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Wykaz skrétow:

AACE - Association of Clinical Endocrinologists

AAP - American Academy of Pediatrics

AHA - American Heart Association

apoA-I - Apoproteina A-I

apoA-II - Apoproteina A-II

apoA-IV - Apoproteina A-IV

apoB-100 - Aporpteina B-100

apoB-48 - Aporpteina B-48

apoC-I - Apoproteina C-I

apoC-II - Apoproteina C-1I

apoC-II - Apoproteina C-III

apoD - Aporpteina D

apoE - Apoproteina E

ATP III - Adult Treatment Panel 111

BQ - B-quantification - metoda ultrawirowania potaczona z precypitacja
CDC - Centers for Disease Control and Prevention

CRMLN - Cholesterol Reference Method Laboratory Network
CVD - choroby uktadu sercowo-naczyniowego (ang. cardiovascular disease)
HbAlc - hemoglobina A1,

HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci

HDLC - cholesterol frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci



IDL - lipoproteina o posredniej gestosci
LDL - lipoproteina o niskiej gestosci
LDLC - cholesterol frakcji lipoprotein o niskiej ggstosci

LDLCc - stezenie cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej gestosci obliczone za

pomoca wzoru Cordova

LDLCp - stezenie cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej ggstosci oznaczone metoda

enzymatyczng

LDLCg - stezenie cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej gestosci obliczone za

pomoca wzoru Friedewalda

LDLCp - stezenie cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej gestosci obliczone za

pomoca wzoru Planelli

Lp(a) - lipoproteina a

NCEP - National Cholesterol Education Program

PDAY - The Pathobiological Determinants of Atherosclerosis in Youth

RFB - migdzynarodowy program kontroli jakosci (ang. Reference Institute for

Bioanalytics)

sdLDL - mate, geste lipoproteiny LDL (ang. small density LDL)
TC - cholesterol catkowity

TG - triglicerydy

VLDL - lipoproteina o bardzo matej gestosci



1. Wstep
1.1 Miazdzyca u dzieci i mlodziezy

Miazdzyca (ang. atherosclerosis) jest wieloczynnikowym, ztozonym procesem
polegajacym na gromadzeniu si¢ w blonie wewngtrznej naczyn krwionos$nych
nadmiernych ilosci cholesterolu (gléwnie w postaci lipoprotein o niskiej gestosci (LDL)
i zmodyfikowanych lipoprotein LDL) oraz innych lipidéw. Powoduje to zmniejszenie
Swiatla naczynia krwionos$nego i obnizenie jego elastycznosci [1,2]. Miazdzyca
zaliczana jest do przewlektych choréb zapalno-fibroproliferacyjnych i dotyka gtéwnie
sciany duzych i srednich naczyn krwionosnych [1,3]. Do najwazniejszych czynnikow
ryzyka rozwoju miazdzycy zaliczane sg: nieprawidtowa dieta, niska aktywnos$¢
fizyczna, nadwaga, otylo$¢, stosowanie uzywek (papierosy, alkohol), podwyzszone
stezenie glukozy we krwi (cukrzyca I lub II typu), podwyzszone stezenie cholesterolu
czy obciazenia genetyczne [1,2,4]. Miazdzyca moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju chorob
uktadu sercowo-naczyniowego (ang. CVD - cardiovascular disease) takich jak:
niedokrwienna choroba serca, udar mdzgu, nadci$nienie tetnicze i choroby tetnic
obwodowych. Choroby uktadu sercowo-naczyniowego o podtozu miazdzycowym
zaliczane s3 do chorob cywilizacyjnych 1 stanowia jedna z gléwnych przyczyn
przedwczesnych zgonéw na S$Swiecie [1]. Wedlug danych statystycznych
przedstawionych przez European Cardiovascular Disease z 2012 roku wykazano, ze
z powodu CVD rocznie umiera 4 min ludzi w Europie, z czego 48% stanowia

mieszkancy krajow nalezacych do Unii Europejskiej [5].

Miazdzyca moze rozpocza¢ si¢ juz w dziecinstwie [6,7] 1 ma ona najczegscie]
charakter bezobjawowy [8]. Szybkos$¢ z jaka si¢ rozwija proces miazdzycowy zalezy
w duzym stopniu od nasilenia zaburzen lipidowych [9]. Z przeprowadzonych przez The
Pathobiological Determinants of Atherosclerosis in Youth (PDAY) [10] i Bagalusa
Heart Study [11] badan anatomopatologicznych wynika, ze pierwsze zmiany
w srodbtonku naczyniowym w postaci obecnosci nacieczen ttuszczowych (ang. fatty
streak), ktére moga inicjowa¢ rozwdj miazdzycy w przysztosci, pojawiajg si¢ u dzieci
juz przed okresem pokwitania. Nalezy jednak podkresli¢, ze powstajace w tetnicach
w okresie dziecihstwa pasma tluszczowo-lipidowe sg zmianami odwracalnymi, ktére po
zastosowaniu odpowiednich dziatan prewencyjnych, m.in. poprzez wyrOwnanie profilu

lipidowego, moga ulec regresji [12]. Gtéwnymi parametrami biochemicznymi
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stuzacymi do oceny ryzyka rozwoju miazdzycy jest podwyzszone stezenie cholesterolu
frakcji lipoprotein o niskiej gestosci (LDLC) oraz obnizone stezenia cholesterolu frakcji

lipoprotein o wysokiej gestosci (HDLC) [13].

1.2 Diagnostyka zaburzen lipidowych u dzieci i mlodziezy — zalecenia

Wytyczne Association of Clinical Endocrinologists (AACE), American
Academy of Pediatrics (AAP) oraz American Heart Association (AHA) zalecaja
wykonanie oznaczenia st¢zenia sktadowych podstawowego profilu lipidowego,
w ktorego sktad wchodzi oznaczenie stezenia cholesterolu catkowitego (TC),
triglicerydéw (TG), HDLC i1 LDLC, po raz pierwszy u dzieci powyzej 2 roku zycia.
Oznaczenie podstawowego profilu lipidowego powinno by¢ wykonane zwtaszcza gdy
wspotwystepuja czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego takie jak: nadwaga, otytos¢,
insulinoopornos¢, cukrzyca, nadcisnienie t¢tnicze, palenie papierosOw oraz
w przypadku wystgpowania w rodzinie chorob sercowo-naczyniowychi/lub
dyslipidemii [14,15]. Wedlug zalecen National Cholesterol Education Program (NCEP)
Expert Panel on Blood Cholesterol Levels in Children and Adolescence [15] oraz NCEP
Adult Treatment Panel III (ATP II) [16] st¢zenie cholesterolu frakcji LDL jest
gléwnym parametrem klasyfikujagcym pacjentow pod wzgledem ryzyka rozwoju choréb
sercowo-naczyniowych. Pomiar st¢zenia LDLC zalecany jest takze w monitorowaniu
terapii hipolipemizujgcej. Wedtug NCEP terapi¢ hipolipemizujaca nalezy rozpoczaé,
gdy stezenie LDLC przekracza wartos¢ 2,84 mmol/l u dzieci [15] 1 3,36 mmol/l u os6b
dorostych [17].

1.3 Budowa chemiczna i biochemia lipoprotein

Lipoproteiny stanowig heterogenng grupe zwigzkdéw zlozong z kompleksow
biatkowo-lipidowych o budowie sferycznej, réznigcych si¢ miedzy soba sktadem
chemicznym, wlasciwosciami  fizykochemicznymi,  wielkoscia, funkcjami
fizjologicznymi oraz wskaznikiem aterogennosci [18,19]. Lipoproteiny zbudowane sg
z hydrofobowego rdzenia zawierajagcego estry cholesterolu i triglicerydy oraz
hydrofilowej warstwy zewnetrznej w sktad ktérej wchodza: fosfolipidy zwrdcone

czeScig hydrofilowag na zewnatrz lipoproteiny, wolny cholesterol oraz biatka, gtéwnie
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apoprotein [20,18]. Apoproteiny odgrywaja istotng rol¢ w metabolizmie lipoprotein
(aktywatory lub inhibitory enzyméw oraz ligandy dla receptorow komorkowych),
petnig funkcje strukturalng oraz odpowiadaja za utrzymanie stabilno$ci lipoproteiny
[20,21]. Zawartos¢ biatek i lipidow w lipoproteinach wptywa na ich gesto$¢ oraz
wielkos¢. Im wigksza zawarto$¢ biatka w lipoproteinie tym mniejsza $rednica 1 wyzsza
gestos¢ danej lipoproteiny. Najwyzsza zawartos¢ bialek majg lipoproteiny HDL
a najnizszg chylomikrony [22]. Pomiedzy sktadnikami budujgcymi lipoproteiny
wystepuja oddzialywania van der Waalsa oraz stabe wigzania wodorowe. Umozliwia to

fatwa wymiang skladnikow pomiedzy poszczegdlnymi frakcjami lipoprotein [20].

Zastosowanie metody ultrawirowania umozliwia podziat lipoprotein na pie¢ gléwnych
klas roznigcych sie gestosig: chylomikrony, lipoproteiny o bardzo matej gestosci
(VLDL), lipoproteiny o posredniej gestosci (IDL), lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL)
oraz lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL). Szczegétowa charakterystyke lipoprotein

przedstawiono w tabeli L.
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Tabela I. Charakterystyka gléwnych klas lipoprotein na podstawie literatury [2,18,19,20,23,24].

Chylomikrony VLDL IDL LDL HDL
Miejsce syntezy jelito watroba, osocze/ osocze/ watroba,
jelito tozysko tozysko jelito
naczyniowe | naczyniowe
Miejsce osocze/tozysko osocze/ watroba, watroba i nerki,
degradacji naczyniowe fozysko osocze/ tkanki watroba
naczyniowe tozysko obwodowe
naczyniowe
Okres péltrwania 5-10 min 2-4 godziny - 3-4 dni 3-6 dni
W 0soczu
Srednica [nm] 90-1000 30-90 25-30 20-25 5-25
Gestosé [g/ml] <0,93 0,93-1,006 | 1,006-1,019 | 1,019-1,063 | 1,063-1,210
Ruchliwos$é zostaje w pre-betal pre-beta2 beta alfa
elektroforetyczna miejscu
natozenia
Apoproteiny apoC-I, II, I, apoB-100, apoE, apoB-100, apoA-1,
apoA-I, I, 1V, apoC-I, 11, apoB-100 apoC-LIL IIT | HapoC-I, II,
apo E, IIT apoE apoE IIT apoD,
apoB-48 apoE
Stata flotacji [Sf] 400 400-20 20-10 11 -
Sklad [%]
Biatka 1-2 8-12 18-20 20-25 45-55
Lipidy calkowite 98-99 90-93 89 79 43-68
Triglicerydy 80-90 50-70 20-25 5-10 3-5
Cholesterol wolny 1-3 7-10 7-10 5-8 3-5
Estry cholesterolu 2-5 4-13 10-12 40-45 15-20
Fosfolipidy 3-7 15-20 15-20 20-22 20-30
Wolne kwasy - 1 1 1 <6
tluszczowe

(apoC-I - apoproteina C-I; apoC-II - apoproteina C-II; apoC-III - apoproteina C-III; apoA-I - apoproteina
A-I; apoA-II - apoproteina A-II; apoA-IV - apoproteina A-IV; apoE - apoproteina E; apoB-48 -
apoproteina B-48; apoB-100 - apoproteina B-100; apoD - apoproteina D).

Gtéwng funkcja lipoprotein jest transport lipidow. Kazda z klas lipoprotein
odpowiada za okreslony kierunek transportu. Wchtonigte z pokarmem tluszcze, gléwnie
triglicerydy, transportowane sg za pomocg chylomikronéw z jelit do watroby [18].
Chylomikrony syntezowane s3 w enterocytach (w proksymalnym odcinku jelita
cienkiego) i pojawiaja si¢ w krwiobiegu po spozyciu positku zawierajacego ttuszcze
[20,25]. Gtéwna funkcja chylomikronéw jest transport egzogennych triglicerydéw do
[20].

przeksztatcane s3 w remnanty chylomikronéw i1 wylapywane sg przez specyficzne dla

watroby Nastepnie pod wpltywem lipazy lipoproteinowej chylomikrony
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nich receptory. Mozliwe jest to dzigki obecnosci w remnantach apoproteiny E, bedace]
ligandem dla receptoréw remnantéw zlokalizowanych w watrobie [21]. W hepatocytach
z endogennych triglicerydéw, cholesterolu, estrow cholesterolu oraz apoprotein
syntezowane sg lipoproteiny VLDL. Nasilony wzrost syntezy VLDL obserwowany jest
po positku [24]. Srednica lipoprotein VLDL jest znacznie mniejsza od $rednicy
chylomikronéw, co ulatwia ich swobodng dyfuzje do $wiatla drobnych naczyn
krwiono$nych [24,25]. W krwiobiegu lipoproteiny VLDL pod wptywem lipazy
lipoproteinowej przeksztalcaja si¢ do lipoprotein o posredniej gestosci. Nastepnie
z lipoprotein IDL w obecnosci lipazy lipoproteinowej i lipazy watrobowej powstaja
lipoproteiny LDL, ktore umozliwiaja dalszy transport lipidow (gtownie cholesterolu
i fosfolipidéw) oraz witamin rozpuszczalnych w tluszczach do tkanek
pozawatrobowych [18,24]. U zdrowego cztowieka 90% powstatlych lipoprotein LDL
pochodzi z degradacji lipoprotein VLDL [24]. W przypadku zbyt duzego stezenia
weglowodanéw w watrobie, hepatocyty sa zdolne do produkcji lipoprotein LDL [24].

Okoto 75% krazacych we krwi lipoprotein LDL wychwytywanych jest przez
watrobe a 25% przez komorki tkanek pozawatrobowych [20,24]. Wyr6znia si¢ dwie
drogi za pomocg ktoérych lipoproteiny LDL przedostajg si¢ do wnetrza komorek, droge
receptorowgo wysokim powinnowactwie 1 droga niereceptorowg o niskim
powinnowactwie (proces endocytozy) [20]. Do komoérek watroby za pomocg drogi
receptorowej wnika okoto 75% lipoprotein LDL a na drodze endocytozy przedostaje si¢
25%  lipoproteiny LDL [20]. Droga receptorowa wykorzystuje receptory B/E, dla
ktérych gléwnym ligandem sg apoproteiny B-100 [21]. Natomiast komoérki tkanek
obwodowych drogg receptorowa wychwytuja 66% lipoprotein LDL a 34% przy udziale
endocytozy [20]. Lipoproteiny LDL po wniknigciu do komdrek ulegaja degradacji
w lizosomach pod wptywem odpowiednich enzyméw a uwolnione z nich zwiazki sg
zuzywane do funkcjonowania komoérki (m.in. syntezy bton komérkowych) oraz syntezy
hormonéw sterydowych w nadnerczach i gonadach [21,24]. Za zwrotny transport
cholesterolu z tkanek obwodowych do watroby odpowiadaja lipoproteiny HDL.
Nastepnie cholesterol wraz z z6tcia wydalany jest z organizmu. Zapobiega to
nadmiernemu gromadzenie si¢ cholesterolu w komdrkach tkanek obwodowych

[2,21,23].

U o0s6b spozywajacych pokarmy o wysokiej zawarto$ci cholesterolu lub

u pacjentow z rodzinng hipercholesterolemia moze pojawic¢ si¢ podklasa lipoprotein
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HDL o zwigkszonej zawartoSci apoproteiny E, kosztem zmniejszenia zawartosci
apoproteiny A-I. Podklasa ta wykazuje wysokie powinowactwo do receptoréw B/E

[20].

1.3.1. Budowa lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL)

Do 1950 roku uwazano, ze klasa lipoprotein LDL jest jednorodna. W nast¢pnych
latach udowodniono jednak heterogennos¢ tej klasy lipoprotein [26]. Lipoproteiny LDL
r6znig si¢ miedzy sobg sktadem chemicznym (r6znice w zawartosci procentowej biatek
1 lipidéw), wlasciwosciami fizykochemicznymi, rozmiarem i gestoscia (od 1,019 g/ml
do 1,063 g/ml) [20].

Roéznice w gestosci lipoprotein LDL umozliwily wyodrebnienie czterech
podklas LDL. Podklasa LDL-I o najnizszej gestosci (1,025 g/ml - 1,035 g/ml), LDL-II
(1,034-1,040 g/ml), LDL-III (1,040-1,050 g/ml) oraz podklas¢ LDL-IV o najwyzszej
gestosci (1,050g/ml -1,060 g/ml) [20,27,28]. U oséb zdrowych w krazeniu dominuje
podklasa LDL-II [20], ztozona giéwnie z duzych, lekkich lipoprotein LDL,
zawierajacych procentowo wigcej cholesterolu niz biatka, o $rednicy powyzej 25,5 nm
[29]. Natomiast u pacjentbw z zaburzeniami metabolizmu lipidow, m.in.
insulinoopornoscia, hiperlipoproteinemig czy hipertriglicerydemia, dominuja podfrakcje
LDL-III i LDL-IV, ztozone giéwnie z lipoprotein LDL, zawierajacych procentowo
wiecej biatka niz cholesterolu, o $rednicy mniejszej niz 25 nm [25,30]. W podfrakcjach
LDL-III i LDL-IV przewazaja gtownie mate, geste lipoproteiny LDL (sdLDL — small
density LDL) o wyzszym wskazniku aterogennosci niz lipoproteiny LDL obecne
w podklasie LDL-II. Lipoproteiny sdLDL wykazujg stabsze powinowactwo do
receptordw B/E, co powoduje ich dtuzsze przebywanie w tozysku naczyniowym, a tym
samym wiekszg podatno$¢na modyfikacje [2,30].

Utrzymujace si¢ przez dluzszy czas podwyzszone stezenie lipoprotein LDL
w tozysku naczyniowym sprzyja ich modyfikacji [25]. Lipoproteiny LDL ze wzgledu
na duzg zawarto$¢ nienasyconych kwasoéw tluszczowych tatwiej ulegaja procesom
modyfikacji oksydacyjnej i sprzegania z koncowymi produktami peroksydacji lipidow
[20]. Utlenieniu moze ulec zardwno czegs¢ lipidowa jak 1 czes¢ biatkowa lipoproteiny
LDL. Modyfikacja apoproteiny B utrudnia rozpoznanie lipoproteiny LDL przez

receptory B/E [20,25]. Utlenione lipoproteiny LDL usuwane sg gléwnie przez receptory
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,scavenger”, tzw. receptory zmiatajace, zlokalizowane na makrofagach oraz przez
receptory LRP (lipoprotein related protein) zlokalizowane w watrobie. Wzrost ilosci
lipoprotein LDL wewnatrz makrofaga przyspiesza jego przeksztatcenie w komorke
piankowa [20].

Innym rodzajem modyfikacji lipoprotein LDL jest nieenzymatyczna glikacja. Proces ten
polega na nietrwatym przylaczeniu czasteczek glukozy do grupy e-aminowej lizyny
apoproteiny B [20]. W przypadku dlugotrwatego utrzymywania si¢ podwyzszonego
stezenia glukozy we krwi powstaja trwate potaczenia pomigdzy glukoza a grupg
e-aminowg lizyny, tzw. koncowe produkty glikacji (Gli-LDL) [20]. Proces
nieenzymatyczne] glikacji rdwniez uniemozliwia rozpoznanie lipoprotein LDL przez
receptory B/E. Dodatkowo glikowane LDL tatwiej ulegaja procesowi oksydacji.
Nieenzymatyczna glikacja lipoprotein LDL najczg$ciej zachodzi u pacjentéw
z cukrzycg oraz insulioopornoscia [25,20]. Kolejnym rodzajem modyfikacji lipoprotein
LDL jest ztozona modyfikacja glikooksydacyjna prowadzaca do powstania glioksy
LDL, ktére charakteryzuja si¢ wysokim stopniem arterogennosci [25].
Dodatkowo z uwagi na rol¢ jaka cholesterol frakcji LDL petni w rozwoju miazdzycy,
istotne jest doktadne oznaczenie jego stezenia w surowicy krwi. Ze wzgledu na
heterogennos¢ frakcji LDL 1 wspétwystepowanie z innymi frakcjami lipidowymi, jest

trudne.

