UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

VYUZITI HPLC/ED K MONITOROVANI NEKTERYCH KLINICKY
VYZNAMNYCH SIRNYCH SLOUCENIN

DISERTACNI PRACE

VEDOUCI PRACE: AUTOR PRACE;:
prof. Ing. Karel Ventura, CSc. Mgr. Soria Sechovcova

2018



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

DEPARTMENT OF ANALYTICAL CHEMISTRY

USE OF HPLC/ED TO MONITORING SOME CLINICALLY IMPORTANT
SULPHUR COMPOUNDS

THESIS

SUPERVISOR: AUTHOR:

prof. Ing. Karel Ventura, CSc. Mgr. Soria Sechovcova

2018



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatn€é. VesSkeré literarni prameny a
informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Byla
jsem sezndmena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zékona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skuteCnosti, ze Univerzita
Pardubice ma pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila
podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této praice mnou
nebo bude poskytnuta licence o wuziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat piiméfeny piispévek na uhradu ndkladi, které na
vytvofeni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vysSe. Beru na
védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o zméné a
doplnéni dalsich zédkonl (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich predpist, a
smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 25. 6. 2018 Mgr. Sona Sechovcova



Na tomto misté bych rada podé€kovala prof. Ing. Karlu Venturovi, CSc., Mgr.
Pavle Kralovcové, Ph.D. a doc. Mgr. Romanu Kand’arovi, Ph.D. za odborné vedeni a
pomoc behem celého doktorského studia.

Dé&kuji dobrovolnym déarctim a pacientim za poskytnuté vzorky.

V neposledni fadé d€kuji rodin€, manZelovi, ptatelim a kolegynim z préce, kteti

mi vytvofili pfiznivé podminky k dokonceni této prace.



Souhrn

Cilem této prace bylo (a) vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni endogennich hladin
kyseliny lipoové, (b) ovétit, zda je tato metoda vhodnd i pro stanoveni hladin kyseliny
lipoové po suplementaci, (c¢) urcit cytotoxicitu kyseliny lipoové na erytrocyty, (d) ovéftit
vyznam homocysteinu jako biomarkeru v klinické praxi, ziskat obecny piehled o
celkovém metabolismu methioninu u pacientii s onemocnénim koronarnich artérii a
ovefit okamzity vliv perkutdnni koronarni intervence na hladiny methioninu a jeho

metabolita.

(@) Cilem bylo vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni hladin volné kyseliny
lipoové. Jedna se o vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektrochemickou
detekci. Vzorky krve byly ziskdny od 40 dobrovolnych darci, ktefi spliiovali podminky
pro zapsani do registru darci. Tito darci nebyli suplementovani kyselinou lipoovou. Pii
stanoveni kyseliny lipoové v plasmé byly vzorky krve odstfedény a ziskana plasma byla
deproteinovana acetonitrilem. Po odstfedéni nasledovala extrakce na pevné fazi a
kyselina lipoova byla eluovana z kolonky methanolem. Eluat byl odpafen do sucha
v atmosféie dusiku. Odparek byl rozpustén ve smési acetonitrilu a deionizované vody,
po filtraci byl vzorek davkovan na analytickou kolonu s vazanou reverzni fazi. Limit
detekce a kvantifikace této metody byl 1,85 a 5,18 nmol/l. Dosédhli jsme niz8i hodnoty
meze detekce v porovnani s predchozimi studiemi (2,4 a 4,9 nmol/l), které se zabyvaly
stanovenim volné kyseliny lipoové u nesuplementovanych jedinci. Nicméné i piesto
jsme hladiny kyseliny lipoové v plasm¢ u vSech 40 dobrovolnych darcti nedetekovali.
Vysledky nasi studie ukazuji, Ze endogenni koncentrace volné kyseliny lipoové

Vv plasmé jsou pravdépodobné nizsi nez 1,85 nmol/l.

(b) Tato metoda byla vyuzita k ovéfeni hladin kyseliny lipoové v plasmé u
suplementovanych dobrovolnych darci a je tak vhodna pro studie zabyvajici se

stanovenim hladin kyseliny lipoové u suplementovanych pacientt.

(c) Byl sledovan vliv kyseliny lipoové na Zivotaschopnost (viabilitu) erytrocyti.
Vzorky krve byly ziskany od dobrovolnych nesuplementovanych darci. Krev byla
odstfedéna pii 750 X g, Separované erytrocyty byly celkem 3x promyty fosfatovym
pufrem, nasledn¢ naredény Ringerovym roztokem a davkovany do 12- ti jamkovych
kultivacnich desti¢ek. K suspenzi erytrocyti byly pfiddny rizné nafedéné roztoky

kyseliny lipoové. Inkubace probihala 24 a 48 hodin pfi 37 °C. K stanoveni viability



buné¢k byla pouzita metoda vylucovani trypanové modii. Nami testované koncentrace
kyseliny lipoové (1, 5 a 10 umol/l) nezptsobily ani po 48 hodinové inkubaci statisticky
vyznamné zmény ve viabilit¢ ani poctu erytrocytli oproti kontrole. Také zadna z
testovanych vysokych koncentraci (50, 100, 250 umol/l) kyseliny lipoové nezpiisobila
statisticky vyznamné zmény ve viabilité¢ erytrocytl. Na pocet erytrocyti mély vysokeé

koncentrace statisticky vyznamny vliv jiz po 24 hodinové inkubaci.

(d) Hladiny celkového homocysteinu, cysteinu, methioninu a cysteinyl-glycinu v
plasmé byly stanoveny metodou vysokou¢inné Kkapalinové chromatografie
s coulometrickou detekci. Divodem byla rychld piiprava vzorku bez nutnosti
derivatizace a nizsi finan¢ni naroky oproti jinym metodam. Vzorky krve byly ziskany
od 68 pacientli s prokdzanym onemocnénim koronarnich artérii, ktefi byli rozdéleni do
tii skupin dle stupné¢ zavaznosti onemocnéni. Nebyly nalezeny Zadné statisticky
vyznamné rozdily v prevalenci diabetu, pre-diabetu a onemocnéni ledvin mezi
sledovanymi skupinami, rovnéz mezi kurdky, nekufdky ¢i pacienty s normalnim a
zvySenych krevnim tlakem. Byly zjisStény signifikantni rozdily v hladinach albuminu,
celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a stupné indexu aterogenity U sledovanych
skupin pacient. Byly zjistény statisticky vyznamné zvySené hladiny homocysteinu u
pacientt s akutni formou onemocnéni v porovnani s pacienty trpici chronickou formou
tohoto onemocnéni. NaSe vysledky podporuji hypotézu, ze homocystein nelze vyuzit
pro vcasnou diagnostiku stendzy v koronarnich arteriich, ale zda se, Ze by mohl byt
dobrym biomarkerem zdvaznosti jiz prokazaného onemocnéni koronarnich artérii.
ZvySené hladiny homocysteinu koreluji s nestabilitou onemocnéni a nutnosti 1é¢by.
U pacientl, u nichz doslo k dokonéeni revaskularizace, statisticky vyznamné poklesly
hladiny cysteinu, cysteinyl-glycinu a methioninu pfed druhou intervenci v porovnani
S pacienty majici akutni a chronickou formou onemocnéni. Tento stav je pravdépodobné
spojen se zvySenym oxida¢nim stresem, kdy je preferovana transsulfurac¢ni draha, ktera
zvySuje spotiebu cysteinu. Zda se tedy, Ze cystein hraje dulezitéjsi ulohu v organismu
jako antioxidant nez jako rizikovy faktor u pacientli s onemocnénim koronarnich artérii.
Z této skupiny pacientll bylo vybrano 44 pacientd, u kterych nasledovala po angiografii
perkutanni koronarni intervence. Vzorky krve byly odebirany ve tfech ¢asovych bodech,
pied zékrokem, 24 a 48 hodin po intervenci. Nebyly nalezeny zadné statisticky

vyznamné rozdily v hladinach homocysteinu a cysteinu pied zakrokem, 24 a 48 hodin



po zékroku. Hladiny methioninu a cysteinyl-glycinu byly signifikantné vyssi 24 a 48

hodinach po intervenci ve srovnani s hladinami pted zékrokem.

Kli¢ova slova: cytotoxicita; elektrochemicka detekce; erytrocyty; homocystein; kyselina
lipoova; onemocnéni koronarnich artérii; perkutanni korondrni intervence; plasma;

vysokoucinna kapalinova chromatografie



Summary

The aims of this thesis are: (a) the development of a suitable method for the
determination endogenous levels of lipoic acid, (b) the verification of a possibility to
use the method for determining the lipoic acid levels after supplementation, (c) the
determination of lipoic acid cytotoxicity for erythrocytes, and (d) to verify the
importance of homocysteine as a biomarker in clinical practice. Moreover, the aim is to
obtain a general overview about the whole methionine metabolism for patients,
suffering from coronary artery disease at different degrees of severity, as well as to
verify the immediate effect of a percutaneous coronary intervention on the methionine

level and its metabolites.

(@ The aim was to develop a suitable method in order to determine the
endogenous levels of free lipoic acid using a high-performance liquid chromatography
method with a very sensitive coulometric detection. Plasma samples were collected
from 40 voluntary blood donors. This group was non-supplemented with lipoic acid and
met the preconditions in for being included to the blood donors’ registry. A blood
sample was collected into a tube containing ethylene diamintetraacetic acid as an
anticoagulant and the obtained plasma was deproteinized with acetonitrile. A solid
phase extraction was used for the extraction. The samples were eluted with methanol
and the eluate was evaporated to dryness using a gentle nitrogen stream. The residue
was re-dissolved in a mixture of acetonitrile/water. After filtration, the sample was
injected into an analytical column with reversed-phase. The limit of detection and the
limit of quantification values were 1.85 and 5.18 nmol/l. The limit of detection was
better than in previous studies: 2.4 nmo/l and 4.9 nmol/l respectively. However, the
levels of LA in the plasma of the 40 non-supplemented voluntary blood donors were not
detectable in all cases. The results of our study show that endogenous concentrations of
LA are less than1.85 nmol/I.

(b) This method was used in order to determine lipoic acid levels in the plasma
of supplemented voluntary blood donors. This method is suitable for further studies in

order to determine lipoic acid levels in patients after supplementation.

(c) The effect of lipoic acid on the viability of erythrocytes was monitored.
Plasma samples were collected from voluntary blood donors, non-supplemented with

lipoic acid. The venous blood was centrifuged at 750 x g; the separated erythrocytes



were washed three times with phosphate buffer, diluted with Ringer's solution, and
injected into 12-well culture plates. Lipoic acid solutions, which had previously been
diluted in different rations, were added to the erythrocyte suspension. The incubation
time was 24 and 48 hours at 37°C. For the determination of the cell viability the
Tryphan blue exclusion test was used. The concentrations of lipoic acid (1.5 and 10
umol/1) did not cause a statistically significant change regarding the viability or number
of erythrocytes after the 24 and 48-hour incubation time. The high concentrations of
lipoic acid (50, 100, 250 umol/l) did neither cause a statistically significant change
regarding the viability or the number of erythrocytes after the 24 and 48 hour incubation
time. On the other hand, the high concentrations of lipoic acid had a statistically
significant effect on the number of erythrocytes already after the 24-hour incubation

time.

