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Ciel’ Cielom predlozenej prace je analyzovat vztah medzi proproteinovou konvertazou subtilizin/kexin typu 9 (PCSK9) a
cholesterolom v lipoproteinovych subfrakciach u pacientov s podozrenim na ischemicku chorobu srdca.

Material a Metodika Frakciondacia lipoproteinovych castic a kvantifikacia cholesterolu v prislusnych subfrakciach bola
vykonana elektroforetickou metodou Lipoprint®. Analyza PCSK9 bola vykonana metodou ELISA. Vysledky boli korelova-
né s nalezom selektivnej koronarnej angiografie (SKG).

Vysledky Hladiny PCSKY signifikantne pozitivne korelovali s celkovym cholesterolom a LDL-cholesterolom a boli vyrazne
vyssie u zien v porovnani s muzmi. Koreldciu hladin PCSK9 s lipoproteinovymi subfrakciami sme preto vyhodnocovali
v zavislosti od pohlavia a BMI. U zien boli Statisticky vyznamné korelacie medzi hladinami PCSK9 a celkovym cholestero-
lom, kym u muzov aj medzi PCSK9 a TAG, LDL-C a frakciami LDL-2 a LDL-3. Vicsie subfrakcie LDL aj HDL prevladali
najmd u pacientov s fyziologickymi BMI a hladinami PCSK9 nad 170 ng/mL. U muzov boli vyssSie koncentracie malych
subfrakcii HDL aj LDL zaznamenané u pacientov s nadvahou az obezitou a hladinami PCSK9 nad 170 ng/mL. U zZien bol
tento trend podobny len v pripade malych HDL frakcii, kedZe u nich sme vyrazne zvySené mnozstvo malych aterogénnych
LDL frakcii pozorovali najmd v pripade fyziologickych hladin BMI a vysokych hladin PCSK9 nad 220 ng/mL. Korelacna
analyza nepotvrdila vztah medzi PCSK9 a zavaznostou nalezu pri SKG.

Zaver Hladiny PCSKY su vyrazne vysSie u Zien nez u muzov, v pritomnosti obezity je korelacia medzi PCSK9 a LDL-
cholesterolom menej vyrazna. Stanovenie hladin PCSK9 ma potencial pri vyuziti ako skorého markera ischemickej choro-
by srdca u obéznych pacientov, ked%e u nasich probandov s priemernou hodnotou BMI nad 30 kg/m? hladiny PCSK9 so
stupajucou zavaznostou nalezu pri SKG najprv stupali, napokon klesali.

KUrucové slova: ateroskleroza, PCSK9, lipoprotein, cholesterol, koronarna angiografia, medzipohlavné rozdiely, ischemic-
ka choroba srdca, obezita a nadvaha

Uvod umoziuje uvolnenie proteinu z endoplazmatického retiku-
la a po naslednej posttranslacnej tprave zahrnujucej gly-
kozylacie a sulfataciu sa proprotein uvol'nuje do cirkulacie
[6]. V plazme sa PCSK9 nachadza bud’ v ,zrelej* intakt-
nej forme, vo forme po natraveni furinom, ktory taktiez
patri medzi PK, alebo vo forme di- azoligomérov
s vysokou molekulovou hmotnost'ou [4]. Sekvencia génu
PCSK9 bola publikovand len pred dvadsiatimi rokmi,
onedlho vSak bolo dokazané, ze zmeny v expresii génu
vyrazne moduluju biologickll aktivitu PCSK9 a nasledne
aj metabolické drahy regulované PCSK9 [17]. Prepojenie
medzi mutaciou v géne kodujicom PCSK9 a autozomalne
dominantnou familidrnou hypercholesterolémiou bolo
opisané v roku 2003 Abifadelom a kol. [1, 18].

Proteolytické Stiepenie je hlavnym mechanizmom re-
gulécie aktivity proteinov. Pecenové proproteinové kon-
vertazy (PK) patria medzi serinové endopeptidazy, zicas-
tiujuce sa aktivacie vyznamnych neuropeptidov, peptido-
vych hormoénov, cytokinov, rastovych faktorov, proteino-
vych receptorov na povrchu buniek, protedz, adhéznych
molekul, ako aj inych sérovych proteinov [10, 17]. Nie-
ktoré¢ PK st vyuzivané aj patogénmi na zvySenie ich in-
fekénosti [21]. Vacsina z deviatich znamych ¢lenov PK
pOsobi hydrolyticky v mieste zasaditych aminokyselin.
Proproteinova konvertaza subtilizin/kexin typu 9 (propo-
protein convertase subtilisin/kexin type 9, PCSK9)
a subtilizin/kexin-izozym 1 (site-1 protease, SIP) sa od

ostatnych PK odlisujo  a nehydrolyzuji peptido- Medzi najznamejsie funkcie PCSK9 patri neenzyma-
vy/proteinovy retazec v mieste zasaditych aminokyselin tickd modifikacia peceniovych receptorov lipoproteinov
[10]. snizkou hustotou (low-density lipoprotein receptor,

LDLR), ktoré PCSK9 nestiepi, ale sa na nich viaze, ¢im
jednak ul'ahcuje ich uvolnenie z endoplazmatického reti-
kula ale aj podporuje ich degradaciu v endozo-
moch/lyzozémoch a znemozni ich prirodzenu recykléaciu.
Okrem receptorov LDL, PCSK9 zvySuje degradiciu aj
inych receptorov pribuznych LDLR: napriklad (Apo)E
receptora 2 (ApoER2), receptora pre lipoproteiny s vel'mi
nizkou hustotou (very low-density lipoprotein receptor,
VLDLR), glykoproteinového receptora CD36 s rozma-
nitou funkciou v zavislosti od typu buniek, na ktorych je
exprimovany, prevazne zapojeného do metabolizmu