1.4 Metody stosowane do oznaczania st¢zenia LDLC

Metody stosowane do oznaczaniastezenia cholesterolu catkowitego w surowicy
krwi sg proste 1 wiarygodne. W przeciwienstwie do tego, metody stosowane do
oznaczania stezenia cholesterolu frakcji LDL od poczatku ich wprowadzenia stwarzajg
problemy analityczne. Obecnie dostgpne metody III generacji do oznaczania st¢zenia
LDLC, pomimo wielu udoskonaleh w poréwaniu do metod I i1 II generacji, nadal maja

wiele ograniczen.

16



1.4.1 Metoda ultrawirowania (metoda referencyjna)

Metodg referencyjng do oznaczania stezenia cholesterolu frakcji LDL
w surowicy, zalecang przez Centers for Disease Control and Prevention (CDC), jest
metoda ultrawirowania potaczona z precypitacja (BQ — beta quantification) [31].
W metodzie tej wykorzystywana jest sekwencyjna flotacja umozliwiajgca r6znicowanie
lipoprotein pod wzgledem ich gestosci [25]. W pierwszym etapie probka surowicy
poddawana jest ultrawirowaniu (18 godzin, 105000g) [32] w celu oddzielenia
lipoprotein o gestosci ponizej 1,006 g/ml (chylomikrony i lipoproteiny VLDL) od
lipoprotein o gestosci powyzej 1,006 g/ml czyli lipoprotein: LDL, IDL, HDL
1 lipoproteiny a (Lp(a)) [31,33]. W drugim etapie po zakonczonym procesie
ultrawirowania odrzucana jest warstwa flotujaca zawierajgca chylomikrony i czasteczki
VLDL, a warstwa sendymentowana rozpuszczana jest w roztworze chlorku sodu (0,15
mmol/l) [34]. W tak przygotowanej mieszaninie oznaczane jest stezenie cholesterolu
przy uzyciu metody Abell-Kendell [35]. Warto$¢ stezenia oznaczonego cholesterolu jest
rowna stezeniu cholesterolu zawartego w lipoproteinach o gestosci powyzej 1,006 g/ml
(TCas1,006) [33]. W trzecim etapie nastgpuje proces stracenia lipoprotein zawierajacych
apoproteing B czyli lipoprotein: LDL, IDL i Lp(a) za pomocg roztworu heparyny
zawierajacego jony magnezu. Metoda Abell-Kendell w supernatancie oznaczane jest
stezanie cholesterolu we frakcji HDL (HDLC). Stezenie cholesterolu frakcji LDL
obliczane jest za pomocg rownania: LDLC = TCgsj 006 — HDLC [33]. Wartos¢
wyliczonego stezenia cholesterolu frakcji LDL zawiera zatem stezenie cholesterolu
zawartego nie tylko we frakcji LDL ale takze w lipoproteinie IDL i Lp(a). U zdrowych
osOb stezenie cholesterolu zawartego we frakcji IDL 1 Lp(a) jest niskie 1 mieSci si¢
w zakresie od 0,05 do 0,1 mmol/l i nie wptywa na interpretacje wyniku LDLC. U oséb
z chorobg niedokrwienng serca st¢zenie IDLC i Lp(a) jest podwyzszone, co moze mie¢
wplyw na interpretacj¢ wynikéw stezenia LDLC [19].

Metoda BQ nie jest stosowana rutynowo w laboratoriach ze wzgledu na wysokie
koszty, duza objetosci surowicy wymagang do oznaczenia oraz dtugi czas wykonania
oznaczenia [32]. W niektérych przypadkach, gdy obliczenie st¢zenia LDLC za pomocg
wzoréw obarczone jest zbyt duzym btedem lub gdy nie ma mozliwos$ci bezposredniego

oznaczenie st¢zenia LDLC metoda BQ jest stosowana [36].
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1.4.2 Metody oznaczania LDLC I generacji

Metody 1 generacji opieraly si¢ na zastosowaniu odpowiednich odczynnikéw
umozliwiajagcych stracanie lipoprotein LDL podczas wirowania. Stg¢zenie cholesterolu
frakcji LDL w surowicy bylo wyliczane z r6éznicy pomiedzy stezeniem cholesterolu
catkowitego a stgzeniem cholesterolu frakcji nie-LDL (oznaczenie wykonane
w nadsaczu) [32]. Najczesciej stosowanymi odczynnikami umozliwiajagcymi stracanie
lipoprotein LDL byty roztwor heparyny o pH 5,12 [37,38], siarczan poliwinylu [37],
niespecyficzne amfipatyczne polimery lub siarczan dekstranu [37]. Wartosci stezen
LDLC oznaczone metodami strgceniowymi dobrze korelowaly z warto$ciami st¢zen
LDLC oznaczonych metoda referencyjng ale tylko dla surowic, w ktorych stezenie TG
bylo prawidtowe [39,40]. Natomiast wyniki st¢zenia LDLC uzyskiwane metodami
I generacji w surowicach o stezeniu TG powyzej 4,58 mmol/l oraz w surowicach,
w ktorych stezenie wolnych kwaséw ttuszczowych byto powyzej 2,0 mmol/l r6znity sig¢
istotnie od wartosci uzyskiwanych metodg referencyjng [38,41]. Wykazano rowniez, ze
w metodach 1 generacji wraz z lipoproteing LDL wytracaly si¢ remnanty VLDL
(obecne u pacjentéw z hiperlipidemia typu III) oraz Lp(a) [38,39]. Metody I generacji
stuzagce do oznaczenia st¢zenia cholesterolu frakcji LDL nie mialy odpowiedniej

czutosci i swoistosci analitycznej, a precyzja oznaczen byla niska [38,37].

1.4.3 Metody oznaczania LDLC II generacji

W metodach II generacji stezenie cholesterolu frakcji LDL bylo oznaczane
z wykorzystaniem przeciwciat poliklonalnych o wysokim powinowactwie do ludzkich
apoprotein, gtéwnie apoproteiny A-I (apo A-I) 1 apoproteiny E (apoE). Przeciwciata
przeciw apoA-I i apoE oplaszczone na polistyrenowo-lateksowych kuleczkach [42,43]
wigzaly lipoproteiny zawierajagce apoA-I i apoE czyli chylomikrony, VLDL, IDL
i HDL. Po odwirowaniu probki, w osadzie znajdowaty si¢ kompleksy lipoprotein
zwigzanych z przeciwcialami a supernatant zawieral lipoproteiny LDL 1 niewielkie
ilosci Lp(a) [42]. Stezenie cholesterolu frakcji LDL bylo oznaczane enzymatycznie.
Wartosci stezen LDLC oznaczone metodami II generacji dobrze korelowatly

z wartos$ciami stezen LDLC oznaczonymi metodg referencyjng [42,44].
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Metodami II generacji mozliwe bylo oznaczanie stezenia LDLC w probkach
krwi pobranych nie na czczo [44,45,46], probkach pochodzacych od pacjentéw
z mieszang hiperlipidemig a takze od pacjentéw z izolowang hypoalfalipoproteinemig
[42]. Jednak nadal metoda ta nie mogta by¢ wykorzystywana w przypadku prébek
pobranych od pacjentow z hipertriglicerydemia oraz pacjentéw z hipercholesterolemia
[42]. Metody II generacji byly metodami pracochlonnymi i1 drogimi ze wzgledu na
wysokie koszty przeciwcial, wymagaty duzych objetosci surowicy i odpowiedniego

sprzetu. Metody te charakteryzowaty si¢ niezbyt wysoka swoistoscig [31].

1.4.4 Metody oznaczania LDLC III generacji

Metody III generacji sg pierwszymi bezposrednimi (homogennymi) metodami
do enzymatycznego oznaczania st¢zenia cholesterolu frakcji LDL [32]. W 1998 roku
Sugiuchi i wsp. [47] opisali nowatorskg metod¢ do oznaczania st¢zenia LDLC
opatentowang przez firm¢ Kynowa Medox. Obecnie znanych jest 7 metod do
bezposredniego oznaczania cholesterolu frakcji LDL, w metodach tych stosowane sg
rézne zestawy odczynnikdw [48,49,32]. Kazdy 2z produkowanych zestawdow
odczynnikOw zawiera dwa odczynniki. Pierwszy odczynnik odpowiada za blokowanie
lub rozpuszczanie czasteczek nie-LDL. Natomiast drugi odczynnik umozliwia
oznaczanie stezenia cholesterolu zawartego w czasteczkach LDL. Skiad chemiczny
odczynnikéw rézni si¢ pomiedzy firmami np. odczynnik I wyprodukowany przez firme¢
Kynowa Medex sktada si¢ z buforu o pH 6,75 zawierajacego siarczan a-cyklodekstryny,
MgCl, ibarwnik [32]. Glownym zadaniem odczynnika jest blokowanie cholesterolu
zawartego w chylomikronach oraz w czasteczkach VLDL. Odczynnik I firmy Daiichi
Pure Chemical Company sktada si¢ z buforu o pH 6,3 zawierajacego kwas
askorbinowy, oksydaze cholesterolowa, 4-aminoantypiryng, peroksydaze, esteraze
cholesterolowg i odpowiedni detergent [32]. Odczynnik I firmy Wako Chemicals
zawiera bufor o pH 6,8, w sktad ktérego wchodzi (N-(2-hydroksy-3-sulfpropylo)-3,5-
dimetoksyanilina), s6l sodowa, oksydaza cholesterolowa, esteraza cholesterolowa,
katalaza i surfaktanty amfoteryczne [32]. Giéwng funkcja surfaktantéw amfoterycznych
jest selektywne blokowanie czasteczek LDL. Odczynnik II zawsze zawiera enzymy
umozliwiajagce oznaczenie stezenia cholesterolu: oksydazg¢ cholesterolowa, esteraze

cholesterolowg i peroksydaze [32]. Odczynnik II firmy Kynowa Medex sktada si¢
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z buforu o pH 6,75 zawierajacego oksydaze cholesterolowg, esteraze cholesterolowa,
peroksydazg, barwnik 1 polioksyetyleno-polioksypropylenowy (POE-POP) [32].
Zadaniem POE-POP jest blokowanie cholesterolu zawartego w czasteczkach HDL.
Odczynnik II firmy Daiichi Pure Chemical Company sktada si¢ z buforu o pH 6,3
zawierajacego disodowg sOl  N,N-bis-(4-sulfobutylo)-m-toluidynyi  specyficzny
detergent, ktérego gtéwnym zadaniem jest uwalnianie cholesterolu z czasteczek LDL
[32]. Natomiast odczynnik II z firmy Wako Chemicals sktada si¢ z buforu o pH 7,0
zawierajacego 4-aminoantypiryne, peroksydaze, azydek sodu i specyficzny odczynnik
umozliwiajacy usunigcie surfaktantow amfoterycznychz czasteczek LDL [32].

Do oznaczenia stezenia LDLC wykorzystywane sg analizatory biochemiczne réznych
producentéw, odczyty wykonywane sg przy réznych dlugosciach fali od 546 nm do
700nm oraz stosowane sg rdzne objetosci odczynnikoéw 11 II [32]. Metody homogenne
cechujg si¢ znacznie wyzsza powtarzalnoscig i doktadno$cig oznaczenia w porOwnaniu
do metod 11 I generacji [19]. Odzysk cholesterolu frakcji LDLC dla metod III generacji
wynosi od 87% do 105%. Wartosci stgzen LDLC uzyskane metodami III generacji
wykazuja silng korelacje z wartoSciami stezen LDLC uzyskanymi metoda referencyjna
w probkach pochodzacych od 0s6b zdrowych [50,51,52,53]. Metody bezposrednie sg
w pelni zautomatyzowane, nie wymagajag wstepnego przygotowania, ani duzych
objetosci probek, a oznaczenie wykonywane jest w krotkim czasie [19]. Metodami 11
generacji mozliwe jest wykonywanie oznaczenia stezenia LDLC w prébkach pobranych
nie na czczo, co jest istotne dla populacji pediatrycznej, u pacjentéw z cukrzycg typu I

oraz w probkach pochodzacych od pacjentéw z hyperlipidemig [51,50].

Glownym celem standaryzacji metod analitycznych wykorzystywanych
w laboratoriach medycznych jest zapewnienie poréwnywalnosci wynikow danego
parametru oznaczanego réznymi metodami analitycznymi w réznych laboratoriach
[54,55]. Najistotniejszym elementem standaryzacji metod analitycznych jest posiadanie
jednoznacznie zdefiniowanego standardu, ktéry charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
czystosci, identyczng budowa chemiczng 1 wlasciwoSciami chemicznymi z substancja,
ktéra ma by¢ oznaczana w probce pacjenta [54,55]. Dodatkowo waznym elementem
procesu standaryzacji jest posiadanie metody definitywnej, za pomocg ktdrej zostanie
wyznaczona warto$¢ stezenia danej substancji w pierwszorzedowym materiale

referencyjnym [54].
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Proces standaryzacji najtatwiej przeprowadzi¢ dla substancji homogennych np. glukozy.
Natomiast w przypadku substancji heterogennych np. lipoprotein LDL, ktére
dodatkowo w stanach patofizjologicznych moga ulega¢ procesom oksydacji lub glikacji
uzyskanie odpowiednich standardéw jest trudne do osiggnigcia. W laboratoriach
medycznych do oznaczenia stezenia cholesterolu zawartego we frakcji LDL
wykorzystywane s3 gotowe zestawy odczynnikéw lub odczynniki wymagajace tylko
prostego przygotowania. Producenci odczynnikéw, standardow oraz materiatow
kontrolnych, zgodnie z =zaleceniami $§wiatowych organizacji zajmujacych si¢
standaryzacjg procedur analitycznych, sg odpowiedzialni za ich jakos¢ [55]. National
Cholesterol Education Program Working Group on Lipoprotein Measurement w 1995
roku przedstawita rekomendacje dotyczace pomiaru stezenia cholesterolu we frakcji
LDL, w ktérej zalecaja aby kazda wprowadzana do uzytku komercyjnego metoda do
bezposredniego oznaczania stezenia LDLC byla poréwnywana z metoda referencyjng
zatwierdzong przez Centers for Disease Control and Prevention [56]. W tym celu
w 1997 roku CDC powotato sie¢ laboratoriow, ktérym nadano nazwe¢ Cholesterol
Reference Method Laboratory Network (CRMLN) [56]. Giéwnym celem CRMLN byto
stworzenie  protokotu  umozliwiajacego ocen¢ wprowadzanych metod do
bezposredniego oznaczania stezenia LDLC, poprzez poréwnanie uzyskanych wartosci
stezen LDLC z warto$ciami uzyskanymi metoda referencyjng [56]. Jednym z istotnych
elementéw w protokole postgpowania jest wykonywanie oznaczania st¢zenia LDLC
w nie zamrozonej prébce, w celu zmniejszenia wptywu efektu matrycowego. Skutkuje
to uzyskaniem dokladniejszego wyniku i poprawg porownywalnosci wynikoéw stezen
LDLC wuzyskanych réznymi metodami bezposrednimi. Ze wzgledu na duzg
r6znorodno$¢ zestawOw odczynnikéw do oznaczania st¢zenia LDLC jak i analizatoréw
biochemicznych przeprowadzenie procesu standaryzacji jest wazne [31]. National
Cholesterol Education Program Working Group on Lipoprotein Measurement (NCEP)
zaleca aby catkowity dopuszczalny btad dla oznaczenia st¢zenia LDLC nie przekraczat

12% [31].

1.5 Sposoby oszacowywania ste¢zenia LDLC

Ze wzgledu na problemy metodyczne stg¢zenie LDLC szacowano w oparciu
o empiryczne wzory. I nawet obecnie, pomimo dostepnosci metod III generacji

oznaczania LDLC w Ilaboratoriach st¢zenie tej frakcji jest znacznie czesciej
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oszacowanywane ze wzorOw niz oznaczane metoda enzymatyczng. Najczescie]
stosowanym wzorem jest wzor Friedewalda opublikowany w 1972 roku [57]. Nadal
jednak trwajg prace nad opracowaniem wzoru [58,59,60,61,62] umozliwiajacego
wyliczenie st¢zenia LDLC, ktéry moégtby by¢ stosowany niezaleznie od stanu
klinicznego pacjenta. Najnowszy wzoOr zostal zaproponowany w 2013 roku przez

Cordova i wsp. [63].

1.5.1 Wzoér Friedewalda

Wz6r Friedewalda umozliwia wyliczenie stezenia LDLC w oparciu o stezenie
cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakcji HDL 1 stezenia triglicerydow:
LDLC[mmol/[]I=TC[mmol/l] - HDLC[mmol/l] - TG[mmol/1]/2,2 [57], gdzie TG/2,2
odzwierciedla st¢zenie cholesterolu frakcji VLDL. Lipoproteiny VLDL zawieraja okoto
90% triglicerydow krazacych w organizmie [57,64]. Wzo6r Friedewalda moze by¢
stosowany wylacznie dla probek pobranych na czczo (wymagana przerwa od ostatniego
positku to 8 do 12 godzin przed pobraniem krwi), w ktérych stezenie TG wynosi
ponizej 4,56 mmol/l (<400 mg/dl) [64].

U os6b z normotriglicerydemig stezenie LDLC obliczone ze wzoru Friedewalda dobrze
koreluje ze stezeniem LDLC oznaczonym metodg referencyjng [65]. Wzor Friedewlada
nie powinien by¢ stosowany do wyliczania LDLC u pacjentéw ze zdiagnozowang
hiperlipidemig typu III [64], dysbetalipoproteinemia (akumulacja remnantéw
lipoprotein) [32] czy chorobami nerek [66,67], cukrzyca [68], chorobami watroby[69]
jak réwniez u pacjentdéw stosujacych zastepcza terapi¢ hormonalng [70]. Pomimo wielu
wad wzér Friedewalda jest najczesciej wykorzystywany przez laboratoria do

oszacowania st¢zenia LDLC.

1.5.2 Wzor Planelli

Ryzyko rozwoju choroby niedokrwiennej serca wzrasta wraz ze wzrostem
stezenia apoproteiny B (apoB) [64]. Planelli i wsp. [58] opracowali wz6r umozliwiajacy
wyliczenie st¢zenia LDLC, ktéry uwzglednia nie tylko st¢zenie TC i TG ale takze
stezenie apoB: LDLC[mmol/1]=0,41*TC[mmol/1]-0,32*TG[mmol/1]+1,70*apoB[g/]-0,27.

Gtéwng zaleta wzoru Planelli jest mozliwo$¢ jego zastosowania u pacjentOw
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z hipertriglicerydemia [58,67,71] oraz z chorobami nerek [66]. WartoSci stezen
cholesterolu frakcji LDL wyliczone ze wzoru Planelli dobrze korelujg z warto$ciami

stezen LDLC oznaczonymi metoda referencyjng [19].

1.5.3 Wzo6r Cordova

Wz6r Cordova umozliwia wyliczenie stezenia LDLC w oparciu tylko o stezenie
TC i HDLC: LDLC[mmol/1]=3/4*(TC[mmol/l]] - HDLC[mmol/l]). Moze by¢ stosowany
u pacjentéw z hiperlipidemia, cukrzycg czy innymi zaburzeniami metabolicznymi,

a probki nie muszg by¢ pobrane na czczo [63].

1.6 Wplyw réznych czynnikéw na oznaczanie stezenia LDLC

Materialem biologicznym wykorzystywanym do oznaczania parametréw
biochemicznych jest surowica krwi, ktora jest wodnym roztworem zawierajacym
ogromng liczbe heterogennych substancji organicznych i1 nieorganicznych. Poniewaz
kazde oznaczenie iloSciowe opiera si¢ na porOwnaniu efektu reakcji chemicznej
w probce pacjenta i probce wzorcowej, istotne jest aby matryca probki wzorcowej byta
pordwnywalna z matrycg probki pacjenta (komutabilnos¢ prébek) [54]. W przypadku
oznaczania st¢zenia LDLC w surowicy krwi nie jest mozliwe uzyskanie
pordwnywalno$ci matrycy probki wzorcowej i probki pacjentdéw, gdyz trudne jest
przygotowanie probki wzorcowej odzwierciedlajacej heterogenno$¢ frakcji lipidowych
w kazdej jednostce chorobowej. Wigkszos¢ metod stosowanych do oznaczania stezenia
LDLC jest podatna na efekty matrycowe [72]. Dodatkowo u pacjentéw pediatrycznych,
geriatrycznych oraz pacjentéw z chorobami przewleklymi, stwierdza si¢ duze rdznice
w skladzie matrycy probek surowic w poréwnaniu do surowic pochodzacych od oséb
zdrowych.