(d) We measured the total plasma level of homocysteine, cysteine, methionine
and cysteinyl-glycine using high-performance liquid chromatography with coulometric
detection. Blood samples were obtained from 68 patients, suffering from coronary
artery disease. The patients were divided into three groups according to the severity of
their disease. We did not find any significant differences in the prevalence of diabetes,
pre-diabetes and kidney diseases between the selected groups. We did not find any
significant differences between the number of smokers and hypertonic patients. We
found significant differences between the levels of albumin, total cholesterol, LDL-C
and the index of atherogenity in the selected groups. The levels of homocysteine at
those patients with acute coronary artery disease were significantly higher compared to
the chronically ill patients. Our results support the hypothesis that total plasma of
homocysteine is not useable in early diagnostic of stenosis in coronary arteries but
seems to be a good biomarker of the severity of proved disease. Homocysteine increases
with an instability of the disease and a need for treatment. Those patients who returned
for the completion of the re-vasculization had significantly decreased levels of the total
amount of plasma cysteine, cysteinyl-glycine and methionine before the second
intervention, compared to those patients with an acute or chronic form of the disease.
The condition before completion of the re-vasculization is probably associated with
higher oxidative stress, when the transsulfuration pathway is preferred, because it
increases cysteine consumption. The cysteine seems to act more as an antioxidant than a

risk factor in patients with coronary artery disease. 44 patients underwent a coronary



angiography and subsequently a percutaneous coronary intervention. The sample
collections took place before the intervention and control samples were taken 24 and 48
hours after the intervention. We have not found any statistical differences between the
levels of homocysteine and cysteine before and 24 hours and 48 hours after the
intervention. The levels of methionine and cysteinyl-glycine were significantly higher
24 hours and 48 hours after the percutaneous coronary intervention compared to

concentrations before the intervention.

Keywords: cytotoxicity; electrochemical detection; erythrocytes; homocysteine; lipoic
acid; coronary artery disease; percutaneous coronary intervention; plasma; high-
performance liquid chromatography
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Seznam zkratek

ACN
AGE(s)

AlM
AMK
AP
ATP
BMI
CAD
CE
CNS
CRP
Cys
Cys-Gly
CZE
DES
DHLA
DM
DMSO
EC
ECM
EDTA
EI-MS
ELSD

FD
FID
GC
G-CSF

GF
GSH
HCI
Hcy
HDL

acetonitril

koneéné produkty pokrocilé glykace (z angl. advanced glycation
end products

akutni infarkt myokardu

aminokyselina

Angina pectoris

adenosintrifosfat

body mass index

onemocnéni koronarnich artérii (z angl. coronary artery disease)
kapiléarni elektroforéza

centralni nervovy systém

C-reaktivni protein

cystein

cysteinyl-glycin

kapilarni zonova elektroforéza

1ékové stenty (z angl. drug eluting stent)

kyselinu dihydrolipoova

Diabetes mellitus

dimethylsulfoxid

elektrochemicky detektor

extracelularni matrix

kyselina ethylendiamintetraoctova

hmotnostni detektor s elektronovou ionizaci

odparovaci detektor rozptylu svétla (z angl. evaporative light)
scattering detector

fluorescencni detekce

plamenové ioniza¢ni detektor

plynova chromatografie

faktor stimulujici kolonie granulocytil (z angl. granulocyte
colony stimulating factor)

glomerularmni filtrace

glutathion

kyseliny chlorovodikova

homocystein

lipoproteinové ¢astice o vysoké hodnoté



HHcy

HMG-CoA-reduktasa

HPLC
IA
ICAM-1

ICHS

LA
Lp(a)
LC
LDL
LLE
LOD
LOQ
MEKC
Met

MS
MDA
MMP
MTHFR
MTHFHMT
NAD"
NADH
NAP
NF-«xB
NO-

PA
PECVD

PBS
PCI
PI-3-K
PLA
PP

hyperhomocysteinemie
3-hydroxy-3-metyl-glutaryl-CoA reduktasa
vysokoucinna kapalinova chromatografie

index aterogenity

intracelularni adhezivni molekula (z angl. intracellular adhesion
Molecule)

ischemicka choroba srdecni

infracervena spektroskopie

vnitini standard (z angl. internal standard)
kardiovaskularni onemocnéni

kyselina lipoova

lipoprotein(a)

kapalinova chromatografie

lipoproteinové Castice o nizké hodnote

extrakce kapalina-kapalina (z angl. liquid-liquid extraction)
limit detekce (z angl. limit of detection)

limit kvantifikace (z angl. limit of quantification)
micelarni elektrokinetickd chromatografie
methionin

hmotnostni detektor

malondialdehyd

matrixové metaloproteinasa
methylentetrahydrofolatreduktasa
methyltetrahydrofolathomocysteinmethyltransferasa
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
nestabilni angina pectoris

nuklearni faktor kappa B

radikal oxidu dusnatého

penicilamin

chemicka deposice z plynné faze (z angl. plasma-enhanced
chemical vapor deposition)

fosfatovy pufr

perkutanni koronarni intervence
fosfatidylinositol-3-kinasa

polymer kyseliny mlééné (z ang. poly-L-lactic acid)

polypropylen



RONS reaktivni formy kysliku a dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

RV revaskularizace

SAM S-adenosylmethionin

SAH S-adenosylhomocystein

SAP stabilni angina pectoris

SPE extrakce na pevné fazi

TAG triacylglyceroly

tCH celkovy cholesterol

TLC tenkovrstva chromatografie

uv ultrafialovy detektor

VCAM-1 vaskularni adhezivni molekula (z angl. vascular cell adhesion
molecule)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health

organization)
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1 Uvod

Ateroskler6za je dlouhodobé se vyvijejici onemocnéni cévni stény, které se po fadu let
bezptiznakového pribéhu manifestuje svymi komplikacemi: ischemickou chorobou
srde¢ni, ischemickou cévni mozkovou piihodou a ischemickou chorobou dolnich
koncetin. Ischemickd choroba srde¢ni je nejcastéjsi pri¢inou kardiovaskularni mortality.
Hlavni pfi¢inou rozvoje téchto komplikaci, které mohou skoncit i smrti, je dlouhodobé
zvyseny oxidacni stres. Kyselina lipoova je silny antioxidant, hraje vyznamnou ulohu
V terapii tohoto onemocnéni a bézné se indikuje diabetiktim jako dopln€k stravy. Tento
antioxidant inhibuje lipoperoxidaci, snizuje velikost aterosklerotického platu, hladiny
celkového a LDL cholesterolu, a ma protizanétlivé ucinky. Navic ma schopnost
indukovat buné¢nou apoptézu. Diky svym prospé€Snym vlastnostem se zac¢ind uvazovat
o jejim vyuziti v ptipad¢é lékovych stentll a protinddorové terapii. S tim vSak uzce
souvisi otazka bezpecnosti a toxicity terapeutické davky.

V poslednich letech se diskutuje 0 vyznamu aminothiold u kardiovaskularnich
onemocnéni. Mezi tyto aminothioly fadime piedev§im homocystein, methionin, cystein
a cysteinyl-glycin. Homocystein byl na zakladé mnoha studii vyhodnocen jako rizikovy
faktor kardiovaskuldrniho onemocnéni, ackoliv existuji i studie, kterq tato tvrzeni
nepodporuji. Rovnéz zistdva otdzkou, zda je vhodnym indikatorem odpovédi
terapeutické intervence. V soucasné dobé se feSi otazka, zda je mozné homocystein
vnimat nejen jako rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni, ale také jako
biomarker. Vysledky nékterych studii jsou rozporuplné také v otdzce vztahu
homocysteinu a stupné stendzy v koronarnich tepnach. Lékati 1 védecti pracovnici se
neustdle snazi nalézt co nejvhodnéjsi ukazatele prabehu jiz prokazaného onemocnéni,

aby co nejvice zajistili uspésnost 1écby.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Ateroskleréza

Ateroskler6za je progresivni onemocnéni, které postihuje intimu velkych 1 stfednich
tepen, veetné aorty, karotid, koronarnich i perifernich tepen. Na pocatku aterosklerozy i
Vjeji progresi hraje hlavni ulohu zéanét v cévni sténé. Pfedstupném v rozvoji
aterosklerézy je tzv. endotelova dysfunkce, kterou mize vyvolat mechanické poskozeni
cévy napi. vlivem dlouhotrvajici hypertenze. Mezi dalsi rizikové faktory fadime
zvySenou koncentraci cholesterolu, modifikovanych lipoproteinovych castic o nizké
hustoté (LDL), lipoproteinu (a), homocysteinu, fibrinogenu ¢i diabetes mellitus (DM).
Dysfunkce endotelovych bunék vede k produkci adhezivnich molekul, které umoziuji
zanétlivym bunkdm proniknout do stény cév. Makrofagy odvozené od monocyti pak
aktivaci a proliferaci bun¢k hladkého svalstva i mezibunécné hmoty vaziva a progresi
sklerotickych zmén W @ Seznam ovlivnitelnych a neovlivnitelnych faktorl rozvoje

ateroskler6zy shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1 Seznam faktor( rozvoje aterosklerozy.

Ovlivnitelné faktory Neovlivnitelné faktory
zvyseny celkovy cholesterol vek

zvyseny LDL cholesterol pohlavi

snizeny HDL cholesterol geneticka predispozice
zvySené triacylglyceroly rodinna anamnéza
Koufeni existence ICHS*
hypertenze

diabetes mellitus

nizka fyzicka aktivita, obezita
hyperhomocysteinemie
oxidacni stres

zvysena hladina lipoproteinu (a)
zvySena hladina fibrinogenu

*ICHS, 1schemicka choroba srde¢ni

2.1.1 Jednotliva stadia aterogeneze

Ateroskler6za se histologicky manifestuje ve formé arteridlnich 1ézi, oznacovanych jako

tzv. platy. Histologické a patologicko-anatomické projevy aterosklerodzy lze rozdélit do
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Sesti zakladnich typt, které charakterizuji ,,pfirozeny* vyvoj tohoto procesu, jak je

patrné z obrazka 1-3.
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Obrazek 1 Sest zakladnich fazi rozvoje ateroslerézy @

