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Vybrané rizikové faktory aterosklerézy a kojeni
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SOUHRN

Cil studie: Rozvoj aterosklerotickych zmén zacina jiz v ¢asném postnatalnim obdobi a pravdépodobné je ovlivnén
stravou. Nasim cilem bylo zmapovat vyvoj vybranych rizikovych faktor( aterosklerézy u déti v zavislosti na kojeni.
Typ studie: Prospektivni, observacni studie.

Material a metoda: Do studie bylo zafazeno 47 parG matka + dité, které byly sledovany do 6. mésice zivota ditéte
(vzorky zilni krve matky byly odebrany pred a po porodu a po 3 a 6 mésicich, dale jsme ziskali vzorek pupecnikové krve
ditéte ihned po narozeni a vzorky zilni krve ve 3. a v 6. mésici po porodu). Zméfili jsme sérovou koncentraci celkového
cholesterolu (TC), HDL cholesterolu (HDL), triacylglycerolt (TG), apolipoproteinu Al (apoA), apolipoproteinu B (apoB),
oxidovaného LDL (oxLDL), protilatek proti oxidovanému LDL (oxLDLAb) a plazmatickou koncentraci latek reagujicich
s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS) a aktivitu paraoxonazy (PON1). LDL cholesterol byl uréen vypoctem podle
Planellové.

Vysledky: Ve 3. mésici Zivota vykazovaly plné kojené déti (oproti nekojenym) vyssi hladiny TC (p < 0,001), apoB
(p <0,001), LDL (p < 0,01), oxLDL (p < 0,005), TBARS (p < 0,001) a niz§i oxLDLAb (p < 0,001). Po korekci na LDL
(oxLDL/LDL a TBARS/LDL) rozdily mezi kojenymi a nekojenymi détmi ve 3. mésici v hladinach oxLDL a TBARS neby-
ly jiz statisticky vyznamné. V 6. mésici Zivota mely vyhradné kojené déti opét vysSi TC (p < 0,05), apoB (p < 0,05), LDL
(p <0,01) a TBARS (p < 0,05), nicméné rozdil v koncentracich oxLDL (p = 0,21) a oxLDLAb (p = 0,055) byl jiz statisticky
nesignifikantni. Po korekci TBARS na LDL se nepodafilo prokazat statisticky vyznamny rozdil mezi kojenymi a nekoje-
nymi détmi v 6. mésici. Ve 3. ani v 6. mésici jsme neshledali statisticky vyznamné rozdily v aktivitich PON1 mezi obéma
skupinami. Mezi kojenymi a nekojenymi détmi byl statisticky vyznamny rozdil ve zménach ve 3. mésici (hodnota ve
3. mésici — hodnota z pupecnikové krve) u TC (p = 0,001; vySSi vzestup u kojenych), apoB (p < 0,005; vysSSi vzestup
u kojenych), oxLDL (p < 0,005; vySsi vzestup u kojenych) a oxLDLAb (p < 0,001; vzestup u nekojenych, pokles u koje-
nych).

Zaveér: Sledované parametry svédci pro vySSi zatéz kojenych déti (oproti nekojenym) klasickymi lipidovymi rizikovymi
faktory aterosklerézy (celkovy cholesterol, LDL cholesterol). Vy$si koncentrace oxLDL a TBARS u pIné kojenych déti
jsou zpUsobeny spise vyssi nabidkou substratu (LDL) nez zvySenym oxidacnim stresem. Pro kojené déti je charakte-
risticka nizka imunitni odpovéd na oxidované LDL.
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SUMMARY

Rajdl D., Racek J., Steinerova A., Stozicky F., Trefil L., Korotvicka M., Rokyta Z.: Selected Risk Factors of Athe-
rosclerosis and Breast Feeding

Objective: Development of atherosclerotic changes starts in the early postnatal life and is influenced by nutrition. We
aimed to map the development of selected risk factors of atherosclerosis in infants with regard to breast feeding.
Design: Prospective, observational study.