PCSK9 je produkovany najmé v tkanivach pecene,
Criev a obli¢iek vo forme neaktivneho zymogénu s kom-
plexne naviazanou inhibi¢nou prodoménou. PCSK9 gén
kéduje protein o pribliznej velkosti 72kDa pozostavajuci
z 692 aminokyselin. Na proproteine PCSK9 rozliSujeme
pat’ hlavnych sekvencii: signalny peptid (aminokyseliny 1
az 30), N-terminalnu doménu (aminokyseliny 31 az 152),
katalyticki doménu - serinovi protedzu (aminokyseliny
153 az 404), zavesny ,hinge* region (aminokyseliny 405
az 454) aC terminalnu doménu bohati na cystein
a histidin (aminokyseliny 455 aZz 692). Autokatalyza
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mastnych kyselin, esterov cholesterolu, oxidovanych
lipoproteinov a fosfolipidov, proteinu 1 stvisiaceho
s LDLR (LRP1) zapojeného do receptorom sprostredko-
vanej endocytdzy tak vo fyziologickych ako aj pri patolo-
gickych procesoch [6, 12, 18]. Zdokumentovanim ulohy
PCSKO9 pri zacieleni rozmanitych receptorov s cielom ich
degradacie, sa potvrdila jeho regulacna uloha v réznych
procesoch, vratane metabolizmu cholesterolu, mastnych
kyselin a suvisiacej aterosklerozy, vaskularneho zapalu,
virusovych infekcii a regulacie imunitnej odpovede napri-
klad pri rakovine [17].

Viacsina PCSK9 v obehu je viazana na rézne lipopro-
teiny, najmd LDL, lipoprotein(a) (Lpa) a lipoproteiny
s vysokou hustotou (high-density lipoprotein, HDL), av-
Sak nie na lipoproteiny bohaté na TAG, akymi su chylo-
mikrény (CM) a lipoproteiny s velmi vysokou hustotou
(VLDL). Naopak, TAG-bohaté lipoproteiny zvySuji mie-
ru di- a trimerizacie proproteinu, ¢im zvySuju efektivitu
degradacie LDLR. HDL castice inhibuju tvorbu di-
a trimérov PCSK9, ¢o sa povazuje za jeden z mechaniz-
mov, akym sa HDL castice zapajaju do inhibicie ate-
rosklerdzy [6]. Aj ked’ je peceni len jednym z tkaniv, ktoré
PCSK9 produkujti, bolo preukdzané, ze je primarnym
zdrojom plazmatickych hladin PCSK9 [15]. Extrahepatal-
ne produkovany PCSK9 pravdepodobne vykonava vyluc-
ne intracelularne funkcie alebo posobi parakrinne. Z toho
vyplyva, Ze extrahepatalne receptory LDL zohravaju na-
dalej vyznamnu tlohu v katabolizme LDL-C, nie st
ovplyvnené plazmatickou hladinou PCSK9. Crevom pro-
dukovany PCSK9 vplyva predovSetkym na lipoproteiny
bohaté na TAG vytvorené v enterocytoch. Pozitivne vply-
va tak na ich produkciu ako aj na ich sekréciu, transkripc-
nymi aj post-transkripénymi mechanizmami [18]. Produk-
cia PCSK9 bola dokazanid aj endotelovymi bunkami,
vaskularnymi hladkosvalovymi bunkami ako aj inymi
bunkami aterosklerotického plaku. PCSK9 v podmienkach
oxidaéného stresu stimuluje transkripciu génu kédujiceho
receptor pre oxidované LDL (LOX-1) a naopak LOX-1
aktivacia stimuluje expresiu PCSK9. Tato vzajomna inter-
akcia mdze podporovat’ aterogenézu, najmi v podmien-
kach oxida¢ného stresu a zapalu [18].

Rizikovym faktorom ischemickej choroby srdca je
aterogénna dyslipidémia, pri ktorej je koncentracia LDL-
cholesterolu (LDL-C) apocet castic LDL zvySena
a naopak, pocet lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL,
high-density lipoprotein) ako aj koncentrdcia HDL-
cholesterolu (HDL-C) znizena [5, 9]. ZvySena pocetnost’
LDL a HDL je ddsledkom posunu prislusnych lipoprotei-
nov smerom k mensim Casticiam. Tato heterogenita sub-
populdcii  vysvetluje  roznorody  efekt malych
resp. velkych lipoproteinov na vyvoj aterosklerézy. Kym
malé LDL castice sa povazuju za aterogénne, malym HDL
Casticiam sa pripisuje vyznamna antioxidacna aktivita a
teda ateroprotektivne vlastnosti. Malé HDL castice st
pritomné vo vaéSej miere pri roznych srdcovych
acievnych ochoreniach, ischemickej chorobe srdca

ainych  prejavoch  aterosklerézy, pravdepodobne
v dosledku obohacovania HDL ¢astic o triacylglyceroly
(TAG) v podmienkach aterogénnej dyslipidémie [4, 11].
Vzhladom na rozsiahly vyskum v oblasti PCSK9 nastal
posun aj v lie¢be aterogénnej dyslipidémie. Na trhu sa
objavili inhibitory PCSK9, ktoré vyznamne znizuju LDL-
C anasledné kardiovaskularne riziko [16, 19]. Vztah
medzi subfrakciami LDL a HDL a PCSK9 este nie je
uplne objasneny. Cielom tejto prace je analyzovat’ vztah
medzi délezitym modulatorom lipoproteinového metabo-
lizmu — PCSK9 a cholesterolom v lipoproteinovych sub-
frakciich LDL aHDL  sréznorodymi  ulohami
v aterogenéze u pacientov s podozrenim na ischemicku
chorobu srdca.