I. typ se oznacuje jako inicidlni 1éze a je charakterizovana zvySenym poctem
izolovanych makrofagii Vv intimé. Makrofagy jsou vyplnéné tukovymi bunikami a
vznikaji tzv. ,,pénové bunky*. Tento typ 1éze se projevuje ztloustnutim intimy, coz je
kompenzovano dilataci a lumen cévy zistdvd nezménén. Nahromadénim pénovych
bun¢k vznika II. typ léze, znamy také jako lipidovy prouzek. Pokracujici hromadéni
pé€novych buncék a jejich nekréoza miize dat pfi¢inu vzniku léze III. typu, tzv.
preateromu, ktery jiz obsahuje malé zdsoby extracelularnich lipida. Tyto tfi typy 1ézi
patii mezi ¢asné faze tohoto onemocnéni. Mezi rozvijejici se faze patii [V. a V. typ 1ézi,
charakterizované vyraznymi oblastmi nekrotickych hmot a extraceluldrnich lipidd,
tvoticich lipidové jadro. IV. typ se oznacuje jako aterom a vyznaluje se tenkou
pfepazkou mezi lipidovym jadrem a arteridlnim lumen. U V. typu léze, tzv.
fibroateromu, se jiz vyskytuje jak lipidové jadro, tak fibroticka vrstva, ktera vytvari

cepicku léze. V tomto stadiu jiz céva nedokaze kompenzovat zuzeni lumen dilataci,
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dochazi tedy ke snizeni pratoku krve. Posledni fazi ptedstavuje 1éze VI. typu
(komplikovana 1éze), kterd vykazuje strukturu, jez je charakterizovana exulceracemi,
krvacenim do platu, kalcifikacemi nekrotickych hmot a pfitomnosti trombozy.
Fyzikélnimi silami toku krve dochézi k ruptufe nestabilniho platu, ke krvéaceni do platu
a vzniku trombu, uzavéru cévy a ischémii dané¢ho organu. Tyto projevy se nejcastéji

vyskytuji v koronarnich tepnach, tepnach mozku nebo tepnach dolnich koncetin @) ) G)

©®

o "( 5 -
Normalni tepna Tenké ¢epicka Navrstvenitrombu
fibroateromu

Obréazek 2 Vyvoj aterosklerozy )

Aterogeneze

Obrazek 3 Aterogeneze )
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2.1.2 Rizikové faktory aterosklerdzy

Rozvoj ateroskler6zy tizce souvisi s poruchami metabolismu sacharida a lipidi. Mezi
hlavni rizikové faktory fadime oxidacni stres, hyperlipidemii, diabetes mellitus ¢i

hyperhomocysteinemii, ktera bude probrana v kapitole 2.5.5.

2.1.2.1 Oxidacni stres

Ptevaha volnych radikali nad antioxidanty se nazyva oxidacni stres. Volnych radikala,
exogenniho 1 endogenniho pivodu, stale piibyva a v soucasné dobé je ¢asto poruSovana
rovnovaha mezi nimi a antioxidanty. Volné radikdly jsou charakterizovany piitomnosti
jednoho nebo vice neparovych elektrond. Snaha radikalu o sparovani elektronu
zpusobuje jejich vysokou reaktivitu WeE),

Energeticky metabolismus buiiky je zaloZzen na postupné redukci dvouatomové
molekuly kysliku za vzniku dvou molekul vody. Redukce probihd v dychacim fetézci
mitochondrii. Za fyziologickych podminek jsou pouze 4 % kysliku redukovéna
jednoelektronové za vzniku reaktivnich forem. Pfijetim jednoho elektronu se molekula
kysliku redukuje na superoxidovy aniontovy radikal. Superoxid neni sam o sob¢ piili§
reaktivni. V zavislosti na prostfedi miize mit oxida¢ni nebo reduk¢éni ucinky. Jedna se o
pomérné nestabilni molekulu, ktera je enzymem superoxiddismutasou dismutovana za
vzniku peroxidu vodiku, ktery je malo reaktivni. Za patologickych podminek vSak mize
snadno a rychle pfechazet na velmi reaktivni hydroxylovy radikal. Tato reakce se
nazyva Fentonova a jeji schéma je nazna¢eno v nasledujicich rovnicich:

O, +Fe** — Fe*" + 0,
Fe** + H,0, — Fe** + HO + HO'

Mezi ROS fadime ¢aste¢né redukované metabolity molekularniho kysliku (napf.
superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal). Do této skupiny vSak patii i neradikalové
slou€eniny, jako je peroxid vodiku, kyselina chlorna ¢i singletovy kyslik, které se za
patologickych stavil stavaji zdroji vzniku vysoce toxickych oxidantu.

Je-li radikal oxidu dusnatého (NO«) produkovan ve vysokych koncentracich, pak
predstavuje zdroj vysoce reaktivnich sloucenin, napf. nitroxylu a peroxynitritu. Vznikaji
reakci NO™ se superoxidovym anionem nebo molekuldrnim kyslikem a souhrnné se
oznacuji jako reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS).

Na druhou stranu RONS hraji v organismu také vyznamnou fyziologickou tlohu

pii imunitnich reakcich. Jsou produkovany bufikami imunitniho systému (makrofagy,
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neutrofily) a vyuzivaji se v boji proti cizorodym casticim a k odstranéni fagocytovanych
mikroorganismui. Nicméng jejich hladina v organismu musi byt ptisné regulovana.

Organismus ma schopnost regulovat mnozstvi radikald, pfitomnych
V organismu, tfemi zptsoby:
regulaci aktivity enzym, které jsou nezbytné pro tvorbu radikalu,
snizenim intenzity naslednych radikdlovych reakci napt. chelataci ionti pfechodnych
kovi, zejména dvoumocného Zeleza (ferritin, transferrin),
zachytem a odstranénim jiz vzniklych radikali za soucasného vzniku stalejSich a méné
reaktivnich produktl enzymatickou i neenzymatickou cestou (antioxidac¢ni ochrana).

Mezi vyznamné nizkomolekuldrni antioxidanty fadime vitaminy (askorbat,
tokoferol), flavonoidy, karotenoidy, koenzym Q nebo kyselinu lipoovou. Kyselina
lipoova bude podrobné popsana v kapitole 2.4.

Vysokd koncentrace RONS muze zplisobovat oxidaci bazi v nukleovych
kyselinach, aminokyselin, cukrti i nenasycenych mastnych kyselin v lipidech. Proto je
nadprodukce RONS zahrnuta v patogenezi a progresi fady onemocnéni, souvisejicich
s oxida¢nim stresem, jako jsou napi. DM a jeho komplikace, rakovina, chronické

i Tie < . 1) (9) (10
zanétlivé onemocnéni nebo neurodegenerativni choroby( ) ) (10),

2.1.2.2 Hyperlipidemie

Hyperlipidemie je charakterizovana poruchou metabolismu plasmatickych lipidi a
lipoproteinii. Lze ji délit do tii skupin: hypercholesterolemie (zvySend hladina
celkového a LDL cholesterolu), hypertriacylglycerolemie (zvySena hladina

triacylglycerolll) a kombinovana hyperlipidemie.

2.1.2.2.1 Uloha LDL ¢&astic v procesu aterogeneze

V rozvoji endotelové dysfunkce i1 v dal$i progresi aterosklerotickych 1ézi maji zasadni
ulohu aterogenni lipoproteiny. Nejvyznamnéj$i z nich jsou LDL c¢astice, které byly
chemicky modifikovany oxidaci, glykosylaci nebo acetylaci. Oxidace LDL probiha
piedevSim po jejich prichodu do subendotelidlniho prostoru. Modifikace se tyka
zejména apoB-100, ktery podléha bud’ ptimé oxidaci apoproteinu volnymi radikaly, ¢i
dochazi kvazb¢ aldehydické skupiny na e-aminoskupinu lysinového zbytku
apoproteinu. VEtSi modifikace pozméni  strukturu Castice (konkrétné strukturu
apoproteinu B-100) natolik, Ze nemulze byt rozpoznana LDL receptory na povrchu

bunék a jsou pfijimadny makrofdgy po navazani na tzv. scavengerové receptory. Tento
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zpusob piijmu cholesterolu butikou vSak nezpuisobi inhibici HMG-CoA-reduktasy, ktera
jinak vede k potlaceni syntézy cholesterolu de novo. Cholesterol se hromadi v buice a

dochézi k tvorb& tzv. p&novych bungk, coZ je prvni stadium aterosklerozy .

2.1.2.3 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni vyvolané bud’ nedostate¢nou produkci
insulinu slinivkou bfi$ni, nebo rezistenci, tj. v pfipad¢, kdy télo nemize efektivné
vyuzivat insulin, ktery produkuje. Nedostatecné pusobeni insulinu vede ke zvySeni
koncentrace glukosy v krvi neboli Kk hyperglykémii, ktera muze byt doprovazena
klinickymi symptomy, jako jsou polyurie, polydipsie, ubytek hmotnosti ¢i ketonurie.
Toto zavazné metabolické onemocnéni je v dneSni dobé nejcastéjsi pti¢inou chronické
renalni insuficience a diabetici jsou ohrozeni pokroc¢ilymi mikro- a makrovaskuldrnimi
komplikacemi. Hlavni pti¢inou rozvoje téchto komplikaci, které v extrémnich piipadech
mohou skoncit 1 smrti, je dlouhodobé zvySeny oxidacni stres. ZvySena tvorba
reaktivnich forem kysliku (ROS), kterd jiz neni dostate¢né¢ kompenzovana antioxidaéni
aktivitou, je spojena s pretrvavajici hyperglykémii. DalSimi faktory, které ptispivaji
k rozvoji pozdnich komplikaci, jsou glykace protein a tvorba AGE(s) produkti, tzv.
kone¢nych produktl pokrocilé glykace. Mezi zavazné komplikace diabetu fadime napf.
retinopatii, diabetickou nefropatii, neuropatii a v neposledni fadé aterosklerozu @2 @),
Diabetes mellitus neni jednotné onemocnéni a podle etiologie ho lze rozdélit na:
diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2. typu, gesta¢ni diabetes a ostatni specifické
typy diabetu. Podstatou 1. typu je autoimunitni onemocnéni, které je vyvolané ziejmé
virovou infekci nebo modifikaci B-bun€k Langerhansovych ostrivkl. Postupna
destrukce téchto bun¢k zplsobuje defekt v tvorbé insulinu. U nemocnych prevliada Thl
podskupina nad Th2 podskupinou T bunék, ktera je zodpoveédné za imunitni odpoveéd'.
Th1 bunky produkuji cytokiny, které aktivuji makrofagy a cytotoxické CD8+ T buiiky.
Na destrukci B-bun€k se podili interakce s antigenem, ktera vyvolava cytotoxickou
aktivitu T bun€k, a nepochybné i volné radikaly. Pacienti s timto typem diabetu jsou
zcela zavisli na intravenoznim piijmu insulinu pro regulaci hladiny glukosy v krvi (8).
Do skupiny s diabetem 2. typu patii ptiblizné 90 % diabetiki. Tento typ je
charakterizovan rezistenci na insulin nebo relativnim nedostatkem insulinu. Rezistence
je zpusobena bud’ snizenim poctu receptorti, nebo post-receptorovou blokadou. Tento

stav se projevuje redukovanou schopnosti insulinu stimulovat transport glukosy do
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kosternich svalti, kdy tato resistence, na kterou B-bunky reaguji zvySenou sekreci

insulinu, zpisobuje hlavni poruchu v udrzovani normalnich hladin glukosy ®@,

2.2 Ischemicka choroba srdecni

24

srde¢ni (ICHS). Jedna se o akutni nebo chronické onemocnéni, které vede k omezeni az
uplnému zastaveni toku krve ve véncitych tepnach myokardu. Ischemické postizeni se
obecné charakterizuje jako nepomér mezi potiebou a dodavkou kysliku ke tkani.
Mezi akutni formy ICHS patii akutni infarkt myokardu (AIM), nestabilni angina
pectoris (AP) a nahla koronarni smrt. K chronickym formam ICHS tadime stabilni AP,

koronarni syndrom, némou ischemii myokardu apod. (13)(14),

2.2.1 Infarkt myokardu

Jedna se o ischemické loziskové odumieni ¢asti myokardu, které vznika v disledku
uzavéru ¢i vyrazného zzeni levé nebo pravé véncité tepny. Typickym ptiznakem AIM
je dlouhotrvajici svirava bolest na hrudi, kterd ptfetrvava i v klidovém stavu pacienta.
Bolest ¢asto vystfeluje do levého ramene, krku, zad nebo bficha. DalSimi priivodnimi
jevy jsou dusnost, slabost, nevolnost, nadmérné poceni, a to v rizné mite v zavislosti na
lokalizaci uzavéru ¢i zazeni povodi veéncité tepny. Akutni infarkt myokardu délime dle
EKG nélezu na AIM s elevaci ST tseku (tzv. STEMI) a bez elevace ST useku (tzv. non

