoB 0,
109 (95% interval pouzdanosti: 0,039-0,306; P<0,001).
Dalja provera dobijenih rezultata vrSena je upotrebom mul-
tivarijantne logisticke regresione analize. Rezultati su
prikazani u tabeli 4. Prvi model u ovoj analizi ukljucivao je

pacijenata T HIV ue
FID pacijenti PD pacijenti | P p'oll, starost ispitanika, ITM, te druge trad1c10nalne?
lipidne markere (UH, TG, LDL-h, HDL-h). Rezultati
sdLDL-h, mmol/L 0,8 + 0,65 2,0 £ 0,85 <0,001 S P . .
dobijeni koriscenjem forward stepwise metoda pokazali
Udeo sdLDL-h, % 33,0 +£31,95 520+13,6 | <005 |gu da sdLDL-h i sdLDL-apoB nezavisno doprinose
sdLDL-apoB, g/L 0,3 +0,11 0,6 +0,13 <0,001 | riziku za progresiju HBB. Interesantno je da i nakon
Udeo sdLDL-apoB, % 32,3+ 10,89 67,8+9,29 <0,001 | uklju¢ivanja markera funkcije bubrega, kao Sto je kon-

Podaci su prikazani kao aritmeticke srednje vrednosti + standardne
devijacije i analizirani Student t-testom

U nastavku smo ispitivali korelacije sdLDL-h i sdLDL-
apoB sa lipidnim i nelipidnim markerima koji doprinose
nastanku HBB, ali i razvoju ateroskleroze. Rezultati su
prikazani u tabeli 3. U grupi HD pacijenata uocili smo poz-
itivnu korelaciju izmedu koncentracije sdLDL-apoB s jedne
strane 1 koncentracije UH i TG s druge. U istoj grupi, kon-
centracije HDL-h i hsCRP negativno su

centracija albumina u serumu, u prethodno opisan
model, koncentracija sdLDL-h i sdLDL-apoB i dalje ostaju
znaCajni nezavisni faktori rizika za progresiju bolesti.
Konac¢no, nakon ukljucivanja koncentracije uree u prethod-
ni model, svi pojedinacno ispitivani parametri prestaju da
budu statisticki znacajno udruzeni sa povedanjem rizika za
napredovanje HBB ka terminalnom stadijumu (tabela 4).

Tabela 4. sdLDL-h i sdLDL-apoB kao nezavisni faktori rizika za

korelirale sa koncentracijom sdLDL-apoB.
Sto se tice PD pacijenata, u ovoj grupi

uocene su znacajne pozitivne korelacije
sdLDL-h i sdLDL-apoB sa koncentracijama

UH i LDL-h. S druge strane, ispitivane
karakteristike malih, gustih LDL Cestica nisu

bile u znacajnoj korelaciji sa staros$éu ispi-
tanika, ITM, kao ni sa ranim pokazateljima
subklinicke ateroskleroze ni u jednoj od pos-

progresiju HBB
Prediktor OR P
(95% interval pouzdanosti)

Model 1 sdLDL-h, mmol/L. | 0,071 (0,010-0,514) <0,01

sdLDL-apoB, g/L 0,010 (0,001-0,623) <0,05
Model 1+ albumin sdLDL-h, mmol/L | 0,165 (0,034-0,808) <0,05

sdLDL-apoB, g/L 0,108 (0,017-0,697) <0,05
Model 1 + albumin | sdLDL-h, mmol/L. | 0,001 (0,000-0,000) 0,994
+ urea sdLDL-apoB, g/L 0,001 (0,000-0,000) 0,989

matranih grupa, osim kada je u pitanju
znacajna pozitivna korelacija sdLDL-apoB i zadebljanja IM
karotidnih arterija uocena u PD grupi (tabela 3).

Tabela 3. Korelacije sdLDL-h i sdLDL-apoB sa tradicionalnim

Promenljive ukljucene u model 1: pol (0-zene, 1-muskarci), godine
starosti, ITM, UH, TG, LDL-h, HDL-h.