Choroby przewlekle moga prowadzi¢ do bezposredniego lub posredniego
uposledzenia funkcjonowania gtéwnych narzadéw m. in. nerek, watroby czy trzustki
[25]. Przyczynia si¢ to nie tylko do wzrostu stezenia substancji wystepujacych we krwi
w warunkach fizjologicznych, takich jak mocznik, kreatynina, kwas moczowy czy
hemoglobina glikowana, ale takze do pojawienia si¢ substancji, ktore nie s3 obecne

w tozysku naczyniowym w warunkach fizjologicznych, np. nietypowych lipoprotein
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[25]. Matryca probek pochodzacych od pacjentow z chorobami przewleklymi znacznie
rozni si¢ od matrycy probek osob zdrowych. Substancje, ktére powodujg zmiang tej
matrycy moga wpltywa¢ na oznaczenia biochemiczne oraz utrudnia¢ interpretacj¢
uzyskanych wynikéw. Przyktadem probek o znacznie zmienionej matrycy sg probki
pochodzace od pacjentéow z przewlekta chorobg nerek. U tych pacjentéw dochodzi
zazwycza] do nieodwracalnego uszkodzenia nefronéw, co skutkuje uposledzeniem
zdolnosci filtracyjnej ktebuszkéw nerkowych. Powoduje to nadmierng akumulacje
sktadnikdw mocznicowych i dalsze uszkodzenie nerek oraz innych narzadéw [73].
Przyktadem sktadnikow mocznicowych sa: kreatynina, mocznik, kwas moczowy,
B-2 mikroglobulina, cystatyna C oraz homocysteina [74]. Sktadniki mocznicowe
wykazuja rézne wilasciwosci biologiczne i nie zawsze dializa umozliwia ich catkowite
usuniecie z organizmu. U pacjentow z przewlekta chorobg nerek dochodzi réwniez do
zwigkszonego wydalania albuminy z moczem. ObnizZenie jej stezenia w krwiobiegu
skutkuje zaburzonym transportem substancji zwigzanych z albuming. Obserwuje si¢
rOwniez wzmozony proces oksydacji biatek, co moze wplywaé¢ na ich zdolnosci
wigzace. U pacjentdw z przewlekta choroba nerek czesto dochodzi do wystgpienia
kwasicy metabolicznej, co moze zaburza¢ przebieg reakcji biochemicznych.

Kolejnym przyktadem probek o zmienionej matrycy sa probki pochodzace od
pacjentow z cukrzyca. Utrzymujace si¢ przez dtuzszy czas wysokie stezenie glukozy
przyczynia si¢ do nasilenia proceséw glikacji, ktére zachodzg wewnatrz oraz poza
komorka. Proces glikacji dotyczy biatek takich jak: hemoglobina, albumina,
lipoproteiny czy biatka uktadu krzepnigcia. Moze powodowa¢ zmian¢ konformacji
biatek i zmienia¢ ich wlasnosci wigzace lub powodowac¢ nieswoiste wigzania, ktére nie
wystepujg przy prawidlowej strukturze biatka. Dodatkowo procesowi glikacji ulegaja
lipidy oraz kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) [75,76,77].

Wiarygodne oznaczenie stezenia cholesterolu frakcji LDL jest istotne u kazdego
pacjenta, niezaleznie od wieku czy stanu klinicznego. Jednakze problemy metodyczne
zwigzane z oznaczaniem, m.in. wynikajace ze réznicy pomigdzy matrycami prdobek,
w dalszym ciggu sktaniaja do poszukiwania mozliwosci doktadniejszego oszacowania
LDLC, np. przy pomocy wzorOw empirycznych. Bezposrednie oznaczenie st¢zenia
analitu jest uwazane za optymalne postepowanie analityczne, jednak gdy pojawia si¢
zbyt duzo interferencji lub ograniczen metodycznych zawsze poszukuje si¢

alternatywnych drog oceny stezenia analitu.
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2. Cel pracy

Celem pracy bylo sprawdzenie porownywalnosci wartosci stezen cholesterolu
frakcji LDL oszacowanych przy uzyciu wzoru Friedewalda, wzoru Cordova i wzoru

Planelli z warto$ciami stgzen LDLC oznaczonymi metodg bezposrednia.

2.1 Cele szczegotowe

1. Przeprowadzenie pordwnania stezen LDLC oszacowanych przy uzyciu wzoréw

i oznaczonych metodg bezposrednig w zalezno$ci od wieku:
a) dzieci ponizej 1 roku zycia,
b) dzieci powyzej 1 roku zycia.

2. Przeprowadzenie poréwnania stezen LDLC oszacowanych przy uzyciu wzoréw
i oznaczonych metodg bezposrednig w zaleznos$ci od jednostki chorobowej

zdiagnozowanej u dziecka:

a) cukrzyca typu I,

b) otylos¢,

c) przewlekla choroba nerek,
d) choroby nowotworowe.

3. Przeprowadzenie poréwnania stezen LDLC oszacowanych przy uzyciu wzoréw

i oznaczonych metodg bezposrednig w zaleznos$ci od stezenia:
a) cholesterolu frakcji LDLC w prébkach,
b) triglicerydéw, glukozy i hemoglobiny Alc w probkach,

c) kreatyniny, mocznika, kwasu moczowego i biatka catkowitego w probkach.
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3. Material i Metody

3.1 Materiat kliniczny

Dla potrzeb niniejszej pracy zebrano probki surowic pozostale po wykonaniu
rutynowych badan u dzieci leczonych w Uniwersyteckim Szpitalu Dziecigcym
w Krakowie. Gromadzono surowice o znanym stezeniu mocznika, kreatyniny, biatka
catkowitego, glukozy i/lub kwasu moczowego. Dodatkowo zebrano surowice dzieci
hospitalizowanych, u ktérych znano st¢zenie hemoglobiny glikowanej (HbA.).
Surowice, w ktoérych stgzenie triglicerydow byto powyzej 4,56 mmol/l nie byly brane
pod uwage.

W sumie zebrano 549 surowic dzieci w wieku od pierwszego dnia zycia do 18 lat.
W oparciu o histori¢ choroby uzyskano jednoznaczng informacj¢ o jednostkach
chorobowych 213 dzieci, z czego 92 dzieci byto z cukrzycg typu I, 46 z otyloscia, 31
z przewlekla chorobg nerek, a 44 dzieci leczonych bylo z powodu choréb
nowotworowych. Sposrdd dzieci z chorobami nowotworowymi 23 dzieci miato ostrg
biataczke limfoblastyczng, 10 dzieci nowotwory osrodkowego ukladu nerwowego, 6
nowotwory tkanek migkkich a 5 miato inne nowotwory. Choroby zdefiniowano zgodnie
z Miedzynarodowg Statystyczng Klasyfikacja Chordb i Probleméw Zdrowotnych, ICD-
10. We wszystkich surowicach wykonano oznaczenie st¢zenia cholesterolu catkowitego
(TC), triglicerydow (TG), chlesterolu frakcji HDL (HDLC), cholesterolu frakcji LDL
(LDLC) 1 apoproteiny B (apoB). Wszystkie oznaczenia przeprowadzono w Zaktadzie
Biochemii Klinicznej Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie w okresie od
maja 2012 do wrzesnia 2015 roku. Na wykonanie pracy otrzymano zgod¢ Komisji

Bioetycznej nr KBET/125/B/2012.

3.2 Metodyka oznaczen

Oznaczenie stezenia TC, TG i HDLC wykonano metoda enzymatyczng przy
wykorzystaniu suchej chemii na analizatorze Vitros 5.1 FS (Ortho-Clinical Diagnostics,
United Kindom). W metodzie suchej chemii odczynniki umieszczone sg na stalym
podtozu a surowica naktadana jest na warstwe¢ rozprowadzajacg slajdu skad, dzieki
wykorzystaniu sit kapilarnych przechodzi do warstwy odczynnikowej. W tej warstwie

zachodzi reakcja pomiedzy analitem a odpowiednimi odczynnikami dajac barwny
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produkt reakcji. Oznaczenie stezenia cholesterolu frakcji LDL wykonano metoda
enzymatyczng a apoproteiny B metodg immunochemiczng na analizatorze Vitros 5.1 FS
(Ortho-Clinical Diagnostics, United Kindom). Pomiar koncowego produktu reakcji
w kazdym przypadku dokonywany byt reflektometrycznie przy stalej temperaturze 37 C
1 odpowiedniej diugosci fali zaleznej od mierzonego analitu [78]. Laboratorium,
w ktéorym przeprowadzone zostaly oznaczenia uczestniczy w miedzynarodowym

programie kontroli jakosci RFB (Reference Institute for Bioanalytics).

3.2.1 Metodyka oznaczania cholesterolu calkowitego

Oznaczanie stezenia cholesterolu catkowitego poprzedzone bylo uwolnieniem
cholesterolu i estréw cholesterolu z lipoprotein przy udziale Triton X-100 (TX 100;
0,81 mg) obecnego w warstwie rozprowadzajacej. Nastgpnie w warstwie
odczynnikowej w obecnosci hydroksylazy (Pseudomonas E.C.3.1.1.13; 2,0 U) estry
cholesterolu ulegaly hydrolizie do cholesterolu a powstaly wolny cholesterol pod
wptywem oksydazy cholesterolu (Nocardia lub Cellulomonas E.C.1.1.3.6; 0,4 U)
tworzyt cholestenon i nadtlenek wodoru (H,O,). Ostatnim etapem reakcji byto
utlenienie bezbarwnego prekursora barwnika (2-(3,5-dimetoksy-4-hydroksyfenylo)-4,5-
bis-(4-dimetyloaminofenylo)-imidazol; 0,17 mg) w obecnosci peroksydazy chrzanowej
(E.C.1.11.1.7; 5,3 U) do barwnego produktu. Intensywno$¢ zabarwienia mierzona byta

przy dtugosci fali 540 nm [79].

3.2.2 Metodyka oznaczania triglicerydow

Oznaczanie stezenia triglicerydéw poprzedzone byto uwolnieniem triglicerydéw
z lipoprotein przy udziale Triton X-100 (TX 100; 0,81 mg) obecnego w warstwie
rozprowadzajacej. Nastepnie w warstwie odczynnikowej w obecnosci lipazy (Candida
rugosa E.C.3.1.1.3; 0,15 U) triglicerydy ulegaly hydrolizie do glicerolu i kwaséw
tluszczowych a powstaly glicerol w obecnosci kinazy glicerolowej (Cellulomonas sp.
E.C.2.7.1.30; 0,35U) i ATP (tr6jfosforan adenozyny; 0,14 mg) ulegal reakcji
fosforylacji do L-a-glicerofosforanu. W kolejnym etapie reakcji
L-a-glicerofosforanupod utleniat si¢ do fosforanu dihydroksyacetonu i1 nadtlenku

wodoru (H;O;) pod wplywem oksydazy L-a-glicerofosforanu (Pediococcus sp.
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E.C.1.1.3.-; 0,19 U). Ostatnim etapem reakcji byto utlenienie bezbarwnego prekursora
barwnika (2-(3,5-dimetoksy-4-hydroksyfenylo)-4,5-bis-(4-dimetyloaminofenylo)-
imidazol; 0,04 mg) w obecnosci peroksydazy chrzanowej (E.C.1.11.1.7; 0,52 U) do
barwnego produkt. Intensywnos$¢ zabarwienia mierzona byla przy dlugosci fali 540 nm

[80].

3.2.3 Metoda oznaczania cholesterolu frakcji HDL

Oznaczanie stezenia cholesterolu frakcji HDL poprzedzone bylo precypitacja
lipoprotein nie-HDL przy udziale kwasu wolframianofosforanowego (PTA; 0,3 mg)
i chlorku magnezu (0,2 mg) obecnych w warstwie rozprowadzajacej. W warstwie
odczynnikowej z lipoprotein HDL uwalniany byt cholesterol i estry cholesterolu pod
wptywem Emulgen B-66 (0,2 mg). Estry cholesterolu ulegaty hydrolizie do cholesterolu
w obecnosci hydrolazy (Candida rugosa E.C.3.1.1.3; 1,2 U). Powstaty cholesterol pod
wplywem oksydazy (Cellulomonas E.C.1.1.3.6; 0,8 U) byt utleniany do cholestenonu
i nadtlenku wodoru (H,O;). Ostatnim etapem reakcji byto utlenienie bezbarwnego
prekursora barwnika (2-(3,5-dimetoksy-4-hydroksyfenylo)-4,5-bis-(4-
dimetyloaminofenylo)-imidazol; 0,22 mg) w obecnosci peroksydazy chrzanowe;j
(E.C.1.11.1.7; 2,2 U) do barwnego produktu. Intensywno$¢ zabarwienia mierzona byla

przy dtugosci fali 670 nm [81].

3.2.4 Metoda oznaczania cholesterolu frakcji LDL

Oznaczanie stezenia cholesterolu frakcji LDL zostalo wykonane za pomoca
dwuetapowej reakcji enzymatycznej. W pierwszym etapie pod wplywem esterazy
cholesterolu (Pseudomonas sp. EC 3.1.1.13; 600 U/L) z lipoprotein VLDL,
chylomikronéw, HDL uwalniany byl cholesterol. Z wolnego cholesterolu w obecnosci
oksydazy cholesterolu (Drobnoustrojowa EC 1.1.3.6500 U/L) powstawat cholestenon
oraz nadtlenek wodoru. Nadtlenek wodoru byt eliminowany przez katalaze
(Corynebacterium glutamicum E.C.1.11.1.6; 1 200 000 U/L). W drugim etapie po
dezaktywacji katalazy azydkiem sodu (0,05%) z lipoprotein LDL za pomocg
surfaktantu (zwigzek polioksoetylenowy; 0,3%) uwolnione byty estry cholesterolu
1 wolny cholesterol. Nastepnie z estrow cholesterolu i1 cholesterolu w obecnosci esterazy

cholesterolowej i oksydazy cholesterolu, powstawat cholestenon i nadtlenku wodoru.
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Nadtlenek wodoru reagowat z TOOS (N-etylo-N-[2-hydroksy-3-sulfopropylowa]-3-
metyloaniliny; 2,0 mM) i1 4-aminoantypiryng (4,0 mM) tworzac barwnik chinonowy.

Intensywnos$¢ zabarwienia mierzona byta przy dlugosci fali 540 nm [82].

3.2.5 Metoda oznaczania apoproteiny B

Oznaczenie stezenia apoproteiny B zostalo wykonane za pomoca dwuetapowej
reakcji immunochemicznej. W pierwszym etapie reakcji rozcienczano surowice
roztworami soli oraz mieszano z odczynnikiem zawierajacym surfaktant i polimer.
W drugim etapie reakcji dodawany byl odczynnik zawierajacy przeciwciata
monoklonalne przeciw czastkom apoproteiny B (kozia surowica odpornosciowa
przeciw ludzkiej apoproteinie B) i powstawaly kompleksy antygen-przeciwciato
(apoB—anty-apoB). Wielko$¢ zmgetnienia roztworu byta proporcjonalna do ilosci
powstatych kompleksow antygen-przeciwcialo 1 do stezenia apoB w analizowanej

probee. Pomiar wykonywany byt przy diugosci fali 340 nm [83].

Oznaczenia st¢zenia mocznika, kreatyniny, biatka catkowitego, glukozy, kwasu
moczowego oraz stezenie HbA1lc wykonanywane byto rutynowo na analizatorze Vitros
5.1 FS (Firma Ortho-Clinical Diagnostics, United Kindom) z zastosowaniem
odczynnikow 1 kalibratoréw firmy Johnson & Johnson Clinical Diagnostics Rochester,

USA.

3.3 Oszacowanie st¢zenia cholesterolu frakcji LDL

Do oszacowania stezenia cholesterolu frakcji LDL (LDLC) wykorzystano
wzory:Friedewalda (LDLCp) [57], Cordova (LDLCc) [63] i Planelli (LDLCp) [58].

Wzér Friedewalda:

LDLCg[mmol/1] = TC [mmol/1] - TG [mmol/1]/2,2 - HDLC [mmol/]

Wzo6r Cordova:

LDL Cc[mmol/] = 34*(TC [mmol/1] - HDLC [mmol/1])

W2z6r Planelli:

LDLCp[mmol/] = 0,41*T C[mmol/] - 0,32*TG[mmolN] + 1,7*apoBg/] - 0,27
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3.4. Ocena oszacowanego st¢zenia LDLC

Wiyniki stezenia LDLC obliczonych za pomocg wzoru Friedewalda (LDLCF),
wzoru Cordova (LDLCc) i wzoru Planelli (LDLCp) pordwnano z wartosciami stezen
LDLC oznaczonych metoda enzymatyczng (LDLCp) w zaleznosci od wieku dzieci od
ktorego pochodzita surowica (< 1 roku zycia 1 > 1 roku zycia) oraz w zaleznoS$ci od
jednostki chorobowej dziecka od ktérego pochodzita surowica (cukrzyca typu I,
otylo$¢, przewlekta choroba nerek i choroby nowotworowe).

Analize porownawczg przeprowadzono takze dla wszystkich surowic w zaleznosci od
stezenia LDLCp (< 2.0 mmol/l i > 2,0 mmol/l), stezenia triglicerydéw (< 0,9 mmol/l, >
0,9 - < 3,0 mmol/l i > 3,0 mmol/l), glukozy (< 5.6 mmol/l i > 5,6 mmol/l) i HbAlc(<
6,0 % 1> 6,0 %), kreatyniny (< 74,0 pumol/l i > 74,0 pmol/l), mocznika (<6,0 mmol/l
i >6.0 mmol/l), kwasu moczowego (<300,0umol/l i 2300,0umol/1), biatka catkowitego
(< 60,0 g/1 1> 60,0 g/1). Wybor powyzszych przedziatéw stezen wynikat z danych
piSmiennictwa: mocznik [84], kwas moczowy [84], glukoza [85], biatko catkowite [86],
HbAIc [84] lub z zatlozen a priori: triglicerydy, kreatynina i cholesterol frakcji LDL.