STEMI), tj. s a) depresi ST useku; b) inverzi T vin; ¢) fyziologickym EKG obrazem (1),

2.2.2 Angina pectoris

Angina pectoris je nejcastéjsim projevem ICHS a je obecné definovana jako bolesti na
hrudi ¢i prsou srde¢niho ptivodu, které vychazeji z momentalni nerovnovahy mezi
nabidkou a spotiebou kysliku v myokardu, projevujici se Casto pii vyssi namaze. Mezi
dal$imi ptiznaky patii napt. slabost, poceni, duSnost, nauzea a pocity na omdleni. Svymi
projevy se velmi podoba AIM, s tim rozdilem, Ze pti AP nedochéazi k nekréze srdecni
tkang a priznaky obvykle mizi do nékolika minut po skonceni zatéZe. Vlastni pti¢inou
anginy pectoris je tvorba aterosklerotickych plati ve st€né cév, které zasobuji srdce
krvi. Pii zvysené fyzické namaze nejsou schopny aterosklerotické tepny vést dostatecné

mnozstvi okyslidené krve a zabezpetit tak potiebny prisun této krve do myokardu ¢

(16)
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2.2.2.1 Stabilni angina pectoris

Stabilni angina pectoris (SAP) je nejcastéjsi z klinickych manifestaci ICHS. Je
charakterizovana zachvatovou bolesti za hrudni kosti, v dolni celisti, rameni a pazi,
kterd se projevuje pii fyzické zatézi Ci pfi silném citovém stresu, obecné pfi stavech,
které vedou ke zvySené spotfebé kysliku myokardem. Tyto bolesti se nazyvaji odborné
stenokardie a obvykle odeznivaji béhem odpocinku ¢i po podani nitroglycerinu.
Stenokardie informuji o aktudlni pfechodné ischemii myokardu. Pro tento typ anginy je
typicka chronicita a dlouhy stabilni pritbéh, ktery je v drtivé vétsin€ zplisobeny vznikem
stabilniho aterosklerotického platu. Stupen zatéze, ktera vyvola bolest a dalsi obtize, se
nazyva angin6zni préh. Tento prah je zpravidla nepiimo Umérny zavaznosti stendzy

véndité tepny. Cim je tedy stendza rozsahlejsi, tim je angindzni prah nizsi (13) (16) (17) (18),

2.2.2.2 Nestabilni angina pectoris

Klinicky se nestabilni angina pectoris (NAP) manifestuje podobné jako SAP, s tim
rozdilem, ze k vyvolani bolesti je tfeba mnohem mensi zatéze, bolest trva znatelné déle,
objevuje se i v klidu a neustupuje ani po podani nitroglycerinu. Nejcastéji je zpisobena
zménou stability aterosklerotického platu ze stabilniho na nestabilni, coZ je zplisobeno
jeho rupturou a vznikem trombu.

Pii 1é¢bé akutniho koronarniho syndromu jde o zavod s ¢asem. Cim rychleji se
podaii znovu zpfistupnit uzavienou tepnu, at’ uz ptimou perkutdnni korondrni intervenci

(PCI) nebo trombolyzou, tim vétsi je pacientova Sance na preziti (14) (19)

2.3 Perkutanni koronarni intervence

Ptivod kysliku a zivin do myokardu je zabezpecen véncitymi neboli tzv. koronarnimi
tepnami. Prava a leva véncita tepna, které se dale vétvi, zabezpecuji nezbytnou vyzivu
myokardu. Pro lécbu ICHS, béhem které dochazi k caste¢nému, ¢i k Gplnému uzévéru
tepny (tzv. stendza), se kromé farmakologické 1éCby, vyuziva metoda perkutanni
koronarni intervence. Tato metoda PCI (dfive nazyvana angioplastika) spociva
Vroztazeni a zprichodnéni postizeného mista véncité tepny, ¢ehoz se dosahne
zavedenim stentu. Hlavnim mistem k zavedeni stentu se vyuZziva nejCastéji prava
stehenni tepna nebo radidlni tepna v oblasti zapésti a pazni tepna. Do mista ziZeni ¢i
uzavieni tepny se stent transportuje tenkym vodi¢em a balonkovym katétrem. V misté
poskozeni se céva rozsifi nafouknutim balénku a nasleduje aplikace stentu. Aplikace

koronarniho stentu balonkovym katétrem je znazornéno na obrazku 4.
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Obrazek 4 Aplikace koronéarniho stentu balonkovym katétrem @0,

Hyperplazie intimy zabezpeCi, ze se stenty stanou soucasti cévni stény a
zustavaji tak uvnitf tepny natrvalo. Pfi bézné reakci intimy se cely stent pokryje

endotelem asi za jeden mé&sic od implantace 7.

2.3.1 Koronarni restenoza

Stent svou pfitomnosti v koronarni tepné vyvolava zanétlivou, resp. hojivou odpoveéd’
cévni stény za Ucasti krevnich desti¢ek a bunck imunitniho systému. Vysledkem je
hyperproliferace a migrace bun€k hladké svaloviny, které se méni na builky, které
syntetizuji extraceluldrni matrix. V pfipad¢ prilisSné proliferace intimy dochazi ke
koronarni restendze, kterda vede k postupnému zizeni, nebo az k uzavieni tepny. U
diabetikll je vznik resten6zy po aplikaci stentu vyssi o 60 %. Pfispiva k tomu nadmérna
neointimalni proliferace v misté cévniho poranéni a negativni remodelace arterii.
Pfi¢iny téchto jevlu jsou hyperglykémie, endotelidlni dysfunkce a protrombogenni
aktivita krve *® @9 Restenoza po angioplastice ziistava hlavnim problémem téchto
zékrokil. Scilem potladit zanétlivou reakci a proliferaci neointimy byla pfi 1écbé
restendzy testovana celd fada antiproliferativnich, imunosupresivnich a ostatnich latek.
Byly provedeny studie s cytostatiky (tranilast), antikoagula¢nimi latkami (heparin,
enoxaparin), antiagregatnimi (aspirin, tiklopidin, abciximab) a protizanétlivymi
(kortikosteroidy). Byla testovana 1é¢ba angiopeptinem, rybim tukem, estrogeny a
hypolipidemiky, véetné statini. Bohuzel snahy zabranit restendze nejriznéj$imi
farmaky, se ukéazaly vesmés jako neucinné @Y @ 7 tohoto diivodu se zacaly vyrabét
tzv. Iékovée stenty, které uvolnuji antiproliferativni latky, které brani hyperplazii vnitini

vrstvy cévy.
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Existuje celd tfada raznych druhtl stentd. Muzeme je délit do tii skupin:
nepotahované stenty, biodegradabilni stenty a potahované stenty, kam fadime jiz

zminované 1ékové stenty. Nejcastéj§imi materialy pro jejich vyrobu je 1ékatska ocel.

2.3.2 Pozdni tromboza koronarniho stentu

Problém restendzy byva spojovan predevsim s holymi kovovymi stenty, zatimco pozdni
trombdza je problémem zejména Iékovych stentli. Stenty vyvolavaji biologickou
odpovéd’ organismu, nebot” plsobi na organismus jako cizorody material. Z tohoto
divodu dochazi k aktivaci hemostatického systému a zanétlivé odpovédi organismu.
Nadmérna aktivace hemostatického systému vede za urCitych podminek k trombodze

. o (23) (24 . " . . < ,
koronarnich stentt @ @ Pozdni koronarni tromboza stentu je naznacena na obrazku 5.

@3)

Obrazek 5 Tromboza stentu

2.3.3 Lékové stenty

Jednim z hlavnich probléma PCI je koronarni restendza, proto dalSi vyvoj sméfoval
k tvorbé tzv. lékovych stentt (DES, zangl. Drug Eluting Stents) obsahujicich
dostatecné mnozstvi aktivni latky, kterd by restendzu potlacila bez toxickych ucinki
spjatych se systémovym podanim. Jedna se prakticky o kovovy stent, ktery slouzi jako
nosi¢ lokdln€ plsobicich 1éciv. Je potazen vétSinou polymerovou matrici, ve které je
navazana postupné se uvoliiujici u¢inna latka.

Kromé svych obvyklych vlastnosti stentii, jako je ohebnost, minimalni tloustka
a dostate¢nd radialni sila, musi DES poskytovat dostatecné velkou plochu pro navazani
farmaka. Struktura stentu musi zajistit optimalni rozvrstveni stentu, aby jeho ptisobeni
na okolni sténu cévy bylo rovnoméré. Polymer musi byt biologicky inertni,
elektroneutralni, odolny vi¢i mechanickému poskozeni, odolny vaci sterilizaci,
dlouhodob¢ stabilni, inertni vici agregaci krevnich desticek a nesmi vyvoldvat

zanétlivou reakci.
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Aktivni 1€k v optimalnim piipad€ inhibuje neointimalni hyperplazii potlacenim
zanétlivé reakce, potlaCenim aktivace krevnich desti¢ek a potlacenim proliferace bunék
hladké svaloviny. Pronikani farmak do stény cévy zdvisi na jejich lipofilnich a
lipofobnich vlastnostech a molekulové hmotnosti. VétSina 1€k se pouziva rutinné
V chemoterapii a imunosupresivni 1écbé. Mezi 1€Civa potlacujici restendzu patii vybrana
cytostatika (angiopeptin, paclitaxel, aktinomycin D, angiopeptin), inhibitory C-
proteinasy a metaloproteinasy (batimastat), antitrombiny (heparin, abciximab, hirudin),
imunosupresiva (sirolimus, tranilast, dexametazon, cyklosporin, methylprednisolon) atd.
Moderni polymerové technologie jsou schopny programovat piesné uvoliiovani
aktivnich latek nejen v prostoru, ale i Case, aby ucinek byl maximalni. Z nepteberné
skupiny 1é¢iv, které teoreticky ovlivituji jednotlivé faze restendzy, jich byla s DES
pouzita jen mala Cast. Nejcastéji pouzivanymi farmaky jsou sirolimus a paclitaxel.
Sirolimus, nazyvany také rapamycin, je antibiotikum, produkované aktinomycetou
Streptomyces hygroscopicus. Vyuziva se v mediciné jako imunosupresivum po
transplantacich. Zabezpecuje blokaci bunécného cyklu v G1 fazi, a proto je vhodny pro
potlaceni proliferace bun€k hladké svaloviny. Paclitaxel je cytostatikum pochdzejici
z tisu Taxus brevifolia. Pouziva se pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Ma vliv na
organizaci mikrotubulll v bunkach s naslednou zastavou déleni, migraci a sekreci bunék
hladké svaloviny. Vyhodou je jeho selektivni G¢inek na bunky hladké svaloviny bez
ovlivnéni endotelialnich bungk Y.