Material and Method: We enrolled 47 mother + infant pairs that were followed until the infant’s 6™ postnatal month
(samples before and after the delivery, from umbilical cord, 3 and 6 months after the labor). We determined the levels
of total cholesterol (TC), HDL cholesterol (HDL), triglycerides (TG), apolipoprotein Al (apoA), apolipoprotein B (apoB),
oxidized LDL (oxLDL), antibodies against oxidized LDL, thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) and activity
of paraoxonase (PON1). LDL cholesterol (LDL) was calculated according to Planell.

Results: In the 3 month fully breast fed infants (vs. formula fed infants) showed higher levels of TC (P < 0.001), apoB
(P <0.001), LDL (P <0.01), oxLDL (P < 0.005), TBARS (P < 0.001) and lower titers of oxLDLAb (P < 0.001). Differences
between breast and formula fed infants in the 3 month were not statistically significant after a correction for LDL (oxLDL/
LDL and TBARS/LDL). In the 6 month the fully breast fed infants had higher TC (P < 0.05), apoB (P < 0.05), LDL (P < 0.01)
and TBARS (P < 0.05), however the difference in concentrations of oxLDL (P = 0.21) and oxLDLAb (P = 0.055) was not
statistically significant any more. TBARS levels of the breast fed infants after the correction for LDL was not statistically
different from formula fed infants in the 6th postnatal month. Neither in the 3rd nor in the 6" postnatal month we found any
statistically significant difference in PON1 activities between both groups. There was a statistically significant difference
between the breast and formula fed infants in changes in the 3® month (value in the 3rd month — value at birth) in u TC
(P = 0.001; higher increase in breast fed), apoB (P < 0.005; higher increase in breast fed), oxLDL (P < 0.005; higher
increase in breast fed) and oxLDLAb (P < 0.001; increase in formula fed, decrease in breast fed).

Conclusions: Our data suggest that the breast fed (vs. formula fed) infants have a burden of classical lipid risk factors of
atherosclerosis (TC, LDL). Higher concentrations of oxLDL and TBARS in the breast fed infants are probably caused by
better supply of substrate (LDL) than by enhanced oxidative stress in the breast fed infants. The breast fed infants are
characterized by a low immune response to oxidatively modified LDL.
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Uvod

Komplikace aterosklerdzy patfi k nejéastéjSim pfi-
¢inam morbidity a mortality v rozvinutych zemich. Po-
¢atecni znamky rozvoje aterosklerotického platu (pé-
nové bunky, lipidové prouzky) Ize v arterialni sténé na-
lézt uz u kojenct (1). Kojeni je obecné povazovano za
zdravi prospésné, zdlrazfuji se zejména protektivni
ucinky proti infek&nim a alergickym chorobam a pred-
poklada se pfiznivy vliv na vyvoj mozkovych funkci
(2, 3, 4). V posledni dobé se mnozi dikazy, ze kojeni
by mohlo mit pfiznivé ucinky na nékteré rizikové fakto-
ry aterosklerézy (celkovy cholesterol, triacylglyceroly,
index télesné hmotnosti, inzulinorezistence — 10). Vzhle-
dem k tomu, Ze v sou€asné dobé nejrozSifenéjsi teo-
rie vzniku aterosklerotického platu pfi¢ita kliCovou ulo-
hu modifikaci (oxidaci) LDL-Castic (LDL) a nasledné mo-
nocyto-makrofagové reakci organismu na tuto zménu
(5), zaméfili jsme se v naSi praci na sledovani vyvoje
oxida¢né modifikovanych LDL (oxLDL) a protilatek proti
nim v prvnich 6 mésicich Zivota u pIné kojenych a u ne-
kojenych déti.

Material a metody

Do studie jsme zarfadili 47 matek a jejich déti, po-
drobnosti jsou uvedeny v tabulce 1.

Table 1. Study population — breast and formula fed infants

Fully breast fed Formula fed Total
3 month 27 infants 20 infants 47 infants
6" month 9 infants 32 infants 41 infants

Venozni krev jsme odebirali do dvou 4ml zkumavek
(prvni s heparinatem litnym, druhd s aktivatorem sraze-
ni) matkam pred porodem (branka délozni do 3 cm), po
porodu placenty, ve 3. a v 6. mésici a od déti ihned po
porodu (pupecnikova krev), ve 3. a v 6. mésici po poro-
du. VSechny vzorky byly zpracovany do 8 hodin od nabé-
ru a ulozeny pfi —80 °C az do analyzy (ne déle nez 2 mé-
sice od odbéru, stabilita analyt( uspésné testovana).