W tabeli II przedstawiono charakterystyke zebranych probek w zaleznosci od wieku
pacjenta, zdiagnozowanej jednostki chorobowej 1 analizowanych parametréw
biochemicznych z uwzglednieniem $rednich wartosci stezen: cholesterolu catkowitego,

triglicerydéw, apoproteiny B oraz cholesterolu frakcji HDL i LDL.
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Tabela II. Srednie+(SD) wartosci i zakres stezenia cholesterolu catkowitego (TC),

triglicerydéw (TG), cholesterolu frakcji HDL (HDLC), cholesterolu frakcji LDL (LDLp)

iapoproteiny B (apoB) w zaleznos$ci od wieku dziecka, jednostki chorobowe;j i sktadu

matrycy.
Wiek Diagnoza
<lr.z. >1r.z cukrzyca otylos¢ przewlekla choroby
typu I choroba nowotworowe
nerek
N 175 419 92 46 31 44
Srednia=SD
Zakres
TC 3,70+1,19 4,09+1,03 4,07+1,11 4,43+0,79 4,12+1,01 3,75+0,80
[mmol/1] 1,29-7,95 1,60-7,29 1,65-6,91 2,80-6,45 2,44-6,69 1,60-5,48
TG 1,67+0,85 1,56+0,72 1,07+0,64 1,69+0,73 1,58+0,61 1,47+0,76
[mmol/1] 0,53-4,23 0,29-4,25 0,29-3,51 0,74-3,78 0,61-2,89 0,54-4,25
HDLC 1,04+0,48 1,22+0,39 1,37+0,44 1,12+0,22 1,15+0,33 1,20+0,42
[mmol/1] 0,22-3,16 0,22-2,66 0,52-2,66 0,61-1,53 0,50-1,90 0,22-2,11
LDLCp 2,05+0,92 2,49+0,88 2,23+0,74 2,99+0,75 1,94+0,55 2,52+0,76
[mmol/1] 0,78-4,96 0,78-5,44 0,81-4,51 1,71-4,87 0,99-2,93 0,78-4,12
apoB 82,3+28,61 84,9+25,77 79,55+£27,00 | 88,3£20,81 82,6+18,25 81,5+20,75
[g/] 36,5-187.3 35,0-182,0 35,0-164,12 48,0-134,9 44,4-118,7 39,9-123,0
Wszystkie LDLC, Triglicerydy
surowice [mmol/1] [mmol/1]
- <2,0 >2,0 <09 0,9-3,0 >3,0
N 594 227 367 157 405 32
Srednia+SD
Zakres
TC 3,97+£1,09 3,10+0,81 4,51+0,87 3,62+0,98 4,04+1,09 4,79+1,15
[mmol/1] 1,29-7,95 1,29-5,50 2,76-7,95 1,65-6,91 1,29-7,95 2,51-7,46
TG 1,45+0,78 1,29+0,72 1,55+0,79 0,68+0,13 1,58+0,53 3,55+0,33
[mmol/1] 0,29-4,25 0,29-3,98 0,39-4,25 0,29-0,89 0,90-2,96 3,02-4,25
HDLC 1,16+0,43 1,03+0,44 1,25+0,40 1,31+0,43 1,12+0,42 1,02+0,44
[mmol/1] 0,22-3,16 0,22-2,37 0,29-3,16 0,40-2,66 0,22-3,16 0,37-2,42
LDLCp[ 2,36+0,91 1,48+0,35 2,90%0,71 2,07+0,75 2,43+0,92 2,85+1,07
mmol/1] 0,78-5,44 0,78-1,99 2,00-5,44 0,78-4,11 0,78-5,36 1,03-5,44
apoB 84,16+26,64 | 63,63+15,58 | 96,85+30,35 | 72,9+22,00 86,7£26,21 107,3%30,35
[g/1] 35,0-187,3 35,0-121,14 | 56,14-187,29 | 35,0-182,0 35,0-187,3 60,9-179,8
Glukoza Hemoglobina Alc Kreatynina
[mmol/l] [%] [umol/1]
<5,6 >5,6 <6,0 >6,0 <74,0 >74,0
N 207 145 44 90 317 100
Srednia+SD
Zakres
TC 4,05+1,06 3,84%1,12 4,09+0,93 4,07£1,12 3,94x1,11 4,01£1,13
[mmol/1] 1,60-7,16 1,65-7,95 2,29-6,45 1,65-6,91 1,60-7,95 1,29-7,46
TG 1,42+0,71 1,28+0,06 1,18+0,52 1,04+0,64 1,43%0,75 1,88+0,78
[mmol/1] 0,39-4,03 0,29-3,93 0,39-2,56 0,29-3,51 0,38-4,25 0,56-3,93
HDLC 1,16+0,42 1,21+0,49 1,23+0,27 1,38+0,47 1,12+0,42 1,13+0,43
[mmol/1] 0,29-2,66 0,22-3,16 0,82-1,90 0,52-2,66 0,22-3,16 0,22-2,42
LDLCp 2,43%+0,93 2,40+0,81 2,59+0,77 2,24+0,74 2,46+0,96 2,07+0,81
[mmol/1] 0,78-5,29 0,81-5,11 1,29-4,54 0,81-4,51 0,78-5,36 0,78-5,44
apoB 86,8£27,14 79,4+26,18 82,5+23,00 81,4+28,86 85,1£27,42 86,5+£23,66
[g/1] 36,5-187,2 35,0-182,0 36,7-144.8 35,0-182,0 35,0-187.3 40,4-189,8
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Tabela II (ciag dalszy). Srednie+(SD) wartosci i zakres stezenia cholesterolu catkowitego
(TO), triglicerydéw (TG), cholesterolu frakcji HDL (HDLC), cholesterolu frakcji LDL
(LDLp) iapoproteiny B (apoB) w zaleznosci od wieku dziecka, jednostki chorobowe;j
i sktadu matrycy.

Mocznik Kwas moczowy Biatko catkowite
[mmol/l] [umol/l] [g/N]
<6,0 >6,0 <300,0 >300,0 <60,0 >60,0
N 230 195 85 101 121 151
SredniaxSD
Zakres
TC 3,97+1,04 4,01£1,15 4,08+0,84 4,41+1,13 3,74+1,12 4,03+1,04
[mmol/] 1,60-7,95 1,69-7,46 2,28-6,05 1,79-7,46 1,29-7,46 1,60-7,29
TG 1,36+0,71 1,75+0,85 1,28+0,71 1,66+0,70 1,65+0,78 1,38+0,71
[mmol/1] 0,39-4,03 0,44-4,25 0,39-4,03 0,56-3,78 0,53-4,25 0,39-3,78
HDLC 1,15+0,39 1,10£0,45 1,20+0,33 1,19+0,32 1,07+0,45 1,21+0,37
[mmol/] 0,22-3,16 0,22-2,42 0,52-2,27 0,49-2,25 0,22-2,43 0,22-2,36
LDLCp 2,54+0,96 2,21+0,88 2,61+0,82 2,71+0,96 2,11+0,86 2,65+0,93
[mmol/] 0,78-5,44 0,78-5,19 0,78-5,29 0,78-5,44 0,78-4,33 0,78-5,44
apoB 84,5+24,61 87,4+24,48 85,6%£20,46 92,2426,26 85,4+28,65 89,8+27,91
[g/] 36,5-181,9 35,0-187,3 60,6-137,8 40,4-179,8 36,5-187,3 40,0-181,9

3.5 Analiza statystyczna

Do oceny statystycznej wykorzystano statystyki opisowe (§rednia arytmetyczna
oraz odchylenie standardowe (SD)). W celu por6wnania wartosci stezen LDLC
wyliczonych za pomoca wzoru Friedewalda, wzoru Cordova i1 wzoru Planelli
z warto$ciami st¢zen LDLCp wykorzystano wspdtczynnik korelacji Pearsona, metodg
Passing-Bablok oraz analiz¢ Blanda-Altmana (B-A). Do poréwnania $rednich warto$ci
stezen zastosowano analize wariancji z testem post-hock Tukey dla tych samych N.
Natomiast do poréwnania srednich wartoSci roznic zastosowano analiz¢ wariancji
z testem post-hock Tukey dla réznych N lub test t-studenta. Analizg¢ statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu programéw Statistica 7.0 (StatSoft), Microsoft Excel
2007, GraphPad Prisma 5 oraz MedCalc (Statistical Software). Oceniono rozkiad
zmiennych ciaglych pod katem jego zgodnosci z rozkladem normalnym przy
zastosowaniu statystycznie

testu Shapiro-Wilk’a. Wartos¢ p<0,05 przyjeto za

znamienna.
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4. Wyniki

4.1 Poréwnywalno$¢ oszacowanych stezen cholesterolu frakcji LDL (LDLCp,

LDLCc i LDLCp) ze stezeniem LDLC)

Analizujac wszystkie probki stwierdzono istotng statystycznie réznic¢ pomiedzy
LDLCfr a LDLCp (p<0,0001), LDLC¢ a LDLCp (p<0,0001) 1 brak istotnych réznic
pomiedzy LDLCp a LDLCp. Obserwowano réznice byly podobne gdy poréwnano
stezenia LDLC dla probek pobranych od dzieci powyzej pierwszego roku zycia,
natomiast dla prébek pobranych od dzieci ponizej pierwszego roku zycia nie
stwierdzono istotnych réznic pomigedzy LDLCp a wartosciami LDLC oszacowanymi ze

wzoréw (ryc.1).
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Rycina 1. Srednie (+SD) wartosci stezen cholesterolu frakcji LDL oznaczonego metoda
bezposrednig (LDLCp) i oszacowanego za pomocg wzoru Friedewalda (LDLCp), wzoru
Cordova (LDLCc¢) i wzoru Planelli (LDLCp) dla wszystkich prébek oraz dla probek pobranych
od dzieci ponizej i powyzej jednego roku zycia.

Dla probek pochodzacych od dzieci z cukrzyca typu I i dzieci z przewlekla
chorobg nerek nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic pomiedzy S$rednig

wartoscig LDLCp a warto$ciami $rednimi LDLC oszacowanymi ze wzorow (ryc.2).
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W przeciwienstwie do tego stwierdzono istotne statystycznie réznice pomi¢dzy LDLCyp
a LDLCg, LDLCp a LDLCc dla probek pobranych od dzieci z otytoscig 1 chorobami
nowotworowymi (p<0,01-0,0001) i dodatkowo dla probek od dzieci otylych takze
pomiedzy LDLCp a LDLCp (p<0,02)(ryc.2).
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Rycina 2. Srednie (+SD) wartosci stezen cholesterolu frakcji LDL oznaczonego metoda
bezposredniag (LDLCp) i oszacowanego za pomocg wzoru Friedewalda (LDLCg), wzoru
Cordova (LDLCc) i wzoru Planelli (LDLCp) dla prébek pobranych od dzieci cukrzyca typu I,
dzieci z otyloscia, dzieci z przewlekta choroba nerek i dzieci z chorobami nowotworowymi.

Na ryc.3 przedstawiono zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem LDLCg, LDLCc, LDLCp
a stezeniem LDLCp dla wszystkich prébek oraz dla probek od dzieci ponizej i powyzej
pierwszego roku zycia. W kazdym przypadku uzyskano wysokie wspoiczynniki
korelacji: dla wszystkich probek odpowiednio r=0,763, r=0,781 i1 r=0,789, dla probek od
dzieci ponizej pierwszego roku zycia r=0,797, r=0,829 1 r=0,823 oraz dla probek od
dzieci powyzej pierwszego roku zycia r=0,769, r=0,788 i r=0,780 (we wszystkich
przypadkach p<0,001). Podobne wartosci wspdtczynnikow korelacji obserwowano dla

stezen uzyskanych w probkach pochodzacych od dzieci z cukrzyca, otyloscig
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1 chorobami nowotworowymi (ryc.4). Natomiast dla stezen uzyskanych w prébkach
pochodzacych od dzieci z przewlekla choroba nerek wspolczynniki korelacji byty
znacznie nizsze i wynosily odpowiednio r=0,492, r=0,520, r=0,525 (we wszystkich
przypadkach p<0,001) (ryc.4). Analiza regresji metodg Passing-Bablock wykazata brak
istotnych statystycznie r6znic pomigdzy wartosciami stezenia LDLC oszacowanymi ze

wzoroéw a wartosciami st¢zenia LDLCp, dla wszystkich prébek.

35



a)

60k

5,0

4,0

LDLC; [mrmol/1]

" wszystkie probki

=0,763 p<0,0001

o ponizej 11z 1=0,797 p<0,0001
v powyzej 1rz 1=0,769 p<0,0001
1 L 1 1

6,0

5,0

LDLC,, [mmol/1]

6,0

50F

40F

LDLC [mmol]

20

0,0

30

3,0 20 5,0 6,0
LDLC, [mrmol/1]

wszystkie probki

1=0,781 p<0,0001

o ponizej 1rz 1=0,829p<0,0001
v powyze) 1.z 1=(,788 p<0,0001
1 . 1 1

0,0 1,0 2,0 3.0 20 50 6,0

LDLC, [mrmol/1]

wszystkie probki
r=0,789 p<0,0001

P o ponizej 1rz  1=0,823 p<0,0001
¥ v ¥ powyiej Ir.z I'ZO,780 p<0,0001

1 L 1 N 1 L 1 M 1 L 1

Rycina 3. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem LDLC oszacowanym ze wzordw: a) Friedewalda,
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LDLC [mmoll]

b) Cordova i c) Planelli a wartosciami st¢zen LDLC oznaczonymi metodg bezposredniom dla

wszystkich probek oraz dla probek od dzieci ponizej i powyzej pierwszego roku zycia.
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Rycina 4. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem LDLC oszacowanym ze wzorow:
a) Friedewalda, b) Cordova i c) Planelli a warto$ciami st¢zen LDLC oznaczonych metoda
bezposrednig dla prébek pochodzacych od dzieci cukrzyca typu I, otytoscia, przewlekta choroba
nerek i chorobami nowotworowymi.
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Metodg Blanda-Altmana poréwnano zgodno$¢ wynikéw stezeh LDLC
oszacowanych za pomocg wzoréw Fridewalda, Cordova i1 Planelli z warto$ciami st¢zen
oznaczonymi metodg bezposrednig. Oszacowane stezenia byly nizsze od stezen
oznaczonych metoda bezposrednig $rednio o 0,21 mmol/l (95% Cl: -1,35; 0,93) dla
wzoru Friedewalda, srednio o 0,25 mmol/l (95% Cl: -1,32; 0,82) dla wzoru Cordova
1 Srednio o 0,03 mmol/l (95% CI: -1,12; 1,05) dla wzoru Planelli. Stwierdzono istotng
ujemng korelacje pomigedzy (LDLCc - LDLCp) a (LDLCp + LDLC¢)/2) (r=-0,386;
p<0,0001) (ryc.5b). Oznacza to, ze stezenia LDLCc nie byly poréwnywalne ze
stezeniami LDLCp w analizowanym zakresie stezen dla LDLC. Natomiast nie
stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci pomie¢dzy (LDLCg - LDLCp) a ((LDLCp
+ LDLCg)/2) oraz pomig¢dzy (LDLCp - LDLCp) a ((LDLCp + LDLCp)/2) (ryc.5a,c).
Oznacza to, ze stezenia LDLCpr i LDLCp byly poréwnywalne ze stezeniami LDLCp

w analizowanym zakresie stezen dla LDLC.
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Rycina 5. Poréwnanie wartosci LDLC oszacowanych ze wzor6w: a) Fridewalda,
b) Cordova, c) Planelli z warto$ciami LDLC oznaczonymi metodg bezposrednig dla wynikéw
uzyskanych we wszystkich probkach z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia
niebieska oznacza $rednia, linie czerwone oznaczajg zakres zgodnos$ci (Srednia r6znica=1,96SD)

a linia czarna oznacza linie trendu.
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Metoda Blanda-Altmana poréwnano réwniez zgodno$¢ wynikéw stezen LDLC
oszacowanych za pomocg trzech wzoréw z wartosciami stezen LDLCp dla wynikéw
uzyskanych od dzieci z r6znymi jednostkami chorobowymi. Zaréwno dla probek
pochodzacych od dzieci z otyloscia jak i dla probek od dzieci z chorobami
nowotworowymi st¢zenia LDLC oszacowane ze wzoru Friedewalda, wzoru Cordova
1 wzoru Planelli byly nizsze od stezen LDLCp $rednio o 0,44 mmol/l (95% CI: -1,13;
0,24), érednio o 0,51 mmol/l1 (95% Cl. -1,21; 0,19) i s$rednio o 0,48 mmol/l
(95% CI: -1,19; 0,22) dla prébek od dzieci z otytoscig orazsrednio o 0,65 mmol/l (95%
Cl: -1,69; 0,39), srednio o 0,61 mmol/l (95% CI: -1,63; 0,40) 1 $rednio o 0,34 mmol/l
(95% Cl: -0,99; 1,61) dla probek od dzieci z chorobami nowotworowymi. Dla probek
pochodzacych od dzieci z cukrzyca typu I jedynie wyniki stezen LDLCg i LDLCc byly
nizsze od wynikéw stezen LDLCp odpowiednio: $rednio o 0,03 mmol/l1 (95% CI: -1,05;
1,00) i $rednio o 0,21 mmol/l (95% Cl: -0,99; 0,57) a wyniki stezen LDLCp byly wyzsze
od wynikéw stezen LDLCp $rednio o 0,17 mmol/l (95% Cl: -0,83; 1,18). Natomiast dla
probek pochodzacych od dzieci z przewlekla chorobg nerek wyniki stezen LDLCp,
LDLCc i LDLCp byty wyzsze od wynikéw stezen LDLCp $rednio o 0,31 mmol/l (95%
Cl: -0,99; 1,61), srednio o 0,29 mmol/l (95% CI: -0,82; 1,40) 1 $rednio o 0,37 mmol/l
(95% CI: -0,81; 1,55).

Dla probek pobranych od dzieci z otyloscig i dla préobek pobranych od dzieci
z chorobami nowotworowymi stwierdzono takze istotng statystycznie ujemng zalezno$¢
pomiedzy (LDLCc - LDLCp) a (LDLC¢ + LDLCp)/2) (odpowiednio r=-0,336 p<0,01;
r=-0,465 p<0,001) (ryc.6b). Dodatkowo wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy (LDLCp
- LDLCp) a ((LDLCp + LDLCp)/2) dla prébkach pochodzacych od dzieci
z otyloscig (r=-0,515 p<0,001) (ryc.6¢). Oznacza to, ze stezenia LDLCc nie byly
pordwnywalne z warto$ciami stezen LDLCp dla prébek pochodzacych od dzieci
z otyloscig 1 dzieci z chorobami nowotworowymi. Ponadto dla probek pochodzacych od
dzieci z otyloscia wykazano brak poréwnywalnosci wynikow stezen LDLCp

z wartosciami stezen LDLCp.
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Rycina 6. Poréwnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzoréw: a) Fridewalda, b) Cordova,
¢) Planelli z warto$ciami LDLC oznaczonymi metodg bezposrednig dla probek pochodzacych

od dzieci z zdiagnozowang cukrzycg typu I, otytoscia, przewlekta chorobg nerek i z chorobami
nowotworowymi z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia pozioma ciagta oznacza

$rednig, linie poziome przerywane oznaczajg zakres zgodnos$ci (Srednia réznica=1,96SD) a linie

ukos$ne oznaczaja linie trendu.
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4.2 Poréwnywalnos$é¢ stezenia LDLCy, LDLCc i LDLCp ze stezeniem LDLC)
dla warto$ci LDLCp < 2,0 mmol/l i > 2,0 mmol/l.

Dla stezen LDLCp ponizej 2,0 mmol/l stwierdzono istotng roznice
tylkopomiedzy LDLCp a LDLCp (p<0,0001) (ryc.7). Natomiast dla stezen LDLCp
powyzej 2,0 mmol/l znamienie statystycznie r6znice wykazano pomig¢dzy $rednimi
wartosciami LDLCg a LDLCp, LDLC: a LDLCp i LDLCp a LDLCp (we
wszystkich przypadkach p<0,0001) (ryc.7).
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Rycina 7. Srednie (£SD) wartosci stezen cholesterolu frakcji LDL oznaczonego metoda
bezposrednig (LDLCp) i oszacowanego za pomocg wzoru Friedewalda (LDLCp), wzoru

Cordova (LDLCc¢) i wzoru Planelli (LDLCp) dla prébek o stezeniu LDLCp, ponizej 2,0 mmol/l

i dla prébek o stezeniu LDLCp powyzej 2,0 mmol/I.

Dla niskich stezen LDLCp (ponizej 2,0 mmol/l) wykazano istotng statystycznie

zaleznos¢ pomiedzy LDLCr a LDLCp, LDLCe a LDLCp oraz LDLCp a LDLCp

a uzyskane wartosci wspotczynnikdw korelacji byly niskie (odpowiednio r=0,484;

r=0,496; r=0,481 we wszystkich przypadkach p<0,001). Natomiast dla prdobek
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w ktorych stezenie LDLCp bylo powyzej 2,0 mmol/l  wartosci wspdtczynnikow
korelacji pomigdzy LDLCg a LDLCp, LDLC¢ a LDLCp oraz LDLCp a LDLCp miescity
si¢ w przedziale od r= 0,620 do r=0,645 (we wszystkich przypadkach p<0,001). Metoda
Passing-Bablok w przypadku niskich stezen LDLCp (ponizej 2,0 mmol/l) wykazano
istotne statystycznie roznice pomiedzy wartosciami stgzen LDLC uzyskanymi przy
pomocy kazdego ze wzoréw a stezeniem LDLCp Natomiast dla probek o stezeniu
LDLCp powyzej 2,0 mmol/l metoda Passing-Bablok nie wykazano istotnych
statystycznie rézni¢ pomie¢dzy wartosciami stezen LDLC oszacowanymi za pomoca

wzoroéw a wartosciami st¢zen LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig.