Hlavnim problémem lékovych stentli vSak ziistdva vyssi riziko vzniku pozdnich
trombo6z po preruSeni antiagregacni 1éCby @5 ) Dalgi vyvoj v této oblasti smétuje
k vyhledavani novych ucinnéjsich 1é¢iv, vytvoreni stentd vychytavajicich progenitorové
endotelidlni buiiky, stentim vylu€ujici geny a bioabsorbovatelnym stentiim z ptirodnich

materiali ™. Priklad 1ékového stentu je zndzornén na obrazku 6.

Obrazek 6 Dualni l1ékovy stent @7
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2.4 Kyselina lipoova

2.4.1 Biochemie kyseliny lipoové

Kyselina lipoova (LA), znama také pod pojmy thiooktanova, ¢i 1,2-dithio-3-pentanova
kyselina, je thiolovd (disulfidickd) sloucenina, kterd se pfirozené vyskytuje
Vv eukaryotickych i prokaryotickych organismech a je syntetizovana z kyseliny oktanové
8 Tato sloudenina byla poprvé izolovana z hovézich jater a popsdna Reedem a kol.
v roce 1951 @, Nicméng jeji existence je znama jiz od roku 1930, kdy byla oznacovana
jako tzv. ristovy faktor brambor, nebot’ bylo zjisténo, ze je nezbytna pro rust nékterych
bakterii. Dfive byla fazena do skupiny vitamind B, pozd&ji bylo zjiSténo, ze je
syntetizovana v rostlinném, zvifecim i lidském organismu % %,

Kyselina lipoova obsahuje jedno chiralni centrum na pozici 3 v 1,2-dithiolové
¢asti, tudiz maze vytvaret dva stereoizomery, R a S-izomer, jak je patrné na obrazku 7.

Avsak pouze R-izomer je syntetizovan v téle a hraje kliCovou ulohu Vv energetickém

metabolismu.

\\\\\\/\/ COOH

S-izomer kyseliny lipoové
5 d y y lip

Obrézek 7 Strukturni vzorce R a S enantiomeri kyseliny lipoové @,

Kyselina lipoova je esencidlnim kofaktorem fady komplext, které katalyzuji
oxidativni dekarboxylaci. V tkanich je karboxylova skupina kyseliny lipoové vazana
kovalentné k e-aminoskupiné lysinového zbytku. Ptednostné pusobi
v dehydrogenasovém systému 2-oxokyselin (pyruvatdehydrogenasovy komplex, 2-
oxoglutaratdehydrogenasovy komplex a dehydrogenasovy komplex 2-oxokyselin

s rozvétvenym fetézcem). Slouzi zde jako pienaSe¢ acylové skupiny z jednoho mista
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enzymového komplexu na jiné. Dale je také dulezitym koenzymem v glycin-stépicim

enzymovém systému, kde funguje jako pfenase¢ aminomethylové skupiny (30)(32) (33),

2.4.2 Metabolismus kyseliny lipoové

Kompletni cesta biosyntézy LA de novo nebyla dosud zcela objasnéna, nicméng,
experimentalni izotopové studie ukazuji, ze kyselina oktanova slouzi jako prekurzor
osmiuhlikatého fetézce a zdrojem siry mize byt aminokyselina cystein 34,

Kyselina lipoové je v malém mnozstvi syntetizovana v jatrech a zda se, Ze tato
de novo syntéza poskytuje nezbytné mnozstvi LA pro poticbu jeji ulohy
V intermediarnim metabolismu. Déle je také pfijimana v potravé rostlinnych C¢i
zivociSnych zdroji. Po pfijmu je primarné, ale pouze jen pfechodn¢, akumulovana
predevsim v jatrech, srdci a kosterni svalovin€, v mensi mife ji lze nalézt i v ostatnich
tkanich. K jeji degradaci dochazi v jatrech, a to pfedevsim B-oxidaci postranniho fetézce
a S-methylaci dithiolového kruhu ©9 €9,

Pro stanoveni metaboliti LA byla vyvinuta metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) s elektrochemickou detekci a diky ni bylo u clovéka
identifikovano 5 metabolitd. Studie, zkoumajici metabolismus LA u hlodavci a psu,
odhalila vice nez 12 jejich metabolitli v moci a krevni plasmé. Nehled€ na zvifeci druh,
spole¢nymi metabolity LA jsou bisnorlipoat, tetranorlipoat, [-hydroxy-bisnorlipoat

(34).

nebo bis-methylované merkaptoderivaty téchto sloucenin Piedpokladané

metabolické cesty LA jsou znazornény na obrazku 8.
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Obrazek 8 Predpokladané metabolické cesty kyseliny lipoové

LA, kyselina lipoova; BNLA, bis-norlipoova kyselina; TNLA, tetranorlipoova kyselina;
BMOA, 6,8-bis(methylthio)oktanova kyselina; BMHA, 4,6-bis-(methylthio)hexanova kyselina;
BMBA, 2,4-bis-(methylthio)butanova kyselina ©.

LA ziskana z potravy nebo doplnki stravy se lehce vstiebava, metabolizuje a
vylucuje, zejména moci, a proto se pouze zanedbatelné mnozstvi volné LA uchovava ve
tkanich 9. Ledviny, srdce a kosterni svalovina obsahuje nejvys§i mnozstvi proteinove
vazané LA, tudiz koncentrace volné LA je in vivo velmi nizka ®7) Nicméns, po aplikaci
doplikt stravy dochazi k ptechodnému zvySeni koncentrace nevazané LA uvniti vSech
bunék, zejména srdce, mozku a jater ®8) Oralng podéavana LA je po transportu do tkani
enzymaticky redukovéna na kyselinu dihydrolipoovou (DHLA). Redukci LA na DHLA
katalyzuje  mitochondrialni  dihydrolipoamiddehydrogenasa, ktera je slozkou
pyruvatdehydrogenasového komplexu (39) (40) (41) (42) (43), Diky vysoké hydrofobitg, mize

LA pronikat biologickou membranou a vstupovat do mitochondrialni matrix 34,

2.4.3 Bezpecnost a toxicita

V nésledujici kapitole je uveden piehled v soucasné dobé ndmi dostupnych informaci o

bezpecnosti a toxicité LA. Ve studiich je znacnd rozporuplnost v otazkach vySe davky,
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zpusobu aplikace 1 délky ptsobeni LA. Komeréné dostupné potravinové doplilky
obsahuji obvykle davku 50 - 600 mg racemické smési R a S-LA, coz je piiblizné 1000x
vy$$i mnozstvi, které je mozné ziskat z potravy. U zdravych jedinci, ktetfi uzivaji
preventivné LA a chtéji pouze podpofit svoji antioxidacni aktivitu, postaci denni davka
20 - 50 mg LA. Avsak u pacientl s diabetem by terapeuticka davka LA m¢la byt vyssi,
uvadi se b&zné 300 - 600 mg denng “¥.

Horni limit pro ddvkovani LA nebyl prozatim stanoven, avSak se vzriistajici
oblibou vyuzivani LA jako dopln€k stravy, byly stanoveny bezpecnostni limity pro
akutni peroralni pfijem LA na zvifecich modelech a vyrazné¢ se mezidruhové lisi “3)
Napf. u pst byla sttedni smrtelna davka LD50 (tzn. letalni davka, po niz uhyne pravé
50 % testovanych zivocicht) stanovena na 400 - 500 mg LA/kg télesné vahy, zatimco
potkani byli mnohem odolnéjsi vuci vyssim davkam LA a LD50 dosahovalo hodnot
vice nez 2000 mg LA/kg télesné vahy “5),

Vysledky klinickych studii ALADIN (I, Il a I1I), SYDNEY (I a 1l) a OPRIL,
které zkoumaly nepfiznivé t€inky podavani LA zdravym dobrovolnikiim, dokazuji, ze
suplementaci LA az do 2400 mg/den nevyvolala Zadné vedlej$i ucinky ve srovnani
s placebo skupinou. LA byla také aplikovana intraven6zné v davkach 600 mg/den po
dobu t¥{ tydnii s Zadnymi dikazy o zdvaznych vedlejsich ugincich “® 7,

Shay a kol. aplikovali denn¢ potkantim intraperitonealné 100 mg/kg té€lesné vahy
racemické smési LA. Studie trvala 2 tydny a takto vysoké davky vyvolaly zvySenou
peroxidaci plasmatickych lipidi a oxidacni poSkozeni plasmatickych i1 tkanovych
bilkovin. U &lovéka by tato davka odpovidala hodnoté 5 — 10 g/den “®).

Vigil a kol. “9) testovali ucinky vysokych davek LA ve skupin¢ 6 opic rodu
Makak rhesus. Po intraven6znim podani 90-100 mg/kg télesné vahy doslo k umrti 50 %
jedinci ve sledované skuping. Pitva prokazala rozsahlé nekrozy svalli a orgéand,
pfedevsim jater.

In vitro studie imortalizovanych lidskych bunék proximalniho tubulu ledvin
(HK-2 buné&tna linie slouzi jako model ke zkoumani fyziologickych a
patofyziologickych mechanismt ledvin) prokazala, ze pii koncentraci 250 umol/l LA
(inkubace po dobu 48 hodin) doslo ke snizeni bunétné proliferace. Dvojnasobna
koncentrace postacila k usmrceni HK-2 bun€k jiz po 24hodinové inkubaci. Z téchto

vysledki vyplyva, ze by vysoké koncentrace LA mohly plisobit nefrotoxicky (50)
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Vzhledem k tomu, Zze LA ma i prooxida¢ni vlastnosti a je schopna vyvolavat
apoptézu bunék, vcetné erytrocytd, je nutné zvazit vysi davky LA individualné

vzhledem K ostatnim faktortim daného onemocnéni “?.