Material a metodika

Probandmi stadie boli pacienti vo veku nad 18 rokov
prijati s podozrenim na ischemicku chorobu srdca na 1.
kardiologicku kliniku UPJS LF a VUSCH, a.s. v Kosi-
ciach. Pacienti podstupili odber krvi na zistenie vybranych
laboratornych ukazovatelov (celkovy cholesterol, TAG,
HDL-C, LDL-C, fibrinogén) a boli vySetreni selektivnou
koronarnou angiografiou (SKG). Na zaklade nalezu pri
SKG boli pacienti zaradeni do skupin nasledovne: skupina
pacientov bez nalezu — skupina 0 a skupina pacientov
s pozitivnym nalezom, pricom tento nalez bol odstupiio-
vany podla zavaznosti do podskupin 1 az 5. Kritériom na
nezaradenie do §tudie bola v minulosti potvrdena pritom-
nost’ ischemickej choroby srdca aziznam v osobnej
anamnéze o akutnom koronarnom syndrome. Elektrofo-
reticka separécia lipoproteinov nizkej hustoty bola vyko-
nand metddou Lipoprint® Lipoprotein Subfractions Tes-
ting System (Quantimetrix, US) [9]. Vystupom je kvanti-
fikdcia cholesterolu v  subfrakciach lipoproteinov
s vysokou hustotou (10 frakcii, HDL 1 az 10). Hladina
PCSKO9 bola analyzovana kvantitativne metédou enzymo-
vého imunotestu (enzyme-linked immunosorbent assay,
human PCSK9 ELISA kit, Abcam, UK). Metoda vyuziva
zachytné protilatky (capture antibodies) konjugované s
afinitnou znackou, ktoré st rozpoznavané monoklonalnou
protilatkou Specifickou pre l'udsky PCSK9, vopred nane-
senou na mikroplatni¢ku. Po naneseni vzoriek, inkubéacii a
premyti nenaviazaného materidlu sa mnozstvo PCSK9
kvantifikuje pouzitim spektrofotometrickej detekcie pri
450 nm. Citlivost’ metddy je 68 pg/mL a rozsah merania
0,5 - 32 ng/mL. Statisticka analyza bola spracovana pouZi-
tim programu SPSS Statistics 29 (IBM). Vyskum bol
schvaleny 24.1.2019 Etickou komisiou UPJS LF
18N/2021 a Etickou komisiou VUSCH, a.s..

Vysledky

Stadie sa zOlastnilo 143 pacientov prijatych
s podozrenim na ischemickt chorobu srdca. Na zaklade
vysetrenia SKG boli pacienti zatriedeni do skupin podla
zavaznosti nalezu. Ich zakladné antropometrické paramet-
re, ako aj hladiny lipidovych parametrov, fibrinogénu a
PCSK9 vzhl'adom na nalez pri SKG st uvedené v Tab. 1.
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Table 1 Mean age, BMI, systolic blood pressure, lipid profile, fibrinogen, PCSK9 values based on coronary

angiography findings in patients with suspected coronary artery disease (source: the author)

F ‘Clg‘ig“f;r"“ Age BMI SBP TC TAG HDL-C LDL-C FBG PCSK9
angiograp}ily [years] [kg/m?] [mmHg] | [mmol/l] [mmol/1] [mmol/1] [mmol/1] [g/N] [ng/ml]
0,N=39 61.3£10.7 | 32.21+£8.41 146+15 | 4.55+1.17 | 1.57£0.87 | 1.29+0.33 | 2.73+0.97 | 3.28+0.88 130456
I,N=11 62.7£10.5 30.57+4.42 137410 | 4.08+£1.00 | 1.17+0.38 | 1.36+£0.29 | 2.28+0.76 | 3.17+0.73 157+61
2,N=11 69.1£9.8 30.93+3.54 144+11 5.37+1.03 | 1.80+1.30 | 1.28+0.26 | 3.22+0.79 | 3.20+0.59 174£79
3,N=26 67.4£7.7 31.86+4.98 139416 | 4.74+£1.63 | 1.86+0.91 | 1.29+0.44 | 3.18+1.93 | 3.21+0.64 134446
4, N=29 65.2+9.7 | 32.26+5.98 | 140£19 | 4.44+1.11 | 1.57+0.67 | 1.26:£0.35 | 2.68+1.03 | 3.32+0.86 | 134+55
5,N=27 61.3+8.8 | 30.37+4.36 | 138+17 | 5.00£1.14 | 1.80+0.98 | 1.19+0.23 | 3.26x1.01 | 3.42+0.63 | 129+66

0 — without positive finding on coronary angiography, 1-5 — with mild to severe findings on coronary angiography; BMI —
body mass index; SBP — systolic blood pressure; TC — total cholesterol; TAG — triacylglycerols;, HDL-C — high-density
lipoprotein-cholesterol; LDL-C — low-density lipoprotein-cholesterol; FBG — fibrinogen;, PCSK9 — proprotein convertase

subtilisin/kexin type 9

Korela¢na analyza nepotvrdila vztah medzi PCSK9 a
zavaznostou nalezu pri SKG (Pearsonov korela¢ny faktor
-0,036, p = 0,668). Naopak, korelacia medzi celkovym
cholesterolom (Pearsonov korelacny faktor 0,302, p <

0,001***/), LDL-C (Pearsonov korela¢ny faktor 0,200, p
< 0.016*) a pohlavim (Pearsonov korelacny faktor 0,299,
p < 0,001***) bola Statisticky vyznamna (Tab. 2).