Celkovy cholesterol (TC), HDL-cholesterol (HDL),
triacylglyceroly (TG), apolipoprotein Al a apolipoprotein
B byly stanoveny soupravami firmy Roche (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko). Hladiny oxidova-
ného LDL byly uréeny soupravou Oxidized LDL ELISA
od firmy Mercodia (Mercodia AB, Uppsala, Svédsko),
kterd pouziva monoklonalni protilatku 4E6. Protilatky
proti oxidovanému LDL (oxLDLADb) byly stanoveny sou-
pravou od firmy eliTec (eliTec, Raabs an der Thaya,
Rakousko), ktera pouziva polyklonalni protilatky proti
Cu?-oxidovanym LDL. Dale byla stanovovana hladina
malondialdehydu jako koncentrace latek reagujicich
s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS) v modifikaci po-
dle Jentzsche (6). Aktivita paraoxonazy (PON1) byla
méfena hydrolyzou paraoxonu jako substratu (7). Kon-
centrace LDL-cholesterolu byla uréena vypoétem po-
dle Planellové:

(LDL mmol/l = 0,41 x TC [mmol/I] - 0,32 x TG [mmol/I]
+ 1,7 x apoB [g/l]] - 0,27).

Statisticka analyza byla provedena programem JMP
IN (JMP, Version 5.1. SAS Institute Inc., Cary, NC,
1989-2002). Normalné rozlozena data (TC, TG, HDL,
LDL, oxLDL, apoA, apoB, PON) byla porovnana analy-
zou rozptylu, parovym a neparovym t-testem; nenor-
malné rozloZzena data (TBARS, oxLDLADb) byla porovna-
vana Wilcoxonovym a Mannovym-Whitneyovym tes-
tem. Hodnota p mensi nez 0,05 byla povazovana za
statisticky vyznamnou.

Vysledky

Ve 3. mésici Zivota vykazovaly plné kojené déti
(oproti nekojenym) vyssi hladiny TC (p < 0,001), apoB
(p < 0,001), LDL (p < 0,01), oxLDL (p < 0,005), TBARS
(p < 0,001) a nizSi oxLDLAD (p < 0,001) — obrazek 1.
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Fig. 1. Development of antibodies against Cu?*-oxidized LDL

NS = non significant, *** = statistically significant difference between
breast fed and non-breast fed (P < 0.001). Horizontal lines in box-
whisker plot are (from the bottom to the top): 10™ (minimum), 25™,
50" (median), 75" and 100" (maximum) percentile. Legend to x axis:
0 = values at birth, 3 = values at 3 months, 6 = values at 6 months.

Po korekcina LDL (oxLDL/LDL a TBARS/LDL) roz-
dily mezi kojenymi a nekojenymi détmi ve 3. mésici
v hladinach oxLDL a TBARS jiz nebyly statisticky vy-
znamné (obr. 2).

V 6. mésici zivota mély vyhradné kojené déti opét
vy8Si TC (p < 0,05), apoB (p < 0,05), LDL (p <0,01)
a TBARS (p < 0,05), nicméné rozdil v koncentracich
oxLDL (p=0,21) a oxLDLADb (p=0,055) byl jiz statisticky
nesignifikantni ) — viz obr. 2. Po korekci TBARS na LDL
se nepodafrilo prokazat statisticky vyznamny rozdil me-
zi kojenymi a nekojenymi détmi. Ve 3. ani v 6. mésici
jsme neshledali statisticky vyznamné rozdily v aktivi-
tach PON1 mezi obéma skupinami. Mezi kojenymi a ne-
kojenymi détmi byl statisticky vyznamny rozdil ve zmé-
nach ve 3. mésici (hodnota ve 3. mésici —hodnota z pu-
pecnikové krve) u TC (p = 0,001; vySSi vzestup u koje-
nych), apoB (p < 0,005; vyssi vzestup u kojenych),
oxLDL (p < 0,005; vysSi vzestup u kojenych) a oxLDLAb
(p < 0,001; vzestup u nekojenych, pokles u kojenych).
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Fig. 2. Development of oxidized LDL levels (corrected for LDL
values)