2.4.4 Funkce kyseliny lipoové

Radou studii bylo prokazano, e LA ma mnoho funkci. Mezi vyznamné funkce LA patii
predev§im jeji silné antioxidacni Ucinky, chelata¢ni vlastnosti, ¢i napt. schopnost
zprostiedkovat bun&énou signalizaci “®. Funkce LA jsou souhrnnd znazornény na

obrazku 9.
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Obrazek 9 Souhrnné funkce LA “®

eNOS, endotelova syntasa oxidu dusnatého; NFkappaB, nuklearni faktor kappa B; PI3-kinasa,
fosfatidylinositol-3-kinasa;

2.4.4.1 Kyselina lipoova jako vyznamny antioxidant

Chemicka reaktivita LA je dana pfedevs§im ptitomnosti dithiolového kruhu. Oxidovana
a redukovana forma LA vytvafi silny redoxni par, jehoZ standardni redoxni potencial
je -0,32 V. Diky této vlastnosti je LA jednou z nejsilngjSich pfirozené se vyskytujicich
antioxidantl. Na rozdil od ostatnich antioxidantli je vyjimecna tim, Ze vykazuje
hydrofobni i hydrofilni vlastnosti a zachovava si své antioxidac¢ni vlastnosti v obou

svych stavech, jak v oxidovaném, tak redukovaném. Bylo prokézano, Ze obé formy mayji

36



schopnost ,,zhaset* rizné volné radikaly, jako napi. hydroxylovy ¢i peroxylovy radikal.
LA navic zhasi singletovy kyslik, zatimco DHLA mé schopnost G¢inn¢ zhaSet napf.
radikal oxidu dusnatého. Ani jedna z forem vsak neni aktivni v boji proti peroxylovym

(51) (52) (53) (54)

radikalim . Navic, DHLA dokaze regenerovat i ostatni endogenni

antioxidanty (napf. vitamin C a E) (36)(9),

2.4.4.2 Kyselina lipoova jako induktor endogennich antioxidantu

Nékolik studii poukazuje na schopnost LA nepfimo plsobit na udrzeni stalého
antioxida¢niho stavu uvnitf bunék. Toho se docili bud’ zvySenim piijmu, ¢i syntézy
nizkomolekulérnich endogennich antioxidanti nebo zvySenim enzymi, nezbytnych pro
jejich syntézu. Nekteré studie ukazuji, ze LA zvySuje hladiny intraceluldrniho
askorbatu. U suplementovanych potkant doslo ke zvyseni hladiny askorbatu v jatrech,
ktera by jinak klesala s vékem. S vékem dochazi totiz k Gibytku transportérii pro vitamin
C. LA mize zvysit piijem askorbatu z krve. Tyto studie byly doplnény o zjisténi, ze
redukce dehydroaskorbatu na askorbat v mitochondriich jater potkand byl posilen
Vv pfitomnosti LA (56) (57) (58) (39)

LA vyrazné¢ zvySuje hladiny intracelularniho glutathionu (GSH) v T-
lymfocytech, erytrocytech a glialnich bunikach lidi. Autofi této studie dosli k zavéru, ze
DHLA redukuje cystin na cystein, ktery je limitujicim substratem pro Syntézu GSH.
Navic mtize LA také zvysovat hladinu cysteinu v burikach, a to zvySenim piijmu cystinu
z krevni plasmy a nasledné jej redukovat. LA muze tedy zabranit poklesu hladin GSH
Vv myokardu, ktery je spjat s rostoucim vékem a zvySenim dostupnosti cysteinu (60) (6D),
Navic ma LA schopnost regenerovat endogenni antioxidanty. Tato regenerace je nutna,
nebot’ pfi antioxida¢nim procesu dochazi k oxidaci samotného antioxidantu, ktery uz

poté neni schopen odstranovat dal$i volné radikaly. Je tedy nutna jeho redukce, coz

zabezpecuje pravé DHLA ® ©2 Regeneraci vitamind a GSH shrnuje obrazek 10.
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Vitamin E Dihydrolipoova kyselina

. Radikal vitaminu C

ROO NAD+
Vitamin C
Glutathion

ROOH dlﬁulﬁd

NADH + H+
Glutathion
Radikal vitaminu E o-lipoova kyselina

Obrazek 10 Regenerace vitaminii a glutathionu kyselinou lipoovou ©.
2.4.5 Terapeutické ucinky kyseliny lipoové

Kyselinu lipoovou lze pfijimat jednak z potravy, kde se nachézi pouze v nizkych
koncentracich, a jednak z komer¢né dodavanych preparati obsahujicich racemickou
smés R a S enantiomeru, v mnozstvi 50-600 mg. Typickymi potravinovymi zdroji jsou
maso, vnitinosti, Spenat, brokolice atd. (63) (64) (65)

Rada klinickych studii dokazuje blahodarny vliv suplementace LA na lidsky
organismus. LA muze podporovat terapii fady onemocnéni, jako je napi. diabetes,
aterosklerdza, katarakta, onemocnéni jater, neurodegenerativni nemoci, mitochondrialni
choroby, & AIDS ©®. Dale je ucinnym chelatorem fady iontd kovi, a proto se hojné
vyuziva v 1é€bé otravy téZkymi kovy (67 68) 9 Navic nedavné studie poukdzaly na

schopnost LA indukovat apoptozu u fady rakovinnych bunécnych linii (70)

2.4.5.1 Vliv kyseliny lipoové na diabetes mellitus

Diabetes mellitus je chronické onemocnéné, které je doprovazeno velkym mnozstvim
komplikaci. Diky Sirokému spektru antioxida¢nich G¢inkli, mize mit LA preventivni i
terapeuticky ucinek u fady komplikaci diabetu nebo miize pfimo plisobit na hladinu
glukosy v krvi. LA je schopna aktivovat dvé molekuly signalni drahy, ktera je nezbytna
k pfenosu signalu pro vstup glukosy do bunék. Jedna se o insulin-receptor substratovou
molekulu (IRS-1, z angl. insulin receptor substrate) a fosfatidylinositol-3-kinasu (PI-3-
K). PI-3-K dale aktivuje proteinkinasu B. Vysledkem je zvySeni poctu glukosovych
transportéric GLUT-4. Témito mechanismy LA pfispiva k vstupu glukosy do bun¢k a

reguluje tim tak jeji hladinu v krvi © 1),
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Yi a kol. ™ ve své studii zjistili, ¢ LA u mysi vyrazné snizuje hladinu
cholesterolu, zeslabuje albuminurii a glomerularni mesangialni expanzi. Tyto udaje
naznacuji, ze suplementace LA ucinn¢ tlumi rozvoj a progresi diabetické nefropatie
diky jejim antioxida¢nim vlastnostem.

Vysledky studii rovnéz potvrdily, Ze LA pisobi na zlepSeni klinickych piiznakt
diabetické neuropatie, navic zlepsuje rychlost vedeni vzruchu v motorickych nervech a
chrani periferni nervstvo pfed ischemicko-reperfiznim onemocnénim (46) (47) (69) (73)

Byl proveden vyzkum, pfi némz bylo rozd€leno 40 potkant do ¢tyi skupin. Dvé
skupiny slouzily jako kontrola. V dalSich dvou skupinach byli potkani, u nichZz byl
vyvolan diabetes intraperitonealni injekci alloxanu (100 mg/kg). Ctvrté skuping byla
navic denné¢ podavana LA (60 mg/kg), a to po dobu ¢ty mésicti. Behem dvou az étyr
mésicl se métila glykémie, hladina GSH a vitaminu C. Nésledné byla zvitata usmrcena
a podrobena mikroskopickému vySetfeni sitnice. U nelécenych diabetickych potkanti
doslo k vyraznému zhorSeni biochemickych parametrii, navic se u nich vyskytly i
zietelné histopatologické zmény. U skupiny diabetickych potkant, jimz byla podavana
LA, byly hodnoty biochemickych parametric vyrazné lepsi a dale nebyly prokazany

o q . , S , , . 74
74dné vyrazné odchylky na sitnici ve srovnani s kontrolni skupmou( ),

2.4.5.2 Ateroskleroza a kyselina lipoova

Ying a kol. ™ zkoumali mechanismus ochranného pisobeni LA na zvifecich modelech
s ateroskler6zou. Kli¢ovym zjiSténim této studie bylo, Ze u zvitat, kterym byla podavana
LA, doslo kredukci télesné hmotnosti o 15 + 5 % beze zmény v lipidovych
parametrech. Magneticka rezonance ukazala, Ze u zvifat suplementovanych LA se snizil
vyskyt aterosklerotickych plath v bfisni aorté a morfologickd analyza odhalila sniZeni
obsahu lipidl a zanétlivych bunck. Soucasné s jejim ufinkem na aterosklerézu, LA
pozitivné zlepSuje cévni reaktivitu (napt. zvySena relaxace na acetylcholin a insulin),
inhibuje aktivaci NF-«kB, snizuje oxidac¢ni stres a expresi klicovych adhezivnich
molekul v cévnim systému.

Zulkhairi a kol. ® zkoumali ochranny vliv LA u zvifat s indukovanou
hypercholesterolémii. Vysledky ukézaly, ze ve skupin€, suplementované LA, doslo k
vyznamnému sniZeni indexu lipoperoxidace, coZz se projevilo nizkou hladinou
malondialdehydu (MDA), dale snizeni hladiny celkového a LDL cholesterolu ve
srovnani se skupinou bez suplementace LA. Navic histomorfologickd analyza léze

v aort¢ poukdzala na sniZzeni tvorby aterosklerotického platu ve skupiné zvitat

39



suplementovanych LA. To poukazuje na to, ze krom¢ antioxida¢nich vlastnosti, ma LA
také hypolipidemické tcinky.

Pro zjisténi u¢ink LA na ateroskleroticky plat byla pouzita metoda zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie (MSI, z angl. mass spectrometry imaging) 7® ", Po Sesti
tydnech krmeni kralika stravou s vysokym obsahem lipidii byla zaznamenana vyrazné
vyssi velikost aterosklerotického platu v tepenné sténé. Po dvanacti tydnech
suplementace LA doslo k signifikantnimu snizeni velikosti aterosklerotického platu
V porovnani s kontrolni skupinou. V kontrolni skupiné ateroskleroticky plat nadale rostl.
Tento fakt vedl k zavéru, ze LA je vhodnym Ié¢ivem v boji proti ateroskleroze i v jeji
prevenci. Imunohistochemickd analyza prokéazala snizeni bun&k CD 68" a snizeni
mnozstvi lipidi v misté aterosklerotického platu. LA také snizuje vasokonstrikéni
reakce na angiotensin II. Dale byly prokazany protizanétlivé ucinky LA.
V aterosklerotickém platu bfiSni aorty u suplementované skupiny krélikii doslo ke
snizeni exprese vaskularnich a intracelularnich adhezivnich molekul VCAM-1 (z angl.
vascular cell adhesion molecule), ICAM-1 (z angl. intracellular adhesion molecule) a L-
selektinu (CD 62L). Také bylo zjisténo, ze LA snizuje infiltraci T-lymfocytéi (CD 3%)

v aterosklerotickém platu, které se piimo ucastni zanétlivého procesu v cévni sténé.