Table 2 Correlation analysis in patients with suspected coronary artery disease (source: the author)

PCSKO correlation Pearsons correlation Lowe'r confidence Uppe.r confidence B Ve
factor interval interval

Age [years] 0.032 -0.133 0.195 0.704"
BMI [kg/m?] 0.105 -0.060 0.265 0.212"
SBP [mmHg] -0.110 -0.270 0.055 0.190™
TC [mmol/1] 0.302 0.145 0.444 < (.001***
TAG [mmol/1] 0.141 -0.023 0.299 0.092"
HDL-C [mmol/1] 0.146 -0.018 0.303 0.081"
LDL-C [mmol/1] 0.200 0.037 0.353 0.016*
FBG [g/1] 0.164 0.000 0.320 0.050™
gender 0.299 0.142 0.441 < 0.001***
Findings on coronary angiography -0.036 -0.199 0.129 0.668"™

PCSKY — proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; BMI — body mass index;, SBP — systolic blood pressure; TC — total
cholesterol; TAG — triacylglycerols;, HDL-C — high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C — low-density lipoprotein-
cholesterol; FBG — fibrinogen; ns — not significant correlation, * — correlation is significant at the 0.05 level; *** — corre-
lation is significant at the 0.001 level; confidence interval — 95.0 %

Rozdielnost’ skiimanych parametrov v zavislosti od
pohlavia je uvedena v Tab. 3 a Tab. 4. Vysledky poukazu-
ju na Statisticky vyznamny rozdiel medzi priemernym
vekom respondentov, s vy$§imi hodnotami u zi¢astnenych
zien, u ktorych sa potvrdili vyssie hladiny HDL-C tak
velkych (Large HDL) ako aj strednych (Intermediate
HDL) subfrakcii, ako aj vysSie hladiny PCSK9. Zavaz-
nost’ nalezu pri SKG bola u zien niz§ia, najviac ich bolo
zaradenych do kategoérie 0 (37,0 %), pricom len u 11,1 %
zien sa potvrdil najzavaznejsi nalez (kategoéria 5). U mu-
zov dominovali zavazné nalezy (kategéria 4 a 5, 24,7 % a
23,6 %) a bez nalezu pri SKG bolo 21,4 % (kategoéria 0).
Sérové hladiny PCSK9 u muzov a zien v jednotlivych
kategériach podla nalezov pri SKG st uvedené v Tab. 5

a Obr.. 1. Vysledky poukazuju na signifikantné rozdiely
v hodnotach PCSK9 u muzov a zZien zaradenych do kate-
gorie 0, teda bez zdvaznych nalezov (102,42 + 36,69
ng/mL umuzov a 157,01 £ 59,64 ng/mL u zien, p =
0,002**) a zaradenych do kategoérie 1 (113,93 + 20,17
ng/mL umuzov a 192,04 + 62,32 ng/mL uzien, p =
0,026* ). Medzi jednotlivymi kategériami sa u zien Statis-
ticky signifikantné rozdiely nepotvrdili, u muzov len me-
dzi kategériami 0 a3 (102,42 + 36,69 ng/mL u muzov
a 171,82 £ 76,11 ng/mL, p = 0,003**). Z grafického vy-
stupu vyplyva, ze tak u zien, ako aj u muZov sa hladiny
PCSK9 so zavaznost'ou nalezu najprv zvysuju, napokon
znizuju (Obr. 1).
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Table 3 Results of t-test (equality of means) of mean age, BMI, systolic blood pressure, lipid profile, fibrinogen,
PCSK9 values and coronary angiography findings in men and women with suspected coronary artery

disease (source: the author)

Men, n =89 Women, n = 54 p Value
Age [years] 63 +10 67+9 0.035*
BMI [kg/m?] 31£5 32+8 0.248™
BMI <25 9 (10 %) 8 (15 %)
BMI 25-30 31 (35 %) 13 (24 %)
BMI > 30 49 (55 %) 33 (61 %)
SBP [mmHg] 141 +17 141 £ 16 0.982"
TC [mmol/1] 4.57+1.29 4.80+1.22 0.305™
TAG [mmol/1] 1.76 £ 1.01 1.51+0.65 0.107"
HDL [mmol/1] 1.17 £0.27 1.44+0.36 < 0.001***
LDL [mmol/1] 2.87+1.13 3.00+1.39 0.540™
FBG [g/l] 3.22+0.76 3.39+0.71 0.181™
PCSK9 [ng/ml] 123 +53 160 + 62 < 0.001***
PCSK9 <170 78 (88 %) 13 (24 %)
PCSK9 170-220 7 (8 %) 34 (63 %)
PCSK9 > 220 4 (4 %) 7 (13 %)
Findings on coronary angiography 0 19 (21.4 %) 20 (37.0 %)
Findings on coronary angiography 1 5(5.6 %) 6 (11.1 %)
Findings on coronary angiography 2 8 (9.0 %) 3(5.6%) 0.006%*
Findings on coronary angiography 3 14 (15.7 %) 12 (22.2 %)
Findings on coronary angiography 4 22 (24.7 %) 7 (13.0 %)
Findings on coronary angiography 5 21 (23.6 %) 6 (11.1 %)