DISKUSIJA

U ovoj studiji ispitivali smo razlike u

HD grupa PD grupa lipidnom profilu izmedu pacijenata u PD i
HD stadijumu HBB. Nasi rezultati pokazali
Parametar fr?rlflgl%ih’ ;‘}EDL'aPOB r;(rirg(g/ih Z,(}IEDL'apOB’ su da PD pacijenti imajli nepovoljniji l.ipid.n%
. profil u odnosu na HD, $to se moglo videti i
Starost, godine -0,001 0,055 -0,045 -0.124 prilikom odredivanja rutinskih lipidnih para-
ITM, kg/m2 0,023 0,148 -0,089 0,019 metara (tabela 1), ali jo§ vise prilikom analize
UH, mmol/L 0,235 0,403 *** 0,574%** | 0,620%%* koncentracije sdLDL-h i sdLDL-apoB (tabela
LDL-h. mmol/L 0.066 0.200 0.851%* 0.632* 2). lako se PD i HD pacijenti nisu razlikovali
HDL-h, mmol/L 0,062 03525+ 0.282 0,093 po polu,.starostl,.ITM, ali ni po izmerenim
vrednostima ranih markera ateroskleroze,

TG, mmol/L 0,296 0,618%%** -0,203 0,198 TS .. . ‘o i
pacijenti u HD grupi imali su znacajno nize
hsCRP, mg/L -0.011 -0,248% -0,142 0,004 koncentracije UH (tabela 1), kao i znacajno
ED, % 0,115 0,092 0,041 0,085 manji sadrzaj holesterola i apoB u sdLDL
Zadebljanje IM 0,037 0,292%* 0,040 -0,020 Cesticama (tabela 2). Brojne prethodne studi-
karotidnih arterija, mm je takode su pokazale da lipidni profil pacije-

faktorima rizika za kardiovaskularne bolesti u HD i PD ,%'rupi
U tabeli su >)Prikazane vrednosti Pearson-ovog koeficijenta korelacije R.
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Konacno, koriséenjem logisticke regresione analize ispi-
tivali smo mogudi nezavisni doprinos sdLDL-h i sdLDL-
apoB povecanju rizika za progresiju HBB ka HD stadijumu.
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nata na HD odstupa od onog koji se
uobicajeno javlja u stanjima sa poviSenim rizikom za nas-
tanak kardiovaskularnih oboljenja (11-13), Ovakvi paradok-
salni rezultati uoceni u HD grupi najverovatnije nastaju kao
rezultat produZene malnutricije kojoj su izlozeni pacijenti sa
HBB, pogotovo u stadijumu HD (14). Medutim, bez obzira
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na nesto povoljniji lipidni profil, napredovanje aterosklerot-
skog procesa prikazano preko zadebljanja IM karotidnih
arterija i ED nije se razlikovalo izmedu HD i PD pacijenata.
Promene u lipidnom profilu kod pacijenata na HD ne ilustru-
ju u potpunosti stepen izlozenosti pove¢anom riziku za nas-
tanak ateroskleroze. Ovakvi rezultati u skladu su sa nalazi-
ma prethodnih studija da koncentracija LDL-h, kao tipicnog
lipidnog proaterogenog markera, nije povisena kod HD
pacijenata, najverovatnije usled smanjenog katabolizma nje-
govih metabolickih prekursora (5). Medutim, vaZno je napo-
menuti da je upravo u HD grupi nadena znacajna korelacija
izmedu sdLDL-apoB i zadebljanja IM karotidnih arterija
(tabela 3), sto ukazuje da poremedaji metabolizma lipopro-
teina, iako ne moraju biti ocigledni u ovoj fazi bolesti, sva-
kako doprinose progresiji ateroskleroze i pogorsanju du-
goroc¢ne prognoze kod ovih pacijenata. S druge strane, evi-
dentno povedanje sdLDL-h i sdLDL-apoB kod PD pacijena-
ta upucuju na mogucu dobrobit od terapijske intervencije u
ovoj fazi razvoja HBB kako bi se smanjio rizik za nastanak
kasnijih kardiovaskularnih komplikacija. Cinjenica da raz-
like izmedu HD i PD pacijenata nisu bile evidentne nakon
merenja koncentracije LDL-h, veé tek nakon odredivanja
sdLDL-h i sdLDL-apoB ukazuje na znacaj ovakvih analiza
kod pacijenata u razli¢itim stadijumima HBB, a u cilju bolje
procene ukupnog kardiovaskularnog rizika.