2.4.5.3 Vliv kyseliny lipoové na stabilitu aterosklerotického platu

Podle Svétové zdravotnické organizace je kardiovaskularni onemocnéni nejcastéjsi
pfi¢inou Umrti v tzv. zapadni civilizaci. Z tohoto ditvodu je neustale nutné hledat nové
biomarkery, které by spolehlivé odrazely pribéh nemoci nebo dokonce umoziovaly jeji
véasny zachyt. V pifipadé AP se takovymi biomarkery zdaji byt matrixoveé
metaloproteinasy (MMP). Jedna se o proteolytické enzymy, patfici do rodiny zinek-
dependentnich endopeptidas, které reguluji integritu a sloZzeni extracelularni matrix
(ECM).

V souvislosti s kardiovaskularnim onemocnénim se nejc¢astéji hovoii o MMP-2
a MMP-9, také nazyvané jako gelatinasy. Tyto gelatinasy jsou hojné zastoupeny v
riznych zhoubnych nédorech, hraji také aktivni ulohu pii angiogenezi a mohou také
ovlivnit proces formace a destabilizace aterosklerotickych 1ézi. Ateroskleroticky plat je
charakterizovan intenzivni infiltraci zanétlivych bunék, tvofenych pfevazné¢ monocyty a
makrofagy. Makrofagy jsou schopny degradovat ECM fagocytézou nebo vylucovat
MMP, které¢ oslabuji vldknitou Cepicku aterosklerotického platu a ptispivaji tak k jeho

prasknuti. Dfivejsi studie ukazaly, ze MMP-9 se nachazi v ateromu v bfiSnim
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aneuryzmatu aorty a zvySené hladiny jsou spojeny s cévni mozkovou piihodou nebo
kardiovaskularni smrti. Aktivované makrofagy, a to zejména v aterosklerotickych
1ézich, jsou hlavnim zdrojem ROS. Bylo prokdzano, ze antioxidacni sit’ ma schopnost
blokovat ROS-indukovanou MMP aktivaci a inhibuje jejich proteolytickou ¢innost.
Bogani a kol. ™ se ve své studii zabyvali otdzkou, zda antioxidanty, jako je
GSH, N-acetylcystein a LA, ovliviiuji tvorbu a vylucovani gelatinasy. Vysledky
ukazuji, ze thiolové slouceniny ovliviiuji expresi a aktivitu MMP rliznymi zplsoby.
Aktivita MMP-2 je pifimo inhibovana N-acetylcysteinem a GSH, zatimco LA je v této
¢innosti neuc¢inna. Naopak exprese MMP-9 je LA inhibovana na pre-transkripcni trovni
a jeji aktivita je stimulovana GSH prostiednictvim piimé interakce s gelatinasou.
Vysledkem této studie bylo tedy zjisténi, ze 1écba antioxidanty snizuje aktivitu MMP

indukovanou pravé ROS a Ze by mohla mit vliv na tvorbu a vylu€ovani gelatinasy.

2.4.5.4 TIschemicka choroba srdeéni a kyselina lipoova

Wang a kol. ™ provedli studii, ve které se zabyvali otazkou, zdali podavani LA u
pacientli s ischemii myokardu vede k lepsi regeneraci postizené tkané. U zvifecich
modeli (krysy) byla navozena ischemie myokardu podvazanim levé korondrni tepny.
Po dvou hodinach ischémie byl prutok do tepny obnoven. Reperfaze trvala 0, 1, 2,4 a8
hodin. Tticet minut pted reperfuzi byl poloving potkaniim nitrozilné podan fyziologicky
roztok (kontrolni skupina). Druh¢ skupiné bylo poddno kromé fyziologického roztoku
také 0,1 g LA/kg hmotnosti. Podavani fyziologického roztoku a LA pokracovalo u
druhé skupiny paraleln¢ s ¢asem 0, 1, 2, 4 a 8 hodin. Po zvoleném €asovém intervalu
byla krysi srdce vyoperovana a srde¢ni tkan byla podrobena analyze. Studie se zaméfila
na ukazatele postizeni tkan€ a oxida¢niho stresu, které vznikaji pfi ischemii myokardu.
Kontrolni skupina méla vyrazné zvySenou aktivitu kreatinkinasy, ktera korelovala
s ¢asem. U krys, kterym byla aplikovana LA, byla zaznamenana snizena aktivita
kreatinkinasy jak v séru, tak také srde¢nim svalu. Byl pozorovan i pokles hladiny MDA
(ukazatel peroxidace lipidi) u krys, kterym byla podavana LA. Aktivity
superoxiddismutasy i katalasy v zavislosti na Case také klesaly, naopak hladina GSH

stoupala, coZ poukazuje na prospésné antioxidacni ptisobeni LA.

2.45.5 Potencidlni vyuziti kyseliny lipoové pro nové druhy stenti
Diky tad¢ prospéSnych vlastnosti LA se uvazuje o jejim vyuziti v piipad¢ lékovych

stentli. Stent potazeny LA, kterd by se postupné uvoliiovala, by mél mit pfiznivé
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antioxida¢ni a protizanétlivé u€inky na okolni tkan, coz by mohlo omezit restendzu ¢i
vznik pozdni trombézy. Lim a kol. 80) ge zabyvali ve své studii tim, zda stenty potazené
LA mohou omezit vznik restendézy a pozdni trombdzy. Jako vhodny pokusny model
bylo zvoleno prase. K potazeni stentu LA bylo vyuzito kovalentni vazby mezi
karboxylovou skupinou LA a aminovou skupinou v polymeru (diaminocyklohexan)
stentu. Kontrolni skupiné prasat byly do dvou koronarnich tepen implantovany dva holé
kovové stenty, zatimco druhé skupin€ byly do stejnych tepen implantovany lékové
stenty potazené LA. Navic byla tato skupina po celou dobu experimentu krmena stravou
obohacenou LA (100 mg/kg). Po 28 dnech byla provedena imunohistopatologicka
analyza stentované tkané. Studie se zaméfila na aktivaci nukledrniho transkripéniho
faktoru NF-kB, faktoru stimulujici kolonie granulocyti (G-CSF, z angl. granulocyte-
colony stimulating factor) a dale byly provedeny histologické fezy, které byly obarveny
a pozorovany pod mikroskopem. Vysledky studie 1ze shrnout takto. Proliferace bunck
hladké svaloviny cév byla inhibovana a exprese NF-«B byla v pfitomnosti LA sniZena.
Histopatologickou analyzou bylo zjisténo, ze u prasat 1é¢enych LA byla redukovéana
stendza, jak je patrné na obrdzku 11. Zavérem této prace je fakt, Ze strava obsahujici
LA, ¢i LA-potazené stenty inhibuji u prasat hyperplasii neointimy s modelem restenozy
V misté stentu prostfednictvim inhibice NF-«B a proliferace bun¢k hladké svaloviny

cév.

Kontrolni skupina, holy stent Skupina se stentem potazenym LA,
krmena stravou obohacenou LA

Obrazek 11 Histologické fezy koronarni tepny obarvené methylmetakrylatem,
pozorovany mikroskopem pfi zvétSeni 200x. Obr. A — kontrolni skupina, obr. B — skupina se stentem
potazenym LA, upraveno podle ¢ ®:
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Lim a kol. ®?

ve své studii zkoumali antiproliferativni a antioxidacni vliv stentd,
potazenymi sirolimem a LA. K potazeni stentu u¢innou latkou byl pouzit biologicky
odbouratelny polymer kyseliny mlééné (PLA, zangl. poly-L-lactic acid), ktery je
snadno degradovan jednoduchou hydrolyzou a miize byt odstranén z téla pfirozenou
metabolickou cestou. Jako vhodny zvifeci model byla opét zvolena prasata, ktera byla
rozdélena do 4 skupin. Kontrolni skupiné prasat byly do dvou koronarnich tepen
implantovany dva holé kovové stenty, druhé a tieti skupiné byly do stejnych tepen
implantovany 1ékové stenty potazené LA nebo sirolimem, zatimco Ctvrté skupiné byly
implantovany l1ékové stenty potazené kombinaci obou tc¢innych latek. Sirolimus a LA se
postupné¢ uvoliiovaly 30 dni. Po 28 dnech byla provedena histopatologicka analyza
stentované tkané. Bylo zjisténo, ze u prasat 1é¢enych stentem potazenym kombinaci LA
a sirolimem, doslo k nejvyraznéjsi redukei stendzy. Vysledky této studie poukazuji na
moznost vyuziti kombinace sirolimu a LA ve spojeni s biologicky vstfebatelnymi
koronarnimi stenty, které by mohly uc¢innéji inhibovat hyperplasii neointimy a zaroven
snizit dlouhodobé vedlejsi ucinky spojené s trvalymi stenty.

V dalsi studii stejny kolektiv autor zkoumal optimalni zpisob potazeni
dvouvrstvého polymerniho korondrniho stentu ucinnymi latkami sirolimem a LA.
Testovana prasata byla nahodné rozdelena do tii skupin, v kazdé skupiné bylo
stentovano vzdy 10 korondrnich tepen. Ve skupiné IAOS byla vnitini vrstva stentu
potazena LA a vné&jsi sirolimem, ve skupin€ ISOA naopak a posledni skupina, oznacena
BES, byla stentovana komer¢né dostupnym stentem s biolimem. Histopatologicka
analyza byla provedena po 28 dnech a nebyly zjistény vyznamné rozdily
Vv protizanétlivych Gcincich mezi jednotlivymi skupinami. Mikrotomografii se prokéazaly
vyznamné rozdily v procentudlni mife stendzy, konkrétné 23.8+3.51% skupina [AOS;
28.9+4.65% skupina ISOA a 36.4+8.07% skupina BES, p<0.05). Navic potazené stenty
ve skupin€ TAOS byly u¢innéjsi v prevenci hyperplazie neointimy ve srovnani se stenty
v ISOA skupiné (83).

Hlavnim tskalim Iékovych stentd je naddle pozdni tromboéza, kterd miZze
souviset S vyuzivanim ruznych typi polymert k navazani ucinné latky k holému

kovovému stentu. Lim a kol. &%

se zabyvali ve své studii novou technologii 1ékovych
stentli bez pouziti polymerové matrice. K navazani a¢innych latek pouzili vrstvu TiOy,
kterd byla nanesena na holy stent pomoci chemické deposice z plynné faze (PECVD,
z angl. plasma-enhanced chemical vapor deposition). Navazana vrstva TiO, byla

chemicky modifikovana a vzniklé hydroxylové skupiny tvofily esterové vazby
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s karboxylovou skupinou 1€kt. V této studii sledovali efekt TiO,-stentu potazeny
abciximabem nebo LA. Prasata byla rozdélena do 4 skupin. Kontrolni skupiné byly do
dvou koronarnich tepen zavedeny dva holé TiO; stenty, zatimco druhé a tieti skupiné
byly zavedeny dva TiO,-abciximab stenty a TiO,-LA stenty. Ctvrté skuping byly
implantovany dva komer¢né dostupné stenty s biologicky odbouratelnym polymerem
potazenym biolimem. In vitro testem bylo zjisténo, ze abciximab se postupné uvolnoval
4 tydny, ale LA se wuvolnila jiz béhem Sesti dnd. Histopatologickou a
imunohistochemickou analyzou, spolu s mikrotomografii se prokazalo, ze pouziti TiO,-
stentu v kombinaci s abciximabem nebo LA vyrazné sniZilo hyperplasii neointimy ve
srovnani s holym TiO,-stentem. Navic pouziti TiOz-abciximab a TiO,-LA stentt mélo
vyrazné vyssi protizanétlivé ucinky na okolni tkan oproti komeréné dostupnym stentiim

s biolimem.