Metodg Blanda-Altmana poréwnano zgodno$s¢ wynikéw LDLC oszacowanych
za pomocg wzoréw Fridewalda, Cordova i Planelli z wartosciami st¢zen LDLCp. Dla
prébek o stezeniu LDLCp ponizej 2,0 mmol/l wykazano dodatnig korelacje pomigdzy
(LDLCg - LDLCp) a ((LDLCg + LDLCp)/2), pomiedzy (LDLCc - LDLCp) a ((LDLCc
+ LDLCp)/2) oraz pomiedzy (LDLCp - LDLCp) a (LDLCp + LDLCp)/2) (odpowiednio
r= 0,566; r=0,336; r= 0,504 we wszystkich przypadkach p<0,001) (ryc.8a,c,e).Oznacza
to, ze warto$ci stgzenia LDLC uzyskane ze wzoréw: Friedewalda, Cordova i Planelli
nie byty poré6wnywalne z oznaczonymi warto$ciami st¢zen LDLC dla probek o st¢zeniu
LDLCp ponizej 2,0 mmol/l. Natomiast dla probek o stezeniu LDLCp powyzej 2,0
mmol/l wyniki oszacowane za pomoca wzoru Friedewalda, wzoru Cordova i wzoru
Planelli byly nizsze od wynikéw otrzymanych metoda bezposrednia odpowiednio
srednio o 0,34 mmol/l (95% CI: -1,46; 0,78), $rednio o 0,45 mmol/l (95% CIl: -1,47;
0,57) 1 $rednio o 0,17 mmol/l (95% CI: -1,23; 0,88). Dodatkowo, wykazano stabg
ujemng korelacj¢ pomiedzy réznicg (LDLCc - LDLCp) a srednim st¢zeniem LDLC
(LDLC¢+ LDLCp)/2) (r= -0,386; p<0,0001) (ryc.8d). Oznacza to, ze wartosci stezen
LDLC oszacowane za pomocg wzoru Cordova nie byly pordwnywalne z oznaczonymi

wartosciami stezen LDLC dla prébek o stezeniu LDLC powyzej 2,0 mmol/l.
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Rycina 8. Poréwnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzor6w: Fridewalda (a,b), Cordova

(c,d), Planelli (e,f) z warto§ciami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig w prébkach
o stezeniu LDLCp, ponizej 2,0 mmol/l i w prébkach o stg¢zeniu LDLCp powyzej 2,0 mmol/l
z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza $rednig, linie czerwone
oznaczaja zakres zgodno$ci ($rednia r6znicax1,96SD) a linia czarna oznacza linie trendu.

4.3

Poréwnywalno$¢ stezenia LDLCy, LDLC¢ i LDLCp ze st¢zeniem LDLC)

w zalezno$ci od stezenia triglicerydéw, glukozy i HbAlc.

Poréwnanie $rednich wartosci stezen LDLC oszacowanych za pomoca wzoréw

z LDLCp przeanalizowano osobno dla trzech zakreséw stezen triglicerydow (ponizej
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0,9 mmol/l, od 0,9 do 3,0 mmol/l i powyzej 3,0 mmol/l), dla dwéch zakreséw stezen
glukozy (ponizej 5,6 mmol/l 1 powyzej 5,6 mmol/l) oraz dla dwoch zakresow stezen
HbAlc (ponizej 6,0% i powyzej 6,0%). Dla probek o st¢zeniu TG ponizej 0,9 mmol/l
stwierdzono istotng statystycznie réznice pomie¢dzy LDLCc a LDLCp (p<0,0001),
LDLCp a LDLCp (p<0,0001) i brak istotnych réznic pomiedzy LDLCg a LDLCp
(ryc.9). Natomiast dla probek o stezeniu TG od 0,9 do 3,0 mmol/l oraz powyzej 3,0
mmol/l znamienie statystyczne réznice wykazano pomiedzy LDLCr a LDLCp (w obu
przypadkach p<0,001), LDLC¢ a LDLCp (odpowiednio p<0,0001; p<0,01) i LDLCp
a LDLCp (odpowiednio p<0,01; p<0,001) (ryc.9). Dla prébek o st¢zeniu glukozy
ponizej 5,6 mmol/l oraz dla probek o stezeniu HbAlc ponizej 6,0% istotne statystycznie
réznice wykazano tylko pomigdzy LDLCgr a LDLCp (odpowiednio p<0,01; p<0,02)
(ryc.9).
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Rycina 9.Srednie (+SD) wartosci stezen cholesterolu frakcji LDL oznaczonego metoda
bezposrednig (LDLCp) i oszacowanego za pomocg wzoru Friedewalda (LDLCp), wzoru
Cordova (LDLC¢) i wzoru Planelli (LDLCp) dla prébek o stezeniu TG ponizej 0,9 mmol/l, od
0,9 do 3,0 mmol/l, powyzej 3,0 mmol/l, dla prébek o stezeniu glukozy powyzej 5,6 mmol/l
1 powyzej 5,6 mmol/l oraz dla prébek o stezeniu hemoglobiny Alc ponizej 6,0% i powyzej
6,0%.
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Dla prébek o stg¢zeniu TG: ponizej 0,9 mmol/l, od 0,9 do 3,0 mmol/l oraz
powyzej 3,0 mmol/l wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ pomig¢dzy LDLCg
a LDLCp, LDLC¢ a LDLCp oraz LDLCp a LDLCp. Wartosci wspdiczynnikow
korelacji miescily si¢ w przedziale 0,755 - 0,834; we wszystkich przypadkach
p<0,0001. Podobne wartosci wspétczynnikéw korlacji uzyskano dla probek o st¢zeniu
glukozy ponizej 5,6 mmol/l 1 dla probek o stezeniu glukozy powyzej 5,6 mmol/l oraz
dla prébek o stezeniu HbAlc powyzej 6,0% (0,723- 0,842; we wszystkich przypadkach
p<0,0001). Natomiast dla probek o stezeniu HbAlc ponizej 6,0% uzyskano wyzsze
wartosci  wspolczynnikéw korelacji  (r=0,949; 1=0,952; r=0,946 we wszystkich

przypadkach p<0,0001).

W oparciu o metod¢ Bland-Altmana stwierdzono, ze niezaleznie od st¢zenia TG
nie bylo poréwnywalnosci pomiedzy LDLCc 1 LDLCp (ryc.10e-g) natomiast st¢zenia
LDLCg i LDLCp byly poréwnywalne z LDLCp (ryc.10a-c,i-k). Jednakze wraz ze
wzrostem TG zaobserwowano coraz wigksze r6znice pomi¢dzy LDLCg
1 LDLCp (ryc.10d). Dla roznicy pomiedzy LDLCg 1 LDLCp oraz pomiedzy LDLCp
1 LDLCp stwierdzono statystycznie istotny ujemny trend wraz ze wzrostem stezenia TG
(w obu przypadkach p<0,001) (ryc.10d,l). Natomiast $rednie wartosci r6znic pomiedzy
LDLCc a LDLCp byly coraz mniejsze wraz ze wzrostem analizowanego zakresu
stezenia TG 1 takze wykazywaly istotny trend ale w kierunku przeciwnym (p<0,05)
(ryc.10h).

Dla prébek o stezeniu glukozy ponizej 5,6 mmol/l wartosci stezen LDLCc nie byly
porownywalne z LDLCp (ryc.11d). A dla prébek o stgzeniu HbAlc ponizej 6,0%
stezenia LDLCc oraz LDLCp nie byly poréwnywalne z LDLCp (ryc.12d,g).
Stwierdzono réwniez mniejsze $rednie wartosci réznicy pomiedzy LDLCg i LDLCp,
oraz pomiedzy LDLCc i LDLCp dla probek o stezeniu HbAlc powyzej 6,0%
w poréwnaniu do odpowiadajagcym im $rednim wartoscig dla probek o stezeniu HbAlc
ponizej 6,0% (ryc.12c,f,i). Dodatkowo zaobserwowano wigkszy rozrzut wartosci réznic
pomiedzy LDLCr i LDLCp, pomiedzy LDLCc 1 LDLCp oraz pomigdzy LDLCp
i LDLCp dla prébek o stezeniu HbAlc powyzej 6,0% w poréwaniu do odpowiadajacym
im wartoscig réznic dla probek o stezeniu HbA1c ponizej 6,0% (ryc.12 a,b,d,e,g,h).

Natomiast nie wykazano istotnych statystycznie zmian w $rednich wartosciach r6znic

pomiedzy LDLCr i LDLCp, pomiedzy LDLCc 1 LDLCp oraz pomigdzy LDLCp
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Rycina 11. Por6wnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzoréw: Fridewalda (a,b), Cordova
(d,e), Planelli (g,h) z wartosciami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig w probkach
o stezeniu glukozy ponizej 5,6 mmol/l i prébkach o stezeniu glukozy powyzej 5,6 mmol/l
z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza $rednig, linie czerwone
oznaczajg zakres zgodnosci ($rednia réznica+1,96SD) a linia czarna oznacza linie trendu. Dla
kazdego z analizowanych wzoréw poréwnano srednie (£SD) warto$ci réznicy pomiedzy LDLC
oszacowanymi za pomocg wzoréw:Fridewalda (c), Cordova (f), Planelli (i) a LDLCp
w zaleznosci od stezenia glukozy.
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Rycina 12. Poréwnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzoréw: Fridewalda (a,b), Cordova
(d,e), Planelli (g,h) z wartosciami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig w probkach
o stezeniu HbA1c ponizej 6,0% i probkach o stezeniu HbAlc powyzej 6,0% z wykorzystaniem
metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza $rednia, linie czerwone oznaczaja zakres
zgodnosci ($rednia ré6znica+1,96SD) a linia czarna oznacza linie trendu. Dla kazdego
z analizowanych wzoréw poréwnano $rednie (SD) wartosci ré6znicy pomigdzy LDLC
oszacowanymi za pomocg wzoréw: Fridewalda (c), Cordova (f), Planelli (i) a LDLCp
w zalezno$ci od stezeniaHbAlc.
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4.4 Porownywalnos$¢ stezenia LDLCp, LDLCc i LDLCyp ze stezeniem LDLCp

w zalezno$ci od stezenia nie biatlkowych zwiazkéw azotowychi biatka catkowitego

Do gtéwnych zwigzkéw azotowych nie biatkowych wystepujacych
w organizmie naleza mocznik, kreatynina i kwas moczowy. Srednie wartoéci pomiedzy
oszacowanymi st¢zeniami LDLC a stezeniem LDLCp przeanalizowano osobno dla
dwoch zakresow stezen kreatyniny (ponizej 74,0 umol/l i powyzej 74,0 umol/l),
mocznika (ponizej 6,0 mmol/l i powyzej 6,0 mmol/l), kwasu moczowego (ponizej 300,0
umol/l i powyzej 300,0 umol/l) oraz biatka catkowitego (ponizej 60,0 g/1 i powyzej 60,0
g/l). Wykazano istotne statystycznie réznice tylko pomiedzy LDLCr a LDLCp oraz
pomiedzy LDLCc a LDLCp dla probek o stezeniu kreatyniny ponizej 74,0 umol/l
(w obu przypadkach p<0,0001), dla prébek o stezeniu mocznika ponizej 6,0 mmol/l
(w obu przypadkach p<0,0001) i dla probek o stezeniu kwasu moczowego ponizej
300,0 umol/l (odpowiednio p<0,02; p<0,01) (ryc.13). Natomiast dla probek, w ktérych
bylo oznaczone stezenie biatka catkowitego istotng statystycznie réznicg¢ pomigdzy
LDLCr a LDLCp, pomiedzy LDLCc a LDLCp oraz pomigdzy LDLCp a LDLCp
wykazano jedynie dla probek o stezeniu biatka calkowitego powyzej 60,0 g/l
(odpowiednio p<0,01; p<0,0001;p<0,02) (ryc.13).

50



kreatynina mocznik kwas moczowy bialtko catkowite

[umol/l] [mmolil] [umolf] [af]
<74,0 =740 < 6,0 =6,0 < 300,0 >300,0 < 60,0 =60,0
5.0
4.5 240.02
<0,0001
4_0-2«::0.0001 p=0,0001 p=0,01 =5

p<0.01
<0,0001
p=0.0001 P=0. p=0.02 —

bl
(4]
1

srednie stezenia LDLC [mmolfl]
[+ (4]
e 9
—
I
—
| e |

2.0

1.5

1.0

0.5+

o.olll-lnl.Ill-lnl.llla-lnl.llla-lnl.ll-ln-la.ll-ln-lnl.Il-'-'nl.ll!-lnl.
o 2] o 2] o 2] o 2] o 2] o 2] o 2] o 2]
000 (SN & ] (SIS S ] (SIS SN ] o0 oou o000 o000 (SIS Sy ]
N | AN [ i | RN e | T [ i | T [ | T [ | T [ | I e |
[~ =N==] [a = lalya]l aooao aooao aaooan aaooan aaooan [a == lya]
R R S | U S | QP e | QP B | R QPN B | R QPN B | R QPN B | U QP e |

Rycina 13. Srednie (+SD) wartoéci stezen cholesterolu frakcji LDLC oznaczonego
metoda bezposrednia (LDLCp) i oszacowanego za pomocg wzoru Friedewalda (LDLCp), wzoru
Cordova (LDLC¢) i wzoru Planelli (LDLCp) dla prébek o stezeniu kreatyniny ponizej 74,0
umol/l i powyzej 74,0 umol/l, dla prébek o st¢zeniu mocznika ponizej 6,0 mmol/l i powyzej 6,0
mmol/l, dla prébek o stezeniu kwasu moczowego ponizej 300,0umol/l i powyzej 300,0 umol/l
oraz dla probek o stezeniu biatka catkowitego ponizej 60,0g/1 i powyzej 60,0g/1.

Dla probek w ktérych stezenie kreatyniny bylo ponizej 74,0 umol/l oraz dla
probek o stezeniu mocznika ponizej 6,0 mmol/l wykazano istotng statystycznie
zalezno$¢ pomigdzy LDLCg a LDLCp, LDLCc a LDLCp oraz LDLCp a LDLCp.
Wartosci wspoiczynnikéw korelacji miescity si¢ w przedziale 0,824-0,854; we
wszystkich przypadkach p<0,0001. Z kolei dla prébek o stezeniu kreatyniny powyzej
74,0 umol/l i dla probek o stezeniu mocznika powyzej 6,0 mmol/l uzyskano nizsze
wspolczynniki  korelacji  (0,695-0,793 we wszystkich przypadkach p<0,0001).
Natomiast niezaleznie od stezenia kwasu moczowego w prébce oraz st¢zenia biatka
catkowitego w probce wartosci wspodtczynnikow korelacji byly poréwnywalne

(odpowiedni: 0,794 - 0,828 oraz 0,765 - 0,813; we wszystkich przypadkach p<0,0001).
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W oparciu o metod¢ Blanda-Altmana stwierdzono, ze dla probek o stezeniu
kreatyniny ponizej 74,0 umol/l nie byto poréwnywalnosci pomiedzy LDLCc i LDLCp
(ryc.14d) a dla probek dla préobek o stezeniu mocznika ponizej 6,0 mmol/l wartosci
stezen LDLCc i1 LDLCp nie byty poréwnywalne z LDLCp, (ryc.15d,g). Rorzut pomig¢dzy
srednimi warto$ciami r6znic pomi¢dzy LDLCr i LDLCp, pomi¢gdzy LDLCc i LDLCp
oraz pomi¢dzy LDLCp i LDLCp dla prébek o stezeniu kreatyniny < 74,0 umol/l oraz dla
prébek o stezeniu kreatyniny > 74,0 umol/l wynosit odpowiednio 0,34 mmol/l, 0,40
mmol/l i 0,34 mmol/l (we wszystkich przypadkach p<0,001) (ryc.14c,f,i). Natomiast dla
probek o stezeniu mocznika < 6,0 mmol/l $rednie wartosci r6znic pomiedzy LDLCg
1 LDLCp, pomiedzy LDLCc i LDLCp oraz pomiedzy LDLCp 1 LDLCp byly istotnie
statystycznie wigksze w poréwnaniu do odpowiadajagcym im $rednim wartoscig dla
probek o stezeniu mocznika > 6,0 mmol/l (we wszystkich przypadkach p<0,001)
(ryc.15¢,f,1). Ponadto wykazano, ze niezaleznie od st¢zenia kwasu moczowego nie bylo
poréwnywalnosci pomiedzy LDLCp a stezeniami LDLCc i LDLCp (ryc.16d,e,g,h)
natomiast stwierdzono poréwnywalnos¢ pomiedzy LDLCg i LDLCp (ryc.16a,b). A dla
probek o stezeniu biatka catkowitego powyzej 60,0 g/l zaobserwowano brak
porownywalnosci pomiedzy LDLCc 1 LDLCp (ryc.17e). Dodatkowo stwierdzono
mniejszg Srednig wartos¢ roznicy pomiedzy LDLCc 1 LDLCp dla probek o stezeniu
biatka catkowitego ponizej 60,0g/l w poréwnaniu do odpowiadajacej jej Sredniej
wartosci dla probek o st¢zeniu biatka catkowitego powyzej 60,0g/1 (ryc.17f). Natomiast
nie stwierdzono istotnych réznic pomig¢dzy Srednimi wartoSciami roznic pomigdzy
LDLCr 1 LDLCp oraz pomigdzy LDLCp i LDLCp dla probek stezeniu biatka
catkowitego < 60,0 g/l w poréwnaniu do odpowiadajagcym im $rednim wartoscig réznic
dla probek o biatka catkowitego > 60,0 g/I (ryc.17c,i). Istotnych statystycznie zmian nie
wykazano réwniez w S$rednich warto$ciach réznic pomiedzy LDLCg i LDLCp,
pomiedzy LDLCc i LDLCp oraz pomiedzy LDLCp i LDLCp dla prébek o stgzeniu
kwasu moczowego < 300,0umol/l w poréwnaniu do odpowiadajagcym im Srednim

wartoscig réznic dla prébek o stezeniu kwasu moczowego > 300,0 umol/l (ryc.16¢,f,i).
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Rycina 14. Por6wnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzoréw: Fridewalda (a,b), Cordova
(d,e), Planelli (g,h) z wartosciami LDLC oznaczonymi metodg bezposrednia w probkach o
stezeniu kreatyniny ponizej 74,0 umol/l i probkach o stezeniu kreatyniny powyzej 74,0 umol/l
z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza $rednia, linie czerwone
oznaczaja zakres zgodnosci ($rednia r6znica+1,96SD) a linia czarna oznacza linie trendu. Dla
kazdego z analizowanych wzoréw poréwnano srednie (£SD) warto$ci réznicy pomiedzy LDLC
oszacowanymi za pomocg wzoréw: Fridewalda (c), Cordova (f), Planelli (i) a LDLCp
w zaleznoS$ci od stezeniakreatyniny.
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Rycina 15. Poréwnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzoréw: Fridewalda (a,b), Cordova