BMI — body mass index; SBP — systolic blood pressure; TC — total cholesterol; TAG — triacylglycerols; HDL-C — high-
density lipoprotein-cholesterol; LDL — low-density lipoprotein-cholesterol;, FBG — fibrinogen; PCSK9 — proprotein con-
vertase subtilisin/kexin type 9; findings on coronary angiography 0 — without positive finding on coronary angiography, I-
5 — with mild to severe findings on coronary angiography, categorical variables are expressed as frequencies and percen-
tages; continuous variables are expressed as mean + standard deviation; ns — difference is not significant, * — difference is
significant at the 0.05 level; *** — difference is significant at the 0.001 level

Table 4 Results of t-test (equality of means) of cholesterol in the respective lipoprotein fractions in men and women
with suspected coronary artery disease (source: the author)

Men, n = 89 Women, n = 54 p Value
Large HDL [mmol/1] 0.25+0.19 0.40 +0.21 < 0.001***
Intermediate HDL [mmol/1] 0.61 £0.15 0.76 £0.19 < 0.001%**
Small HDL [mmol/1] 0.3 0+0.12 0.28+£0.11 0.226™
VLDL [mmol/l] 1.35+0.58 1.33+0.42 0.803™
IDL-C [mmol/l] 0.39+£0.28 0.39+0.18 0.897"
IDL-B [mmol/l] 0.21 £0.17 0.21+0.13 0.834™
IDL-A [mmol/1] 0.28 £0.17 0.34+0.18 0.024*
LDL-1 [mmol/] 0.62+0.30 0.79+£0.37 0.003**
LDL-2 [mmol/l] 0.56 +0.34 0.47+0.31 0.113™
LDL-3 to 7 [mmol/1] 0.17+£0.23 0.09 +0.15 0.017*
Mean LDL size [A] 266.85 +5.56 269.98 +4.09 < 0.001%**

Large-, Intermediate-, Small HDL — cholesterol in the respective high-density lipoprotein fractions, VLDL — cholesterol in
the very low-density lipoprotein fraction; IDL-C, -B, -A — cholesterol in the respective intermediate-density lipoprotein
fraction; LDL-1, -2, 3 to 7 — cholesterol in the respective low-density lipoprotein fraction; continuous variables are ex-
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pressed as mean + standard deviation; ns — difference is not significant, * — difference is significant at the 0.05 level; ** —
difference is significant at the 0.01 level; *** — difference is significant at the 0.001 level

Table 5 PCSKO9 value in ng/mL in men and women with suspected coronary artery disease based on findings on
coronary angiography (source: the author)

F1nd1ng§ on coronary Men, n = 89 Women, n = 54 p Value
angiography
0 n=19 102.42 +£36.69 n=20 157.01 £59.64 0.002%%*
1 n=>5 113.93 £20.17 n==6 192.04 £ 62.32 0.026*
2 n=3§ 171.82 £76.11 n=3 180.66 + 104.31 0.8791s
3 n=14 119.14 £33.37 n=12 150.92 +54.07 0.079"
4 n=22 127.08 £46.71 n="7 155.88 +£74.26 0.230"
5 n=21 124.44 £ 68.76 n=6 146.26 £ 59.67 0.4891s

findings on coronary angiography 0 — without positive finding on coronary angiography. 1-5 — with mild to severe findings
on coronary angiography; categorical variables are expressed as frequencies and percentages; continuous variables are
expressed as mean + standard deviation; ns — difference is not significant. * — difference is significant at the 0.05 level; **

— difference is significant at the 0.01 level

Figure 1 PCSK9 in ng/mL in men and women based on
findings on angiography (source: the author)

340 *

zaznamenané u muzov s fyziologickymi hodnotami BMI a
fyziologickymi hladinami PCSK9 (170-220 ng/mL),
stredné frakcie HDL (Intermediate HDL, HDL-4 az 7)
umuzov s fyziologickymi hladinami BMI a normalnymi

. Ef az vysokymi hladinami PCSK9 (nad 170 ng/mL), a malé
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° =: vysokymi hladinami PCSK9 (nad 170 ng/mL) (Obr. 2).

_ 240 = U Zien sme najvicsiu koncentraciu velkych LDL frakcii
'§ o onsee zaznamenali takisto ako umuZov v pripade fyziologic-
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gender

findings on coronary angiography 0 — without positive
finding on coronary angiography; 1-5 — with mild to seve-
re findings on coronary angiography

Vzhl'adom na to, Ze niektoré zdroje uvadzaju, Ze hla-
diny PCSK9 nekoreluji s hladinami LDL-C u obéznych
Pudi [18], korelaciu medzi PCSK9 a lipoproteinovymi
subfrakciami v zavislosti od BMI a pohlavia sme znazor-
nili pouzitim metddy ,.heat map“. Kym korelaéna analyza
odkryla stvis medzi PCSK9 a strednymi LDL-2 a malymi
LDL-3 subfrakciami u muzov, uzien sa signifikantné
korelacie medzi PCSK9 a subfrakciami lipoproteinov
nepotvrdili (Tab. 6). Dvojrozmerna graficka prezentacia
dat v zavislosti od viacerych premennych poukazuje na
najvicsie zastupenie vel’kych najmenej aterogénnych LDL
frakcii (LDL-1) umuzov s fyziologickym BMI avsak s
zastipenie strednych LDL frakcii (LDL-2) umuzov
s fyziologickymi hodnotami BMI a fyziologickymi hladi-
nami PCSK9 (170-220 ng/mL), a najvicSie zastiipenie
malych a denznych aterogénnych LDL frakcii (sdLDL,
LDL-3 az 7) umuzov snadvahou (BMI 25-30)
a fyziologickymi hladinami PCSK9 (170-220 ng/mL).
Distribicia HDL subfrakcii u muzov bola nasledovna:
najvacsie frakcie HDL (Large HDL, HDL-1 az 3) boli