NS = non significant difference between breast fed and non-breast
fed. Horizontal lines in box-whisker plot are (from the bottom to the
top): 10" (minimum), 25™, 50" (median), 75" and 100" (maximum)
percentile. Legend to x axis: 0 = values at birth, 3 = values at 3
months, 6 = values at 6 months.

Diskuse

V této studii jsme sledovali vyvoj nékolika ukazatelC
oxidacniho stresu a lipidového metabolismu u zdravych
déti do 6. postnatalniho mésice s ohledem na zpusob
jejich vyzivy. U kojenych déti jsme zjistili vy$si absolut-
ni hladiny oxLDL a TBARS. Vys§i koncentrace oxLDL
byly nalezeny napfiklad u pacient(i s akutnim koronarmim
syndromem, stabilni ischemickou chorobou srdecni (8, 9)
a jsou povazovany za rizikovy marker aterosklerézy (5).
U kojenych déti byly opakované prokazany vyssi hladi-
ny celkového i LDL-cholesterolu a niz&i endogenni syn-
téza cholesterolu (10), coz je zfejmé nasledek vysoké-
ho obsahu cholesterolu v matefském mléce (koncentra-
ce asi 5-6krat vy$Si nez v komeréné dostupnych umé-
lych kojeneckych vyzivach). Vzhledem k tomu, ze LDL
je v plazmé hlavnim substratem pro oxLDL a TBARS
(5), chtéli jsme odlisit, zda zvySena koncentrace oxLDL
a TBARS je odrazem zvySené nabidky substratu pro oxi-
daci (LDL) nebo odrazem oxida¢niho stresu u kojenych
déti. Po korekci na LDL zUstaly rozdily v koncentracich
oxLDL a TBARS mezi obéma skupinami statisticky ne-
vyznamneé. Je pravdépodobné, ze materské miléko po-
skytuje lepsi antioxida¢ni ochranu nez umélé kojenecké
vyzivy (11, 12).

Klinicky vyznam protilatek proti oxidovanym LDL
(oxLDLAD) je stale nejasny. Divodem jsou pravdépo-
dobné metodologické nedostatky, interference solu-
bilnich imunokomplex(i oxLDL + oxLDLAb a nedosta-
te¢na standardizace oxLDLAb metodik a z toho plynou-
ci obtize pfi porovnavani vysledk( riznych vyzkum-
nych skupin (13). Na naSem pracovisti se ukazateli ri-
zika aterosklerézy zabyvame jiz delSi dobu a rozdil me-
zi kojenymi a nekojenymi détmi ve 3. mésici postna-
talniho Zivota v hladinach oxLDLAb jsme publikovali jiz
dfive (14). Stale neni vyfeSena otazka, zda oxLDLAb

predstavuiji rizikovy nebo protektivni faktor ateroskle-
roézy, ale in vivo studie provedené na lidech ho proka-
zuji (témér vyhradné) jako rizikovy faktor (13, 15). Zvy-
Sené titry oxLDLAD jsou asociované s hladinami meta-
loproteinazy-9 a pravdépodobné jsou odrazem aktivity
makrofagl v tvoficim se aterosklerotickém platu (5, 15),
proto zjisténé vysoké titry oxLDLAb u nekojenych déti
mohou svedcit pro potencialné proaterogenni vliv umé-
& vyzivy.

Zaver

Kojené déti ve 3. mésici zivota vykazuji oproti neko-
jenym vySSi hladiny celkového cholesterolu, LDL cho-
Koncentrace oxida¢né modifikovanych LDL a TBARS se
po korekci na LDL mezi obéma skupinami statisticky
vyznamneé nelisi.

Tato studie byla podpofena grantem IGA MZ CR (reg. 3NE/6738-3).
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