(d,e), Planelli (g,h) z wartosciami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig w probkach

o stgzeniu mocznika ponizej 6,0 mmol/l i prébkach o stgzeniu mocznika powyzej 6,0 mmol/l

z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza $rednia, linie czerwone

oznaczajg zakres zgodnosci ($rednia réznica+1,96SD) a linia czarna oznacza linie trendu. Dla
kazdego z analizowanych wzoréw poréwnano srednie (£SD) warto$ci réznicy pomiedzy LDLC

oszacowanymi za pomocg wzoréw: Fridewalda (c), Cordova (f), Planelli (i) a LDLCp

w zalezno$ci od stezenia mocznika.
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Rycina 16. Por6wnanie wartosci LDLC oszacowanych ze wzoréw: Fridewalda (a,b), Cordova
(d,e), Planelli (g,h) z wartosciami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig w probkach
o stezeniu kwasu moczowego ponizej 300,0 umol/l i prébkach o stezeniu kwasu moczowego
powyzej 300,0 umol/l z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza
$rednia, linie czerwone oznaczaja zakres zgodnosci ($rednia réznica+1,96SD) a linia czarna
oznacza linie trendu. Dla kazdego z analizowanych wzoréw poréwnano Srednie (+SD) wartosci
r6znicy pomiedzy LDLC oszacowanymi za pomocg wzordéw: Fridewalda (c), Cordova (f),
Planelli (i) a LDLCp w zalezno$ci od stezeniakwasu moczowego.
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Rycina 17. Por6wnanie warto$ci LDLC oszacowanych ze wzoréw: Fridewalda (a,b), Cordova
(d,e), Planelli (g,h) z wartosciami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig w probkach
o stezeniu biatka catkowitego ponizej 60,0 g/l i probkach o st¢zeniu biatka catkowitego powyzej
60,0 g/l z wykorzystaniem metody Blanda-Altmana. Linia niebieska oznacza $rednig, linie
czerwone oznaczaja zakres zgodnos$ci (Srednia réznica=1,96SD) a linia czarna oznacza linie
trendu. Dla kazdego z analizowanych wzoréw poréwnano srednie (£SD) warto$ci réznicy
pomiedzy LDLC oszacowanymi za pomoca wzoréw: Fridewalda (c), Cordova (f), Planelli (i)
a LDLCp w zaleznosci od stezeniabiatka catkowitego.
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5. Dyskusja

Miazdzyca pod wzgledem histopatologicznym jest ztozonym procesem
polegajacym na gromadzeniu si¢ w btonie wewnetrznej naczyn krwiono$nych ztogéw
sktadajacych si¢ z makrofagdéw, lipoprotein o matej gestosci, komoérek piankowatych
1 pozakomorkowych skupisk cholesterolu. Lipoproteiny LDL odgrywaja istotng role
w rozwoju miazdzycy, ktéora moze rozpoczynaé si¢ juz w dziecinstwie [1,2,6,7].
Dlatego tez uzyskanie wiarygodnego wyniku stezenia LDLC jest kluczowym
elementem w prawidtowe] klasyfikacji pacjentow pod wzgledem ryzyka rozwoju
chor6b sercowo-naczyniowych oraz w monitorowaniu terapii hipolipemizujace;.
Lipoproteiny LDL stanowig heterogenng grupg¢ czgstek rdéznigcych si¢ wielkoscig
i sktadem lipidowym, co stwarza trudno$ci metodyczne w opracowaniu wiarygodne;j
metody analitycznej do oznaczania ste¢zenia LDLC. Przez wiele lat st¢zenie cholesterolu
frakcji LDL bylo oszacowywane za pomoca wzoru Friedewalda. Obecnie wiele
laboratoriow korzysta z metod enzymatycznych [57]. Metody enzymatyczne sg
rekomendowane przez NCEP i Cholesterol Reference Method Laboratory Network of
Centre for Disease Control and Prevention [56]. Metody enzymatyczne pozwalaja na
oznaczenie st¢zenia LDLC w probkach pobieranych nie na czczo, co jest duzym
ulatwieniem w przypadku pacjentdw pediatrycznych oraz pacjentdow z cukrzyca typu L.
Jednakze metody te nadal s3 kosztowne a ponadto nie s3 wolne od btedéw
analitycznych 1 interferencji. Z drugiej strony, kazde dodatkowe oznaczenie wymaga
dodatkowej objetosci krwi, co w przypadku matych dzieci czesto jest problemem.
Dlatego celem niniejszej pracy byto poréwnanie wynikéw stezen cholesterolu frakcji
LDL oszacowanych przy uzyciu trzech r6znych wzoréw: wzoru Friedewalda, wzoru
Cordova i wzoru Planelli z wynikami st¢zen cholesterolu frakcji LDL oznaczonych
metoda  bezposrednia z  wykorzystaniem surowic pobranych od  dzieci
hospitalizowanych uwzgledniajagc wiek dziecka, jednostke chorobowg i matryce probki.
Ze wzgledu na niskie stezenia cholesterolu wystepujace u dzieci podjeto tez probe
pordwnania metod szacunkowych z metoda bezposrednia dla  niskich

1 prawidlowych stezen LDLC.

W literaturze dostgpne sg tylko nieliczne doniesienia naukowe, w ktérych
porownywano wartosci stezen LDLC oszacowane przy pomocy analizowanych

w obecnej pracy wzordw, z wartosciami stezen LDLC oznaczonymi metoda
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bezposrednig dla probek pochodzacych od dzieci hospitalizowanych. Trudno jest tez
ustosunkowac si¢ do wielu publikacji ze wzgledu na r6znorodnos¢ metod stosowanych

do bezposredniego oznaczania cholesterolu frakcji LDL.

W obecnej pracy uzyskano znacznie nizszg wartos¢ wspoétczynnika korelacji pomigdzy
LDLCf a LDLCp (r=0,763; p<0,0001) w poréwnaniu do danych opublikowanych przez
Garoufi i wsp. [87] (1=0,910; p<0,001; metoda firmy Kynowa Medex) oraz Kubo
i wsp.[88] (1=0,977; p<0,001; metoda firmy Sekisui Chemical Co). Réznice te moga
wynika¢ nie tylko z doboru badanej grupy pediatrycznej ale tez zastosowanej metody
bezposredniej do oznaczenia stezenia LDLC. W niniejszej pracy badanie
przeprowadzono dla probek pochodzacych od hospitalizowanych pacjentéw
pediatrycznychw wieku od 1 dnia zycia do 18 lat natomiast Garoufi i wsp. [87]
przeprowadzili poréwnanie wynikow dla probek pobranych na czczo od dzieci w wieku
od 2 do 18 lat, ktére nie byly hospitalizowane w przeciggu ostatniego miesigca i nie
wystgpita u nich ostra infekcja w przeciggu ostatnich 10 dni [87]. Ponadto, w cytowane;j
pracy w 31% analizowanych probek stezenie LDLC bylo powyzej 3,36 mmol/l
a z badania wykluczono probki, w ktorych stezenie TC bylo ponizej 2,59 mmol/l
1 stezenie LDLC bylo ponizej 1,29 mmol/l [87]. Podobnie Kubo 1 wsp. [88]
przeprowadzili badanie dla prébek pobranych na czczo i nie na czczo od dzieci
zdrowych w wieku od 3 do 14 lat, przed okresem pokwitania. Z badanej grupy
wykluczono dzieci z cukrzyca, niedoczynnoscig tarczycy i otytoscig. W obecnej pracy
w obliczeniach uwzgledniono wszystkie wyniki, ale analize przeprowadzono takze

w zaleznosci od st¢zenia niektérych sktadowych matrycy probki.

Wigkszos¢ dostepnych w literaturze badan analizujacych zalezno$¢ pomigdzy
LDLCr a LDLCp oraz LDLCc a LDLCp zostalo przeprowadzonych dla probek
pochodzacych od os6b dorostych. W wigkszos$ci prac wartosci wspdtczynnika korelacji
dla zalezno$ci pomigdzy LDLCg a LDLCp [89,90,91,92,93,94,95,96,97] oraz migdzy
LDLC¢ a LDLCp, [89,63,90,91,92] byty wyzsze (od r= 0.881 do r=0.980) niz uzyskane
w niniejszej pracy. Cytowani autorzy przeprowadzili badania korzystajac z probek
pobranych na czczo od os6b dorostych pochodzenia azjatyckiego, afrykanskiego
i brazylijskiego a st¢zenie TG w badanych prébkach bylo ponizej 4,56 mmol/l. Probki
pochodzity od oso6b ktére nie braty Srodkéw antykoncepcyjnych, estrogendw,
tyroksyny, nie zazywaly regularnie lekéw, nie mialy zdiagnozowanych choréb

przewlektych ani ostrych, nie byly hospitalizowane, nie byty kobietami w cigzy ani do
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roku po porodzie, nie mialy zdiagnozowanego wirusowego zapalenia watroby typu B
lub C oraz ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci, nie miaty otytosci (BMI<30 kg/m?),
nie spozywaly wiecej niz 70g alkoholu na dzien oraz nie pality wigcej niz 20
papieroséw na dzien [90]. Mozna wnioskowaé, ze uzyskanie tak wysokich wartos$ci
wspotczynnikoéw korelacji byto mozliwe tylko w wyselekcjonowanej grupie pacjentow.

Wartos$¢ wspoéiczynnika korelacji dla zaleznosci pomigdzy LDLCg a LDLCp
uzyskana w niniejszej pracy byla poréwnywalna z warto$ciami wspodiczynnika
przedstawiong przez Badrakiya i wsp. (r=0,78; p<0,001; metoda firmy Kynowa Medex)
[97] 1 przez Kamal i wsp. [98] (r=0,786; p<0,001; metoda firmy Wako Pure Chemicals
Industries) a dla zalezno$ci pomiedzy LDLC¢c a LDLCp z wynikami Dansethakul i wsp.
(r=0,785; nie podano metody i producenta odczynnikow) [96]. Cytowani autorzy
wykluczyli z badania probki od pacjentéw przyjmujacych leki hypolipemizujacych [97]
oraz probki o st¢zeniu TG powyzej 4,52 mmol/l [98].

Roéznice w warto$ciach wspoiczynnikow korelacji pomiedzy warto$ciami
uzyskanymi w niniejszej pracy a przedstawionymi w literaturze moga wynikac nie tylko
z odmiennej charakterystyki grupy badanej ale rownie z zastosowanej metody do
oznaczenia st¢zenia LDLC oraz TC, TG czy HDLC. Réznice pomigdzy metabolizmem
dzieci a metabolizmem dorostych moga powodowaé, ze sktad matrycy prdobek
pochodzacy od pacjentow pediatrycznych moze by¢ odmienny od skladu matrycy
probek pochodzacych od 0s6b dorostych. Pobranie materiatu na czczo od dziecka, czyli
po okolo 12 godzinnej przerwie od ostatniego positku, jest trudne do osiggnigcia,
natomiast w materiale pobranym nie na czczo obecno$¢ podwyzszonego stezenia
roznych sktadnikéw pokarmowych powoduje zmiane matrycy probki. Nalezy rowniez
pamigtac, ze analizowane w obecnej pracy wzory do oszacowywania stezenia LDLC
zostaly opracowane w oparciu o populacje dorostych. Stosowanie innej metody do
bezposredniego oznaczania stezenia LDLC w obecnej pracy w poréwnaniu do innych
autorOw: metoda firmy Kynowa Medex [87], metoda firmy Sekisui Chemical Co [88],
metoda firmy Siemens Dimension [89], metoda firmy Wako Pure Chemical Industries
[63], metoda firmy Erba Mannheim [99], metoda firmy Daiichi Pure Chemicals
[90,91,92,93,94] moze istotnie wplywac na poréwnywalno$¢ szacowanych metod
oznaczania LDLC. W niektérych pracach brak jest nawet producenta metody [96,95].
Jak wiadomo, metody mogg rézni¢ si¢ swoistoscig 1 podatnoscig na interferencje.

W niniejszej pracy do oznaczenia stezenia TC, TG i HDLC korzystano z innych metod
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niz w cytowanych pracach co moglo mie¢ wplyw na réznice w oszacowaniu st¢zenia

cholesterolu frakcji LDL.

Trudno odnie$¢ uzyskane w obecnej pracy dane dotyczace wzoru Planelli, bowiem brak
jest publikacji, w ktérych poréwnywane bylyby wartosci stezen LDLC wyliczonych ze
wzoru Planelli z warto$ciami stezen LDLC oznaczonymi metodg bezposrednia.

W obecnej pracy poréwnano rdéznice pomigdzy wartosciami st¢zen LDLC
oszacowanymi za pomoc3 wzoru Friedewalda, wzoru Cordova i wzoru Planelli,
a warto$ciami oznaczonymi metodg bezposrednig. Wykazano, ze S$rednie wartosci
réznic miedzy stezeniem LDLCr a LDLCp (-0,21 mmol/l) oraz miedzy LDLCc
a LDLCp (-0,25 mmo/l) byly wieksze w porownaniu do Sredniej wartosci roznicy
pomiedzy LDLCp a LDLCp (-0,03 mmol/l). Uzyskane wartosci réznicy pomigdzy
LDLCfr a LDLCp byly poréwnywalne z danymi opublikowanymi przez Kubo i wsp.
[88] dla stezen uzyskanych dla pacjentéw pediatrycznych nie bedacych na czczo (-0.26
mmol/l) ale nie dla probek pobranych na czczo (-0,05 mmol/l). Ta ostatnia warto$¢ byta
zblizona do podanej przez Garoufi i wsp. [87] dla probek pobranych na czczo od dzieci,
w ktorych stezenie TC bylo powyzej 2,56 mmol/l a stezenie LDLC miescito si¢
w zakresie od 1,29 do 3,36 mmol/l. Natomiast dla prébek, w ktorych stezenie LDLC
bylo powyzej 3,36 mmol/l, Garoufi i wsp. [87] uzyskali réznice pomi¢dzy LDLCg
a LDLCp réwna -0,14 mmol/l. Podobng wartos¢ r6znicy pomiedzy LDLCg a LDLCp
otrzymali Yu i wsp. [100] (0,13 mmol/l; metoda firmy Daiichi Pure Chemicals 1 0,11
mmol/l; metoda firmy Kynowa Medex) w probkach pobranych na czczo od dzieci, ktére
nie braly lekdéw przeciwdrgawkowych, steroidow, lekéw na tradzik, nie miaty

zdiagnozowanych choréb tarczycy, watroby, nadnerczy lub nerek.

W wigkszosci opublikowanych badan, w ktérych analizowano $rednie warto$ci
r6znic pomiedzy LDLCr a LDLCp byto prowadzonych dla probek pochodzacych od
0sOb dorostych nalezacych do réznych populacji m.in. indyjskiej [93,94], afrykanskiej
[90,92] czy koreanskiej [101] pobranych na czczo. Uzyskana w obecnej pracy Srednia
warto$¢ r6znicy pomiedzy LDLCg a LDLCp (-0,21mmol/l) byta poréwnywalna
z wynikami otrzymanymi u 0séb dorostych: -0,28 mmol/l; metoda firmy Daiichi Pure
Chemicals [93], -0,28 mmol/l; metoda firmy Daiichi Pure Chemicals [94], 0,30 mmol/l;
metoda firmy Daiichi Pure Chemicals [90], -0,28 mmol/l; metoda firmy Kynowa Medex
[101]. Nieco nizszg $rednig warto$¢ réznicy wykazali Martins i wsp. (-0,11 mmol/l;

metod¢ firmy Daiichi Pure Chemicals) [92]. Autorzy [97,98], ktérzy w badaniach
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przeprowadzonych z wykorzystaniem probek surowicy krwi pobranych na czczo
1 wysokim stezeniem TG jako jedynym kryterium odrzucenia otrzymano prawie
dwukrotnie wigksze $rednie wartosci r6znic pomiedzy LDLCg a LDLCp: -0,43 mmol/l
(metoda firmy Wako Pure Chemicals Industries) [98], -0,50 mmol/l (metoda firmy
Kynowa Medex) [97]. Z kolei Choi 1 wsp. [102] 1 Sridevi 1 wsp. [99] wykazali nizsze
srednie wartosci r6znic pomiedzy LDLCg a LDLCp (odpowiednio -0,04 mmol/l; nie
podano producenta metody, -0,06 mmol/l; metoda firmy Erba Mannheim) w prébkach
o stezeniu TG ponizej 4,52 mmol/l, pobranych na czczo od os6b dorostych. Sridevi
1 wsp. [99] wylaczyli z badania probki pochodzace od 0s6b ze zdiagnozowang
cukrzycg, chorobami nerek, watroby oraz chorobami serca. Natomiast Choi i wsp. [102]
przeprowadzit badanie probek oséb wsrdd ktérych byli pacjenci ze zdiagnozowanym
nadci$nieniem tetniczym (13,5%), cukrzyca (3,7%) oraz dyslipidemia (14,8%). Mimo,
ze badania byly prowadzone w réznych populacjach nie bylo réznic w S$rednich

wartosciach pomiedzy LDLCg a LDLCp [99,102].

W pismiennictwie mozna znalez¢ takze poréwnanie $rednich wartosci réznic (LDLCc
a LDLCp). Wzér Cordova powstal w oparciu o badania szpitalnej populacji
brazylijskiej (pacjenci w wieku od 1 roku zycia do 93 lat) [63]. W niniejsze] pracy
wykazano, ze $rednia warto$¢ réznicy (-0,25 mmo/l) byta wigksza od $rednich wartosci
r6znic podanych przez Onyenekwu i wsp. [90] (-0,18 mmol/l; metoda firmy Daiichi
Pure Chemicals), Martins 1 wsp. [92] (-0,17 mmol/l; metod¢ firmy Daiichi Pure
Chemicals) oraz mniejsza od sredniej roznicy uzyskanej z danych opublikowanymi
przez Choi i wsp. [102] (-0,31 mmol/l; nie podano producenta metody). Dodatkowo
z danych przedstawionych przez Choi i wsp. [102] wynika, ze $rednia r6znica pomig¢dzy
LDLC: a LDLCp byla mniejsza dla probek pochodzacych od pacjentéw
hospitalizowanych (-0,10 mmol/l) w poréwnaniu do S$redniej wartosci rdznicy
wyliczonej dla probek pochodzacych od 0séb niehospitalizowanych (-0,31 mmol/l), co
potwierdza przydatnos$¢ stosowania tego wzoru w populacji szpitalne;j.

Do oszacowania stezenia LDLCc wymagane jest jedynie oznaczenie stezenia TC
i HDLC. Wazne jest to szczegélnie dla dzieci bo umozliwia pobranie mniejszej
objetosci krwi. Jednak zaobserwowany w niniejszej pracy staby ujemny trend miedzy
(LDLCc - LDLCp) a ((LDLCc + LDLCp)/2) sugeruje, ze wyniki stezenia LDLCc nie sg
pordwnywalne z wynikami st¢zenia LDLCp w analizowanym zakresie stezen dla

LDLC. Dlatego tez wzdér Cordova nie powinien by¢ stosowany w populacji
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pediatrycznej. Porbwnywalny trend zostal przedstawiony rowniez na wykresie Blanda-
Altmana przez Onyenekwu 1 wsp. [90]. Z kolei Siddiquei wsp. [89] nie zaobserwowali
trendu  pomiedzy r6éznica (LDLC: - LDLCp) a $rednim  stezeniem
((LDLC¢ + LDLCp)/2) natomiast zaobserwowali dodatni trend dla zaleznosci pomigdzy
(LDLCg - LDLCp) a ((LDLCg + LDLCp)/2). W piSmiennictwie brak jest prac
porownujacych stezenia LDLC oszacowane za pomoca wzoru Cordova a wartosciami
LDLC¢ oznaczonymi metoda bezposrednig dla probek pochodzacych od pacjentéw
pediatrycznych.

Rozbieznosci pomigedzy srednimi wartoSciami roéznic (LDLCg - LDLCp) oraz
(LDLC¢ - LDLCp) otrzymanymi w biezacej pracy a danymi literaturowymi moga
wynika¢ m.in. z doboru badanej populacji, ré6znicy w skltadzie matrycy probek
badanych oraz zastosowanych metod do oznaczania st¢zenia LDLC o r6znej czutosci,
swoistosci 1 podatno$ci na interferencje. Zatem poréwnywanie wynikOw stezenia
LDLC, uzyskiwanych w réznych badaniach naukowych jest bardzo trudne
a w konsekwencji trudne jest ustalanie decyzyjnych warto$ci w r6znych algorytmach

postepowania klinicznego.