(170-220 ng/mL), stredné a malé¢ LDL frakcie boli vyraz-
né u zien s fyziologickym BMI ale vysokymi hladinami
PCSK9 (nad 170 ng/mL). Velké HDL frakcie boli vyraz-
né uzien snormalnymi hodnotami BMI, s malymi od-
chylkami v zavislosti od hodndt PCSK9. Stredné frakcie
HDL boli najvyssie uzien s fyziologickymi hladinami
BMI a hladinami PCSK9 nad 220 ng/mL. Mal¢ HDL
prevazovali u zien s nadvédhou a hodnotami PCSK9 nad
170 ng/mL (Obr. 3).

Figure 2 Heat map visualisation of PCSK9, BMI and
lipoprotein fractions in men (source: the author)

PCSKD caegary

PCSKS eategory

PCSKS categery

nnnnnnnnn BMI category

PCSK9 category 0 — values < 170 ng/mL; PCSK9 catego-
ry 1 —values 170-220 ng/mL; PCSK9 category 2 — valu-
es > 220 ng/mL
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Table 6 Correlation analysis in men and women with suspected coronary artery disease (source: the author)

Men, n = 89 Women, n = 54
Pearsons
PCSKO9 correlation Pea'rsons Lower, upper p Value | correlation Lower, upper p Value
correlation factor ClL factor ClL
N 20.048 0254,0162 | 0.654° | 0018 | -0251,0284 | 0.900"
BMI [kg/m?] 0.040 20.170,0246 | 0.709° | 0118 | -0.155,0374 | 0.396"
SBP [mmHg] 20.076 20280,0.134 | 0478" | -0.182 | -0429,009 | 0.187"
TC [mmol/l] 0.291 0.088,0471 | 0.006** | 0294 | 0.028,0521 | 0.031*
TAG [mmol/l] 0.251 0.046,0437 | 0.017* | 0084 | -0.188,0344 | 0.545"
HDL-C [mmol/] 20.077 20280,0.134 | 0475° | 0142 | -0.131,0395 | 0.307"
LDL-C [mmol/] 0.226 0.019,0415 | 0.033* | 0157 | -0.116,0408 | 0.257"
LDL-1 [mmol/l] 0.130 20.081,0329 | 0226 | 0199 | -0072, 0444 | 0.148"
LDL-2 [mmol/l] 0231 0.024,0419 | 0.030* | 0208 | -0.063,0451 | 0.132"
sdLDL [mmol/I] 0215 0.007,0405 | 0.043* | 0175 | -0.097,0423 | 0.204"
[Lni;glgﬁ]m 20.096 20298,0.115 | 0373 | 0034 | -0236,0299 | 0.806"
{“mtzg/el‘]hate HDL 0.299 -0270,0.145 | 0.065° | 0135 | -0.138,0388 | 0.332
[Sn‘?;gﬁ]m 0.052 -0.158,0258 | 0.625" | 0159 | -0.114,0409 | 0252

PCSK9 — proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; BMI — body mass index; SBP — systolic blood pressure; TC — total
cholesterol; TAG — triacylglycerols;, HDL-C — high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C — low-density lipoprotein-
cholesterol; LDL-1 — cholesterol in large low-density lipoprotein-1 subfraction; LDL-2 — cholesterol in intermediate low-
density lipoprotein-2 subfraction; sdLDL — cholesterol in small low-density lipoprotein-3 to 7 subfractions; Large HDL —
cholesterol in large high-density lipoprotein-1 to 3 subfractions,; Intermediate HDL — cholesterol in intermediate high-
density lipoprotein-4 to 7 subfractions; Small HDL — cholesterol in small high-density lipoprotein-8 to 10 subfractions; ns
— not significant correlation; * — correlation is significant at the 0.05 level;, *** — correlation is significant at the 0.001
level; confidence interval — 95.0 %, PCSK9 category 0 — values < 170 ng/mL; PCSK9 category I — values 170-220

ng/mL; PCSK9 category 2 — values > 220 ng/mL

Figure 3 Heat map visualisation of PCSK9, BMI and
Lipoprotein fractions in women (source: the
author)

PCSKS category

PCSKS category

PCSKS category

) i)