Drugi vazan aspekt dislipidemije u HBB ogleda se u
tome da je primeceno da sama dislipidemija moze induko-
vati renalna osteéenja koja dovode do progresije bolesti (15),
Napredovanje bolesti uslovljava dalje poremecaje metabo-
lizma lipida koji sa svoje strane pogorsavaju renalnu funkci-
ju, ¢ime se formira zatvoreni krug koji vodi do terminalnog
stadijuma bubrezne bolesti. U tom smislu, bilo je znacajno
proveriti eventualni nezavisan doprinos sdLDL-h i sdLDL-
apoB u progresiji HBB ka stadijumu HD. Univarijantna
logisticka regresiona analiza pokazala je postojanje zna-
cajnog prediktivnog potencijala ovih lipidnih markera, a
dalja provera njihovog nezavisnog uticaja na progresiju
bolesti radena je uzimajuci u obzir nelipidne i lipidne para-
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metre za koje je poznato da se mogu dovesti u vezu sa napre-
dovanjem i HBB i ateroskleroze. Rezultati su pokazali da
sdLDL-h i sdLDL-apoB zadrzavaju nezavisni uticaj na pro-
gresiju HBB i u prisustvu drugih lipidnih i nelipidnih para-
metara, kao i u prisustvu albumina, ali se njihov nezavisni
efakt gubi kad se u model uklju¢i i urea kao tipi¢an marker
bubrezne funkcije (tabela 4). Ovakvi rezultati pokazuju da
odredivanje sdLDL-h i sdLDL-apoB moze imati prednost u
odnosu na druge lipidne parametre u pracenju i predvidanju
toka HBB, mada njihov znacaj svakako ne prevazilazi
znacaj markera bubrezne funkcije. U prethodnim istrazivan-
jima pokazali smo znacaj odredivanja subfrakcija LDL kod
pacijenata u terminalnom stadijumu HBB (16), kao i nakon
transplantacije bubrega (17), a ovo istrazivanje pokazalo je
da primena relativno jednostavne analiticke procedure moze
obezbediti informacije znacajne za preduzimanje preven-
tivnih mera u cilju poboljsanja stanja pacijenta i spreCavan-
ja nastanka eventualnih komplikacija.

ZAKLJUCAK

Odredivanje sdLDL-h i sdLDL-apoB u razli¢itim stadi-
jumima HBB moze doneti viSestruku korist, pogotovo u PD
stadijumu kada se na osnovu vrednosti ovih parametara
mogu poduzimati mere prevencije razvoja ateroskleroze.
Jednostavna i rutinski dostupna metoda za odredivanje ovih
biomarkera, te korist od poznavanja njihovih koncentracija,
svakako govore u prilog potrebe za ukljucivanjem ovakvih
analiza u rutinski monitoring pacijenata sa HBB.
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Abstract

Dyslipidemia is a common metabolic disorder in chronic kidney disease (CKD) and is
largely responsible for development of cardiovascular complications in these patients. It
has been noticed that characteristics of lipid disorders vary according to the degree of renal
failure. In this study, we investigated concentrations of cholesterol and apolipoprotein B
in small, dense low-density lipoproteins (sdLDL-C and sdLDL-apoB) in pre-dialysis (PD)
and hemodialysis (HD) stage of CKD. In addition, we explored independent contribution
of sdLDL-C and sdLDL-apoB to progression of CKD.

We recruited 38 PD and 41 HD patients in this study. Concentrations of sdLDL-C and
sdLDL-apoB were determined by heparin-magnesium precipitation method. Other bio-
chemical parameters were measured by routine laboratory methods.

Concentrations of sdLDL-C and sdLDL-apoB were significantly higher in PD than in HD
patients (P<0,001). SdLDL-C (OR=0,122; P<0,001) and sdLDL-apoB (OR=0,109;
P<0,001) were identified as predictors of progression of CKD towards HD stage. Both of
examined parameters were independently associated with the disease progression after
adjustment for other lipid and non-lipid risk markers, with an exception for adjustment for
urea concentration.

Assessment of sdLDL-C and sdLDL-apoB in different stages of CKD could be beneficial
in term of prediction of risk for cardiovascular disease development and prediction of pro-
gression of CKD itself.
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