Oszacowana warto$¢ stezenia LDLC zalezy od doktadno$ci oznaczenia stezenia
parametrow wchodzacych w sktad wzoru zastosowanego do wyliczenia stezenia LDLC.
Im wigcej sktadowych wzoru tym blad oszacowanej wartosci stezenia LDLC moze by¢
wiekszy. Dodatkowo wartos¢ btedu wzrasta przy niskich wartosciach stezen
oznaczanych parametrow. W obecnej pracy przy zastosowaniu metody Passing-
Bablock, wykazano, ze dla prébek o stezeniu LDLCp ponizej 2,0 mmol/l, wartosci
stezen LDLC oszacowane przy uzyciu wzoru Friedewalda, wzoru Cordova 1 wzoru
Planelli nie byly porownywalne z warto$ciami stgzen LDLCp. Dla prébek o stezeniu
LDLCp powyzej 2,0 mmol/l, wykazano, ze wartosci stezen LDLC oszacowane za
pomoca analizowanych wzoréw byty §rednio nizsze od wartosci stezen LDLCp o 0,34
mmol/l dla wzoru Friedewalda; o 0,45 mmol/l dla wzoru Cordova i 0,17 mmol/l dla
wzoru Planelli. Ponadto zaobserwowano staby ujemny trend pomigdzy wartosciami
réznic (LDLC¢c — LDLCp) a $rednim warto$ciami stezen ((LDLCc+LDLCp)/2) dla
prébek o stezeniu LDLCp powyzej 2,0 mmol/l. Moze to sugerowal brak
poréwnywalnosci wartosci stezen LDLCc z LDLCp w danym zakresie stezen LDLC.

Mozna wnioskowa¢, ze chociaz wzory do obliczania st¢zenia s3 powszechnie
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stosowane i1 ogblnie dostgpne, powinno si¢ jednak zwraca¢ uwage¢ na ograniczenia

zwigzane z zakresem st¢zen jak 1 populacja.

Parametry wykorzystywane we wzorach do oszacowania st¢zenia LDLC
rowniez mogg mie¢ wplyw na porownywalnos¢ wyliczonych wartosci stezen LDLC
z wartosciami stezen LDLC oznaczonymi metodami bezposrednimi. Przykiladem
takiego parametru sg triglicerydy. W wigkszos$ci stosowanych do oszacowania stezenia
LDLC wzorach uzywane jest stezenie triglicerydow [103]. Wyjatek stanowi wzor
Cordova, ktéry nie uwzglednia stezenia TG [63]. Na wartos¢ stezenia TG wplywa wiele
czynnikéw m.in. czas jaki uptynat od spozycia ostatniego positku do momentu pobrania
probki od pacjenta, dieta, aktywno$¢ fizyczna, wiek, ple¢ jak réwniez choroby [104].
Bugajska i wsp. [105] wykazali, ze zaréwno niskie st¢zenia TG (ponizej 0,9 mmol/l)
obserwowane u noworodkéw [105] jak 1 wysokie stezenia triglicerydow przyczyniaja
si¢ do zwickszenia wartosci btedu oszacowanego stezenia LDLC. Niezaleznie
podwyzszone stezenie TG moze przyczyniaé si¢ do wzrostu stezenia LDLC
oznaczonego metoda bezposredniag [19,106]. W niniejszej pracy stwierdzono
statystycznie istotny ujemny trend pomiedzy wzrostem stezenia TG a warto$ciami
roznic pomiedzy LDLCri1 LDLCp oraz pomigedzy LDLCpi LDLCp. Podobne wyniki dla
zaleznosci pomiedzy stezeniem TG a $rednimi warto$ciami réznic pomi¢dzy LDLCg
a LDLCp otrzymali inni autorzy [107,102,89,101,97,108]. Guptai wsp. [94] oraz
Sridevic 1 wsp. [99] zaobserwowali zwigkszenie si¢ Sredniej wartosci réznicy pomiedzy
LDLCf a LDLCp wraz ze wzrostem TG ale tylko do wartos$ci stezenia TG 3,41 mmol/l.
Dla wyzszych stezen TG (od 3,41 mmol/l do 4,55 mmol/l) zaobserwowali spadek
sredniej warto$¢ réznicy pomiedzy LDLCr a LDLCp wraz ze wzrostem TG. St¢zenie
trigliceryddw powyzej ktorego nie powinno si¢ szacowac stezenia LDLC ze wzoru
Friedewalda wynosi 4,52 mmol/l [17]. Warunek ten zostat sprawdzony dla populacji
0s6b dorostych. Wyniki obecnej pracy sugeruja, ze st¢zenie TG powyzej ktérego nie
nalezy stosowa¢ wzoru Friedewalda w populacji pediatrycznej powinno zostaé
obnizone. Dla prébek o stezeniu TG powyzej 3,0 mmol/l otrzymano szerszy rozrzut
warto$ci roznic pomiedzy LDLCr a LDLCp niz dla probek o stezeniu TG ponizej 3,0
mmol/l co zgodne jest w publikowanymi wcze$niej danymi [105].

Podobnie, dla wzoru Cordova 1 wzoru Planelli wykazano szerszy rozrzut
wartosci réznic pomigedzy LDLCc a LDLCp oraz LDLCp a LDLCp dla prébek

o stezeniu TG powyzej 3,0 mmol/l. Wartosci stezen triglicerydow nie sg brane pod
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uwage przy szacowaniu stezenia LDLC za pomoca wzoru Cordova. W niniejszej pracy
wykazano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia trigliceryddw zmniejsza si¢ Srednia wartos¢
r6znicy pomiedzy LDLCc a LDLCp. Poréwnywalne wyniki wykazali Wadhwa i wsp.
[107] oraz Choi i wsp. [102] w grupie os6b dorostych. Niestety w obecnej pracy,
zaobserwowano roOwniez ujemny trend pomigdzy (LDLCc-LDLCp)
a ((LDLCc+LDLCp)/2) niezaleznie od stgzenia triglicerydow. Sugeruje to brak
poréwnywalno$ci wartosci stezen LDLC oszacowanych ze wzoru Cordova z LDLCp.
W literaturze brak jest doniesien, w ktérych poréwnywanoby wartosci stezen LDLC
oszacowane ze wzoru Planelli z wartosciami st¢zeh LDLC oznaczonymi metoda
bezposrednig w zaleznos$ci od st¢zenia triglicerydow.

Matryca probek surowic krwi pochodzacych od pacjentéw hospitalizowanych
moze by¢ zmieniona w poréwnaniu do matrycy prébek surowic uzyskanych od osob
zdrowych. Réznice sg bardziej widoczne w przypadku surowic pacjentow z chorobami
przewlektymi, w ktérych funkcja narzagdéw m. in. nerek, watroby czy trzustki moze
by¢ nieprawidtowa [25]. To z kolei powoduje wzrost stezenia wielu analitow normalne
wystepujacych krwi, takich jak mocznik, kreatynika, glukoza a takze do pojawienia si¢
substancji, ktore w warunkach prawidlowych nie sa obecne w tozysku naczyniowym
[25]. Znacznie zmieniong matryce krwi/surowicy obserwuje si¢ dla prdobek
pochodzacyh od pacjentéw z chorobami nerek, cukrzycg, otyto$cig czy z chorobami

hematologiczno-onkologicznymi.

Jakiekolwiek nieprawidlowos$ci w funkcjonowaniu nerek przyczyniajg si¢ do
zburzenia homeostazy w organizmie [25], wzrostu stezenia mocznika, kreatyniny,
kwasu moczowego oraz innych toksyn mocznicowych. Obserwowane sg roéwniez
zaburzenia gospodarki lipidowej charakteryzujace si¢ hiperlipoproteinemia [24]. Inne
stezenia réznych podstawowych analitéw w surowicy krwi (inna matryca) moga by¢
przyczyng obserwowanych réznic pomiedzy oszacowanymi stezeniami LDLC
a stezeniami oznaczonymi metoda bezposrednig. W obecnej pracy wykazano, ze
zarowno dla prébek surowic o st¢zeniu mocznika ponizej 6,0 mmol/l oraz dla probek
o stezeniu kreatyniny ponizej 74,0 umol/l srednie wartosci r6znic pomiedzy LDLCg
a LDLCp, pomigdzy LDLCc a LDLCp oraz pomigedzy LDLCp a LDLCp rdéznity si¢
istotnie statystycznie w poréwnaniu do odpowiadajacym im Srednim warto$ciom réznic
dla prébek o stezeniu mocznika powyzej 6,0 mmol/l oraz dla prébek o stezeniu

kreatyniny powyzej 74,0 umol/l. Nie jest to dowodem na to, ze te dwa anality maja
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wplyw na obserwowane roznice ale jest posrednim dowodem, ze w surowicach
z nieprawidlowym stezeniem mocznika lub kreatynimy mozna spodziewa¢ si¢ réznic

pomiedzy oszacowanym a oznaczonym stezeniem LDLC.

W  chorobach nerek obserwowane s3 zmiany w skladzie krwi pacjenta.
U pacjentéw z ostrg niewydolnos$cig nerek oraz u pacjentdw z ostrym zapaleniem nerek
wystepuje wzrost st¢zenia we krwi m. in. mocznika oraz kreatyniny. Natomiast
w zespole nerczycowym obserwowana jest hipoalbuminemia oraz wzrost stezenia
triglicerydow 1 cholesterolu catkowitego [25]. U pacjentow z przewlekla
niewydolnoscig nerek oprocz podwyzszonego st¢zenia mocznika i kreatyniny wzrasta
roOwniez stezenie kwasu moczowego 1 triglicerydow. Hipertriglicerydemia
spowodowana jest najczesciej wzrostem watrobowej syntezy triglicerydéw z wolnych
kwasoéw ttuszczowych [109] oraz obnizonym usuwaniem TG z uktadu krazenia
[110,111]. W przewlektej chorobie nerek uposledzony jest réwniez metabolizm
lipoprotein, obserwuje si¢ wzrost ilosci czastek Lp(a) oraz matych gestych LDL
i obnizenie stezenia cholesterolu frakcji HDL [112]. Dodatkowo wzrasta ilo$¢ toksyn
mocznicowych. Sktadniki mocznicowe wykazuja r6zng zdolno$¢ przytaczania si¢ do
biatek osocza krwi oraz rézne wiasciwosci biologiczne 1 nie zawsze dializa umozliwia
ich catkowite usunigcie z organizmu, dlatego tez moga zakluca¢ pomiar stezenia LDLC
metodg bezposrednig oraz pomiar stezenia parametréw wchodzacych w sktad wzoréw
wykorzystywanych do szacowania stezenia LDLC. W obecnej pracy, dla probek
pochodzacych od dzieci z przewlekla chorobg nerek wykazano, ze Srednie wartosci
roznic pomiedzy LDLCr a LDLCp (0,31 mmol/l), pomiedzy LDLC¢ a LDLCp (0,29
mmol/l) oraz pomiedzy LDLCp a LDLCp (0,38 mmol/l) byly wyzsze w poréwnaniu do
odpowiadajacych im $rednich wartosci réznic dla probek o stezeniu mocznika powyze;j

6,0 mmol/l oraz dla probek o st¢zeniu kreatyniny powyzej 74,0 umol/I.

Dyslipidemia jest powszechnym problemem u dzieci z przewlekta choroba nerek
[113]. W duzej mierze ocena dyslipidemii w tej grupie pacjentow opiera si¢ o wyniki
oznaczen stezeniaLDLC. Dlatego tez uzyskanie wiarygodnego wyniku st¢zenia LDLC
jest istotnym elementem w podjeciu decyzji klinicznej. Obecnie brak jest danych
w literaturze na temat wptywu toksyn mocznicowych na oznaczenia LDLC u pacjentow
pediatrycznych. W populacji pacjentéw dorostych hemodializowanych poréwnano
wartosci stezen LDLC oszacowanych za pomocg wzoru Friedewalda i wzoru Palnelli

z warto$ciami stezen LDLC oznaczonymi metoda bezposrednig firmy Genzyme
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Diagnostics [67]. Srednie wartosci réznic pomigdzy LDLCg a LDLCp oraz pomiedzy
LDLCp a LDLCp wynosity odpowiednio 0,08 mmol/I i -0,18 mmol/l, co wskazuje na
wysoka porownywalno$s¢ metod w badanej grupie w przeciwienstwie do uzyskanych

w obecnej pracy wynikow [67].

Podwyzszone st¢zenie kwasu moczowego obserwowane jest nie tylko
w niewydolnosci nerek, ale réwniez w dnie moczanowej oraz zespolach
mieloproliferacyjnych [25]. W obecnej pracy wykazano, ze st¢zenie kwasu
moczowegow surowicy krwi nie wptywa istotnie na wartosci §rednich r6znic pomigdzy
LDLCf a LDLCp, pomiedzy LDLC¢ a LDLCp oraz pomi¢dzy LDLCp a LDLCp. Brak
jest danych w literaturze na temat wptywu kwasu moczowego na oznaczenia LDLC
u pacjentéw pediatrycznych.

Dyslipidemia obserwowana jest takze u pacjentéw z chorobami onkologiczno-
hematologicznymi. Profil lipidowy u pacjentéw z rozpoznang ostra biataczka limfo- lub
mieloblastyczg charakteryzuje si¢ obnizonym stezeniem TC, HDLC 1 LDLC oraz
wzrostem stezenia TG i VLDLC [114,115,116,117,118,119]. Hypocholesterolemia
w tej grupie pacjentow moze by¢ spowodowana wzrostem aktywnosci i ilosci
receptorOw dla czgsteczek LDL [118,120], obnizong syntezg cholesterolu catkowitego
[119,117] 1 apoproteiny A-I [117] lub wzrostem katabolizmu cholesterolu [119].
Dodatkowo u pacjentdw z ostrg biataczka limfoblastyczng obserwowany jest wzrost
stezenia matych gestych LDL [121]. Ponadto stosowane u pacjentow z ostrg biataczka
limfoblastyczng leki takie jak L-asparaginaza, kortykosteroidy czy leki
immunosupresyjne moga przyczyniac¢ si¢ do zaburzenia profilu lipidowego [122,114].
Po remisji choroby nowotworowej, wartosci stezen TC, HLDC, LDLC, TG i VLDLC
wracaja do wartosci prawidtlowych [115]. Powyzej =zaprezentowane zmiany
w metabolizmie lipoprotein oraz leki i ich metabolity mogg powodowac¢ zmiang sktadu
matrycy 1 przyczynia¢ si¢ do rozbiezno$ci pomigdzy wynikami stezen LDLC
wyliczonymi za pomocg wzoréw a oznaczonymi metodami bezposrednimi. W biezace]
pracy poroéwnano wartosci stgzen LDLC oszacowane za pomocag wzoru Friedewalda,
wzoru Cordova i wzoru Planelli z warto$ciami stezen LDLC oznaczonymi bezposrednio
dla prébek pochodzacych od pacjentéw z chorobami onkologiczno-hematologicznymi.
Wykazano, ze $rednie wartosci réznic pomigdzy LDLCg a LDLCp (0,65 mmol/l) oraz
LDLC¢ a LDLCp (0,61 mmol/l) byty prawie dwukrotnie wicksze w poréwnaniu do
sredniej wartosci réznicy pomiedzy LDLCp a LDLCp (0,34 mmol/l). Dodatkowo
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wykazano, staby ujemny trend pomi¢dzy (LDLCc-LDLCp) a (LDLCc+LDLCp)/2), co
sugeruje, ze wyniki stezenia LDLC oszacowane za pomocg wzoru Cordova nie sg
pordwnywalne z warto$ciami stezenia LDLCp w analizowanym zakresie st¢zen.
Niestety brak jest danych w literaturze, z ktérymi mozna by poréwnac otrzymane
wyniki. Sugeruje si¢ aby u dzieci z chorobami onkologiczno-hematologicznymi przyjac
jednoznaczny sposob oceny stezenia LDLC, a na pewno nalezy wykorzystywac tylko
jedng metode (oszacowanie lub bezposredni pomiar) w przypadku monitorowania
dzieci z tymi schorzeniami.

U pacjentéow z cukrzycg typu I, na skutek zaburzeh w gospodarce biatkowe;,
mineralnej oraz lipidowej dochodzi do zmiany w sktadzie matrycy probki.
Niewystarczajaca ilo$¢ insuliny powoduje zwolnienie szybkosci syntezy lipidow,
apoplipoprotein oraz ogranicza synteze receptoréw B-100 i receptoréw E. Utrzymujace
si¢ przez dluzszy okres czasu podwyzszone stezenie glukozy we krwi powoduje
glikacje bialek, lipoprotein LDL, HDL 1 VLDL oraz ich receptoréw np. receptorow
B-100 [123,75,124,125]. Glikacja receptorow B-100 utrudnia prawidtowe
rozpoznawanie czasteczek LDL. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, ze budowa lipoprotein
LDL, VLDL, IDL oraz HDL u pacjentéw z cukrzyca typu I znacznie rézni si¢ od
budowy lipoprotein 0oséb zdrowych [126]. ROwniez przyjmowane przez pacjentow leki
oraz ich metabolity powodowa¢ moga zmian¢ matrycy [123]. Zmodyfikowane pod
wptywem procesu glikacji lipoproteiny LDL moga przyczynia¢ si¢ do obnizenia
swoistosci metod do oznaczana st¢zenia LDLC jak rowniez, wptywa¢ na oznaczenia
parametrow stosowanych do oszacowywania stezenia LDLC. W niniejszej pracy
wykazano, ze dla prébek o st¢zeniu HbAlc ponizej 6,0% sSrednie warto$ci réznic
pomiedzy LDLCr a LDLCp, pomiedzy LDLCc a LDLCp oraz pomigdzy LDLCp
a LDLCp réznity si¢ istotnie statystycznie w poréwnaniu do odpowiadajagcym im
srednim warto$ciom réznic dla probek o stezeniu HbAlc powyzej 6,0%. Obecnosc
glikowanych  bialek moze wplywa¢ na  oznaczenie stezenia LDLCp
lub tez moze wptywac¢ na oznaczenia stezenia TC, TG, HDLC czy apoB. Brak jest
doniesien literaturowych, w ktérych autorzy poréwnywaliby stezenia LDLC wyliczone
za pomocya wzorOw ze stezeniami LDLC oznaczonymi metoda bezposrednia
z rébwnoczesnym uwzglednieniem st¢zenia glukozy lub st¢zenia HbAlc. W biezacej
pracy nie wykazano, wptywu stezenia glukozy na wartosci $rednich réznic pomigdzy
LDLCf a LDLCp, pomigdzy LDLCc a LDLCp oraz pomigedzy LDLCp a LDLCp, co

sugeruje, ze na rozbiezno$¢ wynikéw stezen LDLC pomiedzy oszacowanymi
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a oznaczonymi wartosci moga mie¢ wplyw biatka glikowane a nie glukoza. Na
podstawie pojedynczego pomiaru st¢zenia glukozy nie mozna okresli¢ jak bardzo
nasilony jest proces glikacji bialek. Podwyzszone stezenie glukozy powyzej 5,6 mmol/l
moze wynika¢ z niewtasciwego pobrania krwi m.in. z pobrania materiatu nie na czczo

lub zanieczyszczenia probki roztworami infuzyjnymi.

U pacjentéw z otyloscig dochodzi do zaburzen w gospodarce weglowodanowe;j
i lipidowej [127], obserwuje si¢ uposledzong tolerancje glukozy, insulinoopornos¢,
obnizone stezenie HDLC 1 wzrost stezenia TG [127], nasilenie procesOw glikacji oraz
oksydacji lipidéw. W niniejszej pracy wykazano, ze u pacjentdw z otyloscig niezaleznie
od zastosowanego wzoru $rednie warto$ci réznic pomiedzy LDLCr a LDLCp (-0,45
mmol/l), pomiedzy LDLC¢ a LDLCp (-0,51 mmol/l) oraz pomi¢dzy LDLCp a LDLCp
(-0,48 mmol/l) sa poréwnywalne. Zaobserwowano takze ujemny trend pomiedzy
(LDLCc-LDLCp) a (LDLCc+LDLCp/2) oraz pomiedzy (LDLCp-LDLCp) a (LDLCpt+
LDLCp/2), co sugeruje brak poréwnywalnosci wartosci stezen LDLC oszacowanych za
pomocag wzoru Cordova i wzoru Planelli z wartosciami LDLC oznaczonymi metoda
enzymatyczng. Mozna przypuszczaé, ze zmiany sktadu matrycy prébki u pacjentéw
z otyloscig moga wplywac¢ na oznaczanie st¢zenia LDLC metoda enzymatyczng lub na
oznaczanie st¢zenia parametréw stosowanych do szacowania LDLC.