PCSK9 category 0 — values < 170 ng/mL; PCSK9 catego-
ry 1 —values 170-220 ng/mL; PCSK9 category 2 — valu-

es > 220 ng/mL

Diskusia

Od objavenia PCSK9 a jeho vplyvu na metabolizmus
cholesterolu ubehlo len 20 rokov, avsak prvé lieciva na
baze inhibitorov PCSK9 sa v klinickej praxi naplno vyu-
zivaju. Existuje mnozstvo $tudii popisujuce vplyv tychto
inhibitorov na znizenie hladin LDL-C a Lp(a) [4, 6, 8, 14,
18]. Niektoré popisuju synergicky vplyv so statinmi [6],
iné poukazuju na zvysenie expresie génu PCSK9 vplyvom
statinov a lie¢iva Ezetimibe [3, 13]. Niektoré zdroje pou-
kazuju na vplyv inhibitorov PCSK9 na zvySenie hladin
HDL-C [6], tie v§ak nemusia zarucit’ zniZenie aterogénne-
ho rizika. Dafnis a kol. [4] skamali vztah medzi subfrak-
ciami HDL a PCSK9. Podra ich zistenia je na apoB casti-
ce viazanych az 68% cirkulujucich PCSK9, ¢o je v sulade
so zisteniami inych autorov [6]. Po odstraneni apoB Castic
z plazmy zistili, ze zo zvyS$nych 32 % je iba 6 % viaza-
nych na HDL ¢astice. Struktiru PCSK9 v jednotlivych
subfrakciach izolovanych metédou Lipoprint® urcili na-
sledovne: vel'ké astredné HDL frakcie boli viazané s
furinom §tiepenou, menej efektivnou formou PCSK9, kym
v malych subfrakciach detegovali zreld, intaktni formu,
ktora vykazuje vyssiu efektivitu v degradacii LDLR [4].
HDL okrem reverzného transportu cholesterolu vykazuje
aj iné antiaterogénne vlastnosti. Posobi voéi reaktivnym
formam kyslika (reactive oxygen species, ROS), stimuluje
migraciu endotelovych buniek, v désledku ¢oho dochéadza
k neovaskularizacii aterosklerotickych plakov. Dafnis
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a kol. dokazali, ze kym naviazanie PCSK9 na malé HDL
Castice vyrazne zvysuje efektivitu PCSK9 pri odstranova-
ni LDLR, PCSK9 inhibuje ateroprotektivny vplyv HDL
Castic tak v zmysle nizSej ucinnosti vo¢i ROS aj voci
migracii endotelovych buniek [4]. Nespornou vyhodou
inhibicie PCSK9 je stimulacia fyziologickych funkcii
HDL castic aj pri ich nezmenenej koncentracii. Relativne
nova $tudia z roku 2021 vyvracia teériu o vizbe PCSK9
predovsetkym na apoB lipoproteiny [2]. Podla nich sa
apoB castice obohacujii o PCSK9 az po uvolneni z vézby
s HDL, najmé po najedeni, ked’ je fluktuacia v hladinach
HDL najvyraznejsia, pricom PCSK9 povazuju za zaklad-
nu sucast’ protedomu HDL. U Zzien je posun v redistribucii
HDL subpopulacie postprandidlne vyraznejsi nez
umuzov, ¢im vysvetluju aj vplyv pohlavia na hladiny
PCSK9. Autori popisuju vyznamny vplyv HDL aj na
aktivitu PCSK9, a ako miesto vdzby urcuji apolipoprotein
apoAl. Na zéklade ich S§tidie je silnd korelacia medzi
NMR analyzou stanovenou koncentraciou PCSK9
a poctom lipoproteinovych castic, koncentraciou lipidov,
apoB-Casticami ale aj pocCtom malych HDL castic
a apolipoproteinmi apoC3. Podobne ako Dafnis a kol., aj
autori Burnap a kol. popisuju zvysenu efektivitu PCSK9
pri degradacii LDLR po naviazani na HDL castice [4, 2].
V subore zvdc¢Sa obéznych pacientov s podozrenim na
ischemickt chorobu srdca sme Statisticky vyznamné kore-
lacie medzi PCSK9 a subfrakciami HDL nezaznamenali,
avSak kym korelacia medzi PCSK9 a velkymi HDL sub-
frakciami bola negativna (-0,096 u muzov) alebo slabo
pozitivna (0,034 u zien) korelacia medzi PCSK9
a men§imi HDL subfrakciami bola vyraznejSia pozitivna
(strednda HDL frakcia: 0,299 u muzov, mala HDL frakcia:
0,159 u zien).

Podla odbornej literatiry vykazuji zeny vysSie kon-
centracia PCSK9 v porovnani s muzmi [2, 7]. V stadii
mapujucej hladiny PCSK9 v zdravej libanonskej dospelej
populacii s priemernym vekom 39 + 13 rokov uréili me-
dian 300 ng/mL, bez rozdielu medzi pohlaviami a ne-
zavisle od BMI, s vys$§imi hladinami u star$ich osoéb [7].
Respondenti naSej Stadie mali vyrazne vyss§i priemerny
vek a mali podozrenie na ischemickl chorobu srdca. Nami
stanovené priemerné hodnoty PCSK9 boli u muzov podla
ocakavania nizsie (123 + 53 ng/mL) ako u Zien (160 + 62
ng/mL), stanovili sme vSak nizSie hladiny nez autori spo-
menutej Stadie. Kym vyrobca kitu, ktory pouzili autori
Gannagé-Yared a kol. [7] deklaruje fyziologické hladiny
na urovni 177 az 460 ng/mL, nami stanovené fyziologické
hladiny boli v rozmedzi od 170 do 220 ng/mL.

Prehl'adova praca Shapira a Fazia popisuje vztah me-
dzi PCSK9 ardznymi metédami zobrazujicimi ate-
rosklerézu [18]. Poukazuju na vyznamnu korelaciu medzi
PCSK?9 a hrubkou vnutornych vrstiev krénej tepny, obsa-
hom vapnika v stene koronarnych tepien merané¢ho meto-
dou pocitacove] tomografie (computed tomography, CT),
rozsahom zapalu a aterosklerdzy urcenej pomocou intra-
vaskularneho ultrazvuku. V naSej S$tadii sme pacientov
zatriedili podla zavaznosti nalezu pri selektivnej koronar-
nej angiografii. Hladiny PCSK9 so zavaznostou nalezov
najprv stapali (u muZov z priemernej hladiny 102.42 +
36.69 ng/mL v skupine bez nalezu na hladinu 171.82 +
76.11 ng/mL v podskupine 2 smiernym nalezom;

u zien z priemernej hladiny 157.01 + 59,64 ng/mL bez
nalezu az na hladinu 192.04 + 62,32 ng/mL v podskupine
1 s miernym nalezom), napokon klesali (u muzov na hla-
dinu 124.44 + 68,76 ng/mL v podskupine 5 so zdvaznym
nalezom, u zien na hladinu 146.26 + 59,67 ng/mL
v podskupine 5 so zavaznym nalezom). Tieto vysledky
poukazuju na vyznam sledovania PCSK9 v ramci persona-
lizovaného pristupu pri prevencii a liecbe aterosklerozy.

Stanovenie PCSK9 v kombinacii so stanovenim LDL-
cholesterolu dokaze predpovedat’ mieru prezitia bez kar-
diovaskularnych prihod, priCom najvyssiu vypovedna
hodnotu maji vysoké hladiny PCSK9 a nizke hladiny
LDL-cholesterolu. 15 rokov trvajuca Stidia preukazala
najvyssSie riziko aterosklerdzy u pacientov s vysokymi
hladinami PCSK9 a nizkymi hladinami LDL-C [18]. Vla-
chopoulos a kol. [20] vy¢islili zvySenie rizika kardiovas-
kularnych prihod nasledovne: zvySenie hodnoty PCSK9
o0 jednu $tandardnu odchylku predstavuje zvysenie rizika
0 10%, pacienti s hladinami PCSK9 v hornom kvartile
maju riziko o 23 % vyssie. Podl'a ich zisteni maji hladiny
PCSK9 vyznam urcenia rizika kardiovaskularnych prihod
u bezpriznakovych jedincov anie v populacii s pre-
ukazanym aterogénnym rizikom. Bude zaujimavé sledo-
vat’ pacientov s rizikom ischemickej choroby srdca vzhla-
dom na ich znamu hladinu PCSK9 na zaciatku naSej $tu-
die.

Zaver

Hladiny PCSK9 su vyrazne vyssie u zien v porovnani
s muzmi. V pritomnosti obezity je korelacia medzi PCSK9
a LDL-cholesterolom menej vyrazna, napriek znamemu
signifikantnému vplyvu PCSK9 na metabolizmus choles-
terolu. Stanovenie hladin PCSK9 mé potencial pri vyuziti
ako skory marker ischemickej choroby srdca aj
uobéznych pacientov, kedze u naSich probandov
s priemernou hodnotou BMI nad 30 kg/m? hladiny PCSK9
so stiipajicou zavaznost'ou nalezu pri SKG najprv stipali,
napokon klesali. Stanovenie hladin PCSK9 by malo byt
opakovane uskutocnené s personalizovanym pristupom,
vzhl'adom na vysoku variabilitu v populacii a kinetike
PCSKO9 v zavislosti od rozvoja aterosklerdzy.
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RELATION BETWEEN PCSK9 AND LIPOPROTEIN CHOLESTEROL IN CORONARY HEART DISEASE

Hubkova B., Maslankova J., Birkova A., Vecurkovska 1., Pella D.ml.

Aim The objective of the present work is to analyse the relation between an important modulator of lipoprotein metabo-
lism — proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) and cholesterol in lipoprotein subfractions in patients with
suspected ischemic heart disease.
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Materials and Methods Fractionation of lipoprotein particles and quantification of cholesterol in the respective subfrac-
tions were performed using the Lipoprint® electrophoretic method. PCSK9 analysis was performed by ELISA method. The
results were correlated with the findings of selective coronary angiography.

Results PCSKY levels strongly correlated with total cholesterol and LDL-cholesterol and were significantly higher in
women compared to men. Therefore, we evaluated the correlation of PCSK9 levels with lipoprotein subfractions depend-
ing on gender and BMI. In women, there were statistically significant correlations between PCSK9 levels and total choles-
terol, while in men also between PCSK9 and TAG, LDL-C and LDL-2 and LDL-3 fractions. The correlation between
PCSK9 and HDL subfractions was not confirmed. Larger subfractions of both LDL and HDL were prevalent in patients
with physiological BMI and PCSK9 levels above 170 ng/mL. In men, higher concentrations of both small HDL and LDL
subfractions were noted in overweight to obese patients with PCSK9 levels above 170 ng/mL. In women, this trend was
similar only in small HDL fractions, as a significantly increased amount of small atherogenic LDL fractions were detected
in women with physiological levels of BMI and high levels of PCSK9 above 220 ng/mL.

Conclusion PCSKD9 levels are significantly higher in women compared to men. In the presence of obesity, the correlation
between PCSK9 and LDL-cholesterol is less pronounced despite the confirmed significant influence of PCSK9 on choles-
terol metabolism. Determination of PCSK9 levels has the potential as early marker of ischemic heart disease even in obese
patients, since in our probands with an average BMI value above 30 kg/m?, PCSKY levels first increased then decreased
with increasing severity of the findings on coronary angiography. Correlation analysis did not confirm the relationship
between PCSK9 and the severity of the findings on coronary angiography.

Key words atherosclerosis, PCSK9, lipoprotein, cholesterol, coronary angiography, gender differences, ischemic heart
disease, obesity and overweight
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