Biatka odgrywaja istotng role w organizmie odpowiadajga za utrzymanie
ci$nienia osmotycznego, petnig funkcje enzymatyczne, immunologiczne, transportowe
[25]. Ostre stany zapalne, marsko$¢ watroby, choroby nerek czy nowotwory powoduja
zmiany w sktadzie ilosciowym i jakosciowym bialek [25]. W niniejszej pracy
wykazano, ze stezenie biatka catkowitego nie wplywa na réznice pomigedzy LDLCg
a LDLCp oraz pomi¢dzy LDLCc a LDLCp. Natomiast wykazano, ze Srednia wartos¢
réznicy pomiedzy LDLCc a LDLCp jest wigksza dla probek o stezeniu biatka
catkowitego powyzej 60,0 g/l niz dla probek o stezeniu ponizej 60,0 g/l. Dodatkowo
zaobserwowano ujemny korlacje pomiedzy (LDLCc - LDLCp) a ((LDLCc +
LDLCp)/2). Sugeruje to, ze wartosci stezen LDLC oszacowane ze wzoru Cordova nie
byly por6wnywalne z wartosciami stgzen LDLCp.

Metody bezposrednie jak i wzory stosowane do oszacowywania st¢zenia
cholesterolu frakcji LDL majg swoje ograniczenia, ktére uwidaczniajg si¢ szczegdlnie
przy zmianach ilosciowych i strukturalnych lipoprotein [128]. Moze to przyczynia¢ si¢

do wystgpienia r6znic pomiedzy stezeniem LDLC oszacowanym przy uzyciu wzoru
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a oznaczonym metoda bezposrednia, co moze wpltywac na decyzje kliniczne [128].
Zaréwno metody do bezposredniego oznaczania LDLC jak i1 wzory do szacowania
LDLC sa najczesciej sprawdzane na populacji os6b dorostych. Nalezy zauwazy¢, ze
wiarygodny pomiar stezenia LDLCp zalezy w duzym stopniu od komutabilnosci
matrycy probki pacjenta z matrycg kalibratorow [25,54]. W niniejszej pracy
analizowane probki pochodzity od hospitalizowanych pacjentéw pediatrycznych. Sktad
matrycy badanych probek mogt r6zni¢ si¢ od matrycy probek pobieranych od zdrowych
dzieci oraz od matrycy probek pochodzacych od os6b dorostych. Zmieniony sktad
matrycy probki moze powodowa¢ zmniejszenie swoistosci metod do bezposredniego
oznaczania st¢zenia LDLC jak 1 metod stosowanych do oznaczania parametrow
wykorzystywanych we wzorach do szacowania st¢zenia LDLC, a co za tym idzie
powodowa¢ wigksze rozbieznosci pomiedzy wynikami uzyskanymi z metody
bezposredniej a wynikami oszacowanymi ze stosowanych wzoréw [128]. Metody
bezposrednie maja dobra zgodno$¢ z metoda referencyjng tylko dla prébek
pochodzacych od oséb zdrowych [48,129]. Natomiast dla prébek pochodzacych od
0s6b chorych dostepne metody bezposredniego oznaczania LDLC wykazujg znacznie
wiekszg warto$¢ btedu catkowitego niz warto$¢ dopuszczalna przez NCEP [48,129].
Dlatego tez w probkach pochodzacych od pacjentow z przewlekltymi chorobami, przy
monitorowaniu ste¢zenia LDLC, nalezatoby oznacza¢ st¢zenie LDLC zawsze tg samg

metodg bezposrednig lub zawszeszacowa¢ wybranym wzorem.

Mozna si¢ sprzecza¢ o warto$¢ diagnostyczng oszacowanych stezen LDLC i ich
przydatno$¢ w réznych grupach wiekowych czy grupach klinicznych. Mozna tez
krytykowa¢ kazdy wzor stuzacy temu celowi. Ale przy tak znacznym ulepszeniu metod
oznaczania stezenia cholesterolu frakcji LDL nadal publikowane sa prace oceniajace
przydatnos¢ oszacowanych wartosci stezeh LDLC w zaleznosci od stezenia cholesterolu
catkowitego, triglicerydow wréznych jednostkach chorobowych [130]. Pokazuje to, ze
ani metoda bezposrednia, ani wzory stosowane do oszacowania st¢zenia LDLC nie sg
w 100% wiarygodne. Chociaz w wielu wypadkach réznice st¢zeh LDLC uzyskane
metoda bezposrednia i1 w oparciu o dany wzdr nie s3 istotne statystycznie, to
u niektérych pacjentow moze si¢ zdarzy¢, ze przy konkretnym obrazie klinicznym
i dodatnim wywiadzie rodzinnym rdznice te bedg przyczynkiem do wiaczenie leczenia

hipolipemizujacego.
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6. WhniosKki

1.

Roéznice pomiedzy stezeniem LDLC mierzonym metoda bezposrednia
a stezeniem oszacowanym zalezg w znacznym stopniu od sktadu matrycy probki

oraz zastosowanego wzoru.

U dzieci z otytoScig i chorobami nowotworowymi stwierdza si¢ wigksze réznice
stezen LDLC uzyskanych bezposrednio 1 oszacowanych ze wzoréw

w poroéwnaniu do dzieci z cukrzyca typu I i dzieci z przewlekla chorobg nerek.

Ze wzgledu na istotne réznice pomigdzy st¢zeniem LDLC oznaczonym metoda
bezposrednig a stezeniem oszacowanym ze wzorOw monitorowanie terapii
hipolipomizujacej powinno prowadzi¢ si¢ w oparciu o ten sam sposob oceny

stezenia LDLC.
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7. Streszczenie

Miazdzyca jest zlozonym, wieloczynnikowym procesem polegajacym na
gromadzeniu si¢ w blonie wewnetrznej naczyn krwionosnych nadmiernych ilo$ci
cholesterolu oraz innych lipidéow. Miazdzyca moze rozpocza¢ si¢ juz w dziecinstwie.
Wysokie stezenie cholesterolu catkowitego (TC), cholesterolu frakcji LDL (LDLC),
cholesterolu fakcji VLDL (VLDLC) i niskie stezenie cholesterolu frakcji HDL (HDLC)
w surowicy wplywaja na szybkos¢ rozwoju miazdzycy u dzieci. Wedlug zalecen
National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Blood Cholesterol
Levels in Children and Adolescence stezenie cholesterolu frakcji LDL (LDLC) jest
gléwnym parametrem klasyfikujacym pacjentow pod wzgledem ryzyka rozwoju choréb
sercowo-naczyniowych. Ze wzgledu na role jaka cholesterol frakcji LDL peini
w rozwoju miazdzycy wydaje si¢ istotne uzyskanie wiarygodnego wyniku stezenia
LDLC w surowicy krwi. U pacjentéw z chorobami przewlektymi, noworodkdéw,
niemowlakdow, dzieci i pacjentdw geriatrycznych stwierdza si¢ duze r6znice w sktadzie
matrycy probek surowic w poréwnaniu do surowic pochodzacych od oséb zdrowych.
Dlatego tez uzyskanie porownywalnosci pomiedzy matryca probek pacjentéw a matrycg
kalibrator6w jest trudne do osiggniecia. Co wigcej, stezenie cholesterolu frakcji LDL
moze by¢ nie tylko mierzone metoda bezposrednig ale rowniez oszacowywane przy
uzyciu wzordéw. Dlatego istotne wydaje si¢ sprawdzenie poréwnywalnosci pomigdzy
wartosciami stezen LDLC oszacowanymi za pomocg wzoréw a stezeniem LDLC
oznaczonym metoda bezposrednia.

Celem pracy bylo poréwnanie wartosci stezen cholesterolu frakcji LDL
oszacowanych przy uzyciu wzoru Friedewalda, wzoru Cordova i wzoru Planelli
z warto$ciami stgzen LDLC oznaczonymi metoda bezposredniag dla probek
pochodzacych od dzieci hospitalizowanych z uwzglednieniem wieku pacjenta, jednostki
chorobowej i matrycy prébki.

Dla potrzeb niniejszej pracy zebrano 549 surowic dzieci w wieku od pierwszego
dnia zycia do 18 lat leczonych w Uniwersyteckim Szpitalu Dziecigcym w Krakowie,
ktére pozostaly po wykonaniu rutynowych badan. Kryterium wiaczenia probki do
badania bylo oznaczenie st¢zeni mocznika, kreatyniny, biatka catkowitego, glukozy,
kwasu moczowego i/lub hemoglobiny glikowanej w trybie rutynowym. W oparciu
o histori¢ choroby uzyskano jednoznaczng informacj¢ o jednostkach chorobowych 213

dzieci (92 dzieci — cukrzyca typu I, 26 — otylos¢, 31 — przewlekta choroba nerek, 44 —
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choroby nowotworowe). We wszystkich surowicach wykonano oznaczenie stezenia
cholesterolu catkowitego (TC), triglicerydow (TG), chlesterolu frakcji HDLC,
cholesterolu frakcji LDLC i apoproteiny B (apoB) na analizatorze Vitros 5.1 FS (Firma
Ortho-Clinical Diagnostics, United Kindom) z zastosowaniem odczynnikow
1 kalibratorow firmy Johnson & Johnson Clinical Diagnostics Rochester, USA.
Surowice, w ktorych stezenie triglicerydow wynosito powyzej 4,56 mmol/l nie byly
brane pod uwage. Dodatkowo oszacowano stezenie LDLC z wykorzystaniem wzoru
Friedewalda (LDLCs=TC[mmol/1]-TG[mmol/1]/2,2-HDLC[mmol/1]), Wzoru Cordova
(LDLC=%*(TC[mmol/ll-HDLC[mmol/]]) i wzoru Planelli (LDLCy=0,41*TC[mmol/l]-
0,32*TG[mmol/1]+1,7*apoB[g/1]-0,27).

W niniejszej pracy wykazano, ze $rednie wartosci stezen: LDLCri LDLCc byty
istotnie statystycznie nizsze w poréwnaniu do $redniej wartosci LDLCp dla wszystkich
analizowanych probek oraz dla probek pobranych od dzieci powyzej 1 roku zycia (we
wszystkich przypadkach p<0,0001). Natomiast nie wykazano istotnej statystycznie
r6znicy pomiedzy $rednig wartoscig LDLCp a LDLCp dla wszystkich zebranych prébek.
Uzyskano wysokie wartosci wspdtczynnikow korelacji dla zalezno$ci pomigdzy
wartosciami stezen LDLCg, LDLCc, LDLCp a st¢zeniem LDLCp dla wszystkich
probek, dla probek od dzieci ponizej i powyzej 1 roku zycia oraz dla prébek
pochodzacych od dzieci z cukrzyca, otytoscig i chorobami nowotworowymi (r=0,733 do
r=0,887; we wszystkich przypadkach p<0,001). Nizsza warto§¢ wspoiczynnikdéw
korelacji zaobserwowano dla probek pochodzacych od dzieci z przewlekta chorobg
nerek (r=0,492 do r=0,525; we wszystkich przypadkach p<0,001). Przy zastosowaniu
metody Blanda-Altmana wykazano, ze st¢zenia LDLCc nie byly poréwnywalne ze
stezeniami LDLCp w analizowanym zakresie stezen LDLC dla wszystkich zebranych
prébek. Przeprowadzono analize¢ z uwzglednieniem jednostki chorobowej i wykazano
brak poréwnywalnosci pomiedzy stezeniem LDLCc a stezeniem LDLCp dla probek
pochodzacych od dzieci z otyloscia oraz dla probek od dzieci z chorobami
nowotworowymi. Ponadto dla prébek pochodzacych od dzieci z otyloscia wykazano
brak poréwnywalnosci wynikéw stezen LDLCp z wartoSciami stgzen LDLCp.
Wykazano réwniez, ze dla prébek o stezeniu LDLC ponizej 2,0 mmol/l wartosci
stezenia LDLCp, LDLCc 1 LDLCp nie byly porownywalne z warto$ciami stezen
LDLCp. Natomiast dla probek o stezeniu LDLC powyzej 2,0 mmol/l jedynie wartosci
stezenia LDLCc nie byly poréwnywalne z LDLCp. Dla réznicy pomiedzy LDLCg

1 LDLCp oraz pomi¢dzy LDLCp i LDLCp zaobserwowano istotnie statystycznie ujemny
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trend wraz ze wzrostem st¢zenia TG (w obu przypadkach p<0,001). W przeciwienstwie
do tego dla réznicy pomigdzy LDLCc i LDLCp stwierdzono istotnie statystycznie
dodatni trend wraz ze wzrostem st¢zenia TG (p<0,05). Zaobserwowano réwniez
wiekszy rozrzut warto$ci pomiedzy LDLCg i LDLCp, pomiedzy LDLC¢ i LDLCp oraz
pomiedzy LDLCp i LDLCp dla probek o stezeniu HbAlc powyzej 6,0% w poréwnaniu
do odpowiadajacym im wartoscig r6znic dla probek o stezeniu HbAlc ponizej 6,0%.
Natomiast dla prébek o st¢zeniu mocznika < 6,0 mmol/l $rednie warto$ci réznic
pomiedzy LDLCg i LDLCp, pomiedzy LDLCc i LDLCp oraz pomigedzy LDLCp
i LDLCp byly istotnie statystycznie wigksze w porOwnaniu do odpowiadajagcym im
srednim warto$cig dla probek o stezeniu mocznika > 6,0 mmol/l (we wszystkich
przypadkach p<0,001). Stwierdzono réwniez mniejsze S$rednie warto$ci roéznicy
pomiedzy LDLCc i LDLCp dla prébek o stgzeniu biatka catkowitego ponizej 60,0 g/l
w poréwnaniu do wartosci uzyskanych dla prébek o stezeniu biatka catkowitego
powyzej 60,0 g/l (p<0,001).

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze réznice pomiedzy stezeniem
LDLC mierzonym metodg bezposrednig a st¢zeniem oszacowanym zalezg w znacznym
stopniu od skladu matrycy probki oraz zastosowanego wzoru. U dzieci z otylosciag
1 chorobami nowotworowymi stwierdza si¢ wigksze roznice stezen LDLC uzyskanych
bezposrednio i oszacowanych ze wzoréw w poréwnaniu do dzieci z cukrzycg typu I
i dzieci z przewlekta chorobg nerek. Ze wzgledu na istotne réznice pomiedzy stezeniem
LDLC oznaczonym metoda bezposredniag a st¢zeniem oszacowanym ze Wzorow
monitorowanie terapii hipolipomizujacej powinno prowadzi¢ si¢ w oparciu o ten sam

sposob oceny stezenia LDLC.
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8. Summary

Atherosclerosis is a complex multifactorial process that is determined by an
accumulation of cholesterol and other lipids within the intima of artery. The process of
atherosclerosis can begin early in life. High serum concentration of total cholesterol
(TC), low-density lipoprotein cholesterol (LDLC), very-low-density lipoprotein
cholesterol (VLDLC) and low concentration of high-density lipoprotein cholesterol
(HDLC) is correlated with the extent of early atherosclerotic in children. According to
the recommendations of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert
Panel on Blood Cholesterol Levels in Children and Adolescence, measurement of serum
LDLC concentration, may be helpful in the stratification of risk and the management of
cardiovascular disease. The LDLC plays a key role in the development of
atherosclerosis, thus accurate measurement of LDLC concentration in children is very
important. In patients with chronic diseases, newborns, infants, children and geriatric
patients many rapid biochemical changes occur which could affect the sample matrix.
Therefore the comparability between patients samples and calibrators is difficult to
achieve. Moreover, concentration of LDLC instead of measuring might be calculated.
For this reason checking the comparability between LDLC estimated by formulas and
direct LDLC is important.

The aim of the study was to compare LDL cholesterol concentration calculated
by the Friedewald, the Cordova and the Planelli formulas and LDLC measured by direct
method in serum samples from pediatric patients.

Five hundred forty-nine leftover serum samples were collected from children aged
from 1 month to 18 years hospitalized in University Children’s Hospital in Cracow
Concentration of urea, creatinine, total protein, glucose, uric acid and/or hemoglobin
Alc in serum samples were determined. 213 children were divided into groups with
regards to medical record (type I diabetes (n=92), obesity (n=46), chronic kidney
disease (n=31) and cancer (n=44)). In all serum samples total cholesterol (TC),
triglycerides (TG),  high-density lipoprotein cholesterol (HDLC), low-density
lipoprotein cholesterol (LDLC) and apoprotein B (apoB) were measured on a Vitros 5.1
FS Chemistry System (Ortho-Clinical Diagnostics, United Kingdom) using the
manufacturer’s reagents and calibrators (Johnson & Johnson Clinical Diagnostics
Rochester, USA). The serum samples with TG concentration above 4,56 mmol/l were
excluded from all analyses. In addition, the LDLC concentration was estimated for each

sample using Friedewald formula: (LDLCgmmol/1]=TC[mmol/Il-HDLC[mmol/1]—
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TG[mmol/1]/2,22), Cordova formula: (LDLCc[mmol/1]=34*(TC[mmol/ll-HDLC[mmol/1])
and Planelli formula: (LDLCp[mmol/1]=0,41*TC[mmol/1]—
0,32*TG[mmol/1]+1,7*apoB[g/1]-0,27).

The results of this study indicated that the means of the LDLCg and LDLCc
concentration were significantly lower compared to the mean of the LDLCp in all
serum samples and in serum samples from children over 1 years of age (in all cases
p<0,0001). Nevertheless, there was not statistically significant difference between the
means of the LDLCp and LDLCp in all serum samples. The high correlations between
LDLCp concentration and LDLC calculated by all formulas in all serum samples
(r=0,763 do r=0,789; in all cases p<0,001) were noticed. Also the high correlations were
observed in serum samples from children with type I diabetes, obesity and cancer
(r=0,733 do r=0,887; in all cases p<0,001). The lower correlations were showed in
serum samples from children with chronic kidney disease (r=0,492 do r=0,525; in all
cases p<0,001). Bland-Altman analysis was used to find the agreement between
calculated LDLC and direct measured LDLC. This analysis showed, that the values of
LDLCp and LDLCp were comparable to the values of LDLCp, nevertheless the values
of LDLC¢ were not comparable to the values of LDLCp in samples from all children.
Moreover, the values of LDLCc were not comparable to the values of LDLCp in
samples from patients with obesity and cancer. Furthermore, the values of LDLCp were
not comparable to the values of LDLCp in samples from obese children. In serum
samples with LDLC < 2,0 mmol/l the values of LDLCg, LDLC¢ and LDLCp were not
comparable to the values of LDLCp. Whereas for serum samples with LDLC > 2,0
mmol/l only values of LDLC¢ were not comparable to the values of LDLCp. Also,
Bland-Altman plots were used to find the agreement between calculated LDLC and
direct method related to components of samples. In the samples from all children, the
differences between LDLCr and LDLCp as well as for the differences between LDLCp
and LDLCp were negatively correlated with TG concentration (in both cases p<0,001).
In contrast, the differences between LDLC¢ and LDLCp were positive correlated with
TG concentration (p<0,05). On the other hand, more widespread of the mean values of
differences between (LDLCg and LDLCp) between (LDLC¢ and LDLCp) and between
(LDLCp and LDLCp) for samples with HbAlc above 6,0% than for samples with
HbAlc below 6,0% were observed. In samples with concentration of urea below 6,0
mmol/l the mean values of differences between (LDLCgand LDLCp), between (LDLCc
and LDLCp) and between (LDLCp and LDLCp) were significantly higher compared to
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the mean values of differences obtained in samples with concentration of urea above 6,0
mmol/l (in all cases p<0,001). Whereas, the mean value of differences (LDLC¢ and
LDLCp) was significantly lower in samples with concentration of total protein below
60,0 g/l compared to the mean value of differences obtained in samples with
concentration of total protein above 60,0 g/l (p<0,001).

The obtained results indicated that the differences between concentration of
LDLC determinated and estimated depend on composition of samples matrix and
formula which is used to calculated. There is the higher difference between
concentration of determinated LDLC and estimated using different formulas in serum
samples either from children with obesity or children with cancer than in serum samples
from children with type I diabetes and children with chronic kidney disease.
In the monitoring of the hypolipemic therapy, the same LDLC method should be using,
due to the significant differences between the determined LDLC by the direct method

and the LDLC concentration estimated by the different formulas.
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