2.4.5.6 Vliv kyseliny lipoové na indukci apoptézy bunék

Apoptodza je cilend programovand bunécna smrt, kterd vychéazi z genetického programu
buiikky nebo je vyvolana vnéjSim podnétem. Organismus se tak zbavuje bunék
opotiebovanych ¢i z né¢jakych divodi nefunkénich (bunky infikované viry, nadorové
buriky atd.). Jedna se o proces, ktery zahrnuje sled biochemickych reakci, vedouci
k morfologickym zménam bunky. Centralni ulohu hraje aktivace kaspas v cytosolu a
vysledkem je degradace cytoskeletu, fragmentace jadra, zména tvaru cytoplasmatické
membrany a smr§téni buniky. Takto pozménénd builka je vychytana a degradovana
buitkami imunitniho systému. Béhem tohoto procesu nedochdzi k aktivaci zanétlivé
reakci organismu a tim se 1i8i od nekrézy (89)

Kyselina lipoova ma schopnost indukovat bunénou apoptdézu u mnoha typu
bun¢k, a proto se nckolik studii zabyvalo testovanim jejich uc¢inki na rakovinné
bunécéné linie. Pfesné mechanismy ucinktt LA na apoptozu sice nejsou prozatim zcela
objasnéné, ale bylo prokazano, ze dlouhodoba expozice vysoké koncentrace LA (do 10
mmol/l) je schopna indukovat apoptézu u bun&nych linii jater a hltanu . Nizsi
koncentrace (100 — 250 umol/l) a mnohem kratsi Cas expozice LA stacila k indukci
apoptozy v pripad¢ rakovinnych bunék tlustého stfeva, plicnich epitalialnich bun¢k a
bun¢k rakoviny prsu, kde navic pfispivala v potlaceni tvorby a invaze metastaz. Bylo
prokazano, ze LA také zvySuje citlivost bunék 1 na jiné mechanismy zplsobujici

apoptozu bunék. Predpoklada se, Ze by LA byla v kombinaci s jinymi 1é¢ivy vhodna pfi
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1é€bé nékterych druht rakoviny, a to predevSim v téch oblastech, kde je ucinna jiz

Vv nizkych koncentracich (86) &7),

2.4.5.7 Kyselina lipoova a erytrocyty

Po peroralnim uziti se LA vstiebava z gastrointestinalniho traktu do krevniho feciste,
nasledn¢ se prechodn¢ akumuluje ve tkanich, nejvice v srdci, ledvinach a jatrech.
Odbouravani probiha v jatrech a metabolity jsou glomerularni filtraci vylouc¢eny moci
z organismu. V krevnim feciSti mize pusobit na jednotlivé slozky krve, erytrocyty,
lymfocyty a trombocyty. Erytrocytdrni membrany maji transportni systémy pro LA i
DHLA. Erytrocyty piijimaji a redukuji exogenni LA glukosovym metabolismem, za
nezbytné ptitomnosti molekul glukosy a NADPH. Jelikoz jsou erytrocyty bezjaderné
buiiky, neobsahuji tedy mitochondrie, a tudiz se zde nachazi jen velmi malé mnozstvi
dihydrolipoamiddehydrogenasy, je redukce LA  katalyzovana  piedev§im
glutathionreduktasou. Tato =zavislost byla prokazana studii lidskych erytrocytt
s geneticky podminénym deficitem glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, ktery zptisobuje
nedostate¢nou tvorbu NADPH. V tomto modelu erytrocyti nedoslo k redukci LA.
Volny hemoglobin mé& schopnost pomérné v kratké dobé DHLA reoxidovat, navic
DHLA podléha samovolné reoxidaci a pficinu spontanni zpétné oxidace je obtizné blize
objasnit .

Kyselina lipoova, a ptedevsim jeji redukovana forma, brani oxida¢nimu stresu
vedoucimu Kk poskozeni bunéénych membran erytrocytt a chrani je pifed hemolyzou,
kterd miize byt indukovana peroxylovymi radikaly ®* ©®. Z tschto divoda byly pouzity
lidské erytrocyty jako testovaci model terapeutického ucinku LA v oblasti
mikrovaskularni komplikace diabetu, diabetické neuropatie. Pti této komplikaci dochazi
Kk postizeni periferni nervové tkan¢, ktera postupné vede K porucham citlivosti a
vyznamné bolestivosti dolnich koncetin. Tento stav se nazyva ,,diabetickd noha* a velmi
Gasto, pri nedostatené kompenzaci komplikaci, dochazi k amputaci .

Dulezitym faktorem pro rozvoj diabetické neuropatie je snizend aktivita sodiko-
draslikové pumpy (Na'/K* ATPasa), kterd je nezbytna pro normalni fyziologii svalt a
nervl. Selvaraj a kol. ve své studii pouzili model lidskych erytrocyti, u kterych
simulovali stav odpovidajici diabetu. Vysledek studie ukazal, ze ptisobeni LA vyrazné
zvysilo aktivitu Na'/K® ATPasy a Ca® ATPasy. Navic doslo ke sniZeni indexu
lipoperoxidace, glykosylace lipidi a neenzymatické glykace hemoglobinu, kde

vyznamnym rizikovym faktorem je pravé lipoperoxidace (89) (90)
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Ameta a kol. stanovili hladiny LA po peroralnim podani (600 mg) u zdravych
dobrovolnikii. Cas, kdy LA doséhla maximalni koncentrace v plasmé, &inil v priméru 1
az 1,5 h a hladina LA se pohybovala vrozmezi 6,2 — 11,2 umol/l. Oproti tomu

koncentrace LA v erytrocytech byla vyrazné nizsi, resp. 0,2 — 0,3 pmol/l ©Y.

2.4.5.8 Kyselina lipoova a indukce eryptozy

Erytrocyty, stejné jako ostatni buiiky v organismu, podléhaji programované buné¢éné
smrti, tzv. eryptoze. Eryptéza je organizovana bunéfnd smrt, kterd je geneticky
naprogramovana nebo miize byt vyvolana napt. ubytkem energie, osmotickym Sokem,
hypertermii ¢i oxida¢nim stresem, ktery zptsobuje poskozeni jeji bunééné membrany.
Podobné jako u apoptoézy jadernych bunck, dochazi béhem eryptéozy k smrStovani
erytrocytll a postupné zméné tvaru bunééné membrany, vysunuti fosfolipidii na bunéény
povrch. Takto pozménéné erytrocyty jsou rozpoznany, vychytany a odstranény bunikami
imunitniho systému z krve. Cely proces je enzymaticky regulovan kinasami a na rozdil
od apoptdzy nepotiebuje eryptoza k svému prabehu aktivaci cytosolovych kaspas.

Hlavnim spoustéem eryptozy je zvysend aktivita Ca®* iontd v cytosolu, které
vstupuji z extracelularniho prostoru do bunky pfes propustné kationtové kandly. Zde
aktivuji enzymatickou degradaci proteini v cytoskeletu, zplsobuji nadmérné
vyludovani intracelularnich K* a CI iontfi, coz vede celkové ke ztraté vody, zméné
tvaru membrany a smr§tovani bunky. Cely proces je zesilen membranovym lipidem
ceramidem, ktery zvySuje citlivost bunééné membrany erytrocytli na pusobeni
vapenatych ionti. Eryptéza mtze byt naopak inhibovana radikalem oxidu dusnatého,
katecholaminy, & do uré&ité miry i erytropoetinem 2.

Kyselina lipoovd mé schopnost indukovat bunécnou smrt u fady typt bunék,
véetné erytrocytil. Jeji oxidovana forma mize zvySovat tvorbu ceramidu, a tim dochazi
ke stimulaci zvySeni koncentrace Ca®" iontd v cytosolu, ma schopnost snizovat hladinu
ATP v buiice. Koncentrace LA, pfi které byly pozorovany jiz zminéné uc¢inky, byla 20
umol/l a vice. Za fyziologickych podminek je vSak stimula¢ni ucinek LA na eryptézu
zanedbatelny a u zdravych jedinci se miize projevit pouze dlouhodobym podavanim
vysokych davek LA. Pokud v organismu probiha zvySena aktivita eryptozy, je tento jev
Casto kompenzovan erytropoézou. AvSak u pacientli s hematologickym onemocnénim,
pfi kterém dochazi k vyraznému sniZeni hladiny erytrocytl, by se podavani LA mélo

zvazit ),
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2.4.6 Hladina kyseliny lipoové v lidské plasmé

Nazory na to, jaké jsou endogenni hladiny LA, se rtuzni. Teichert a kol. ®4 v roce 1992
ve své studii uvedli, ze referencni interval LA a DHLA se pohybuje u zdravych
nesuplementovanych jedinci v rozmezi 4,8-121 nmol/l, resp. 158-691 nmol/l.
Vysledky studie zroku 2002 stejného autorského kolektivu ukazuji, ze endogenni
koncentrace LA se pohybuji okolo 4,85 nmol/l a zaroven piipoustéji, ze hladiny mohou
prumérné koncentrace 169,7 nmol/l pro LA a 830,5 nmol/l pro DHLA. Montera a kol.
vyvinuli metodu HPLC/MS/MS pro simultanni stanoveni LA a a-, y- a 6-tokoferolu. Ve
své studii tvrdi, ze endogenni hladiny LA u nesuplementovanych pacienti jsou
prakticky nedetekovatelné ©”. Jiné zminky o endogennich koncentracich LA nebyly
publikovany, stanoveni endogenni koncentrace LA je totiZ obtizné.

U pacientd, kterym je LA podavana, jsou hladiny LA asi 1000x vyssi “4),
Rochette a kol. uvadéji optimalni terapeutickou davku LA 200 - 1800 mg denné,
pfi¢emz koncentrace v plasmé po suplementaci je dle jejich studie v rozmezi 15-20
pmol/1 8

Teichert a kol. podéavali skupiné 9 zdravych dobrovolniki 600 mg LA po dobu 1
mésice. Koncentraci LA v plasmé po suplementaci métili metodou HPLC/ED a zjistili,
ze prvni den po peroralnim podani dosahla LA své maximalni koncentrace za 30 min,
Ctvrty den podavani jiz za pouhych 20 minut. Primérné hladiny LA v plasmé byly 36,19
+ 10.35 pmol/l, resp. 31,45 + 8,20 umol/l ©9),

Carlson a kol. podavali peroralné¢ 600 mg R-LA 12 zdravym dobrovolnikiim.
Maximalni koncentrace LA vplasm¢é byla dosazena za 14 minut po podani.
Koncentrace méfili metodou HPLC/ED a pramérna hladina ¢inila 77,56 + 30,63 umol/l.
Na zéklad¢ svych poznatkli dosli k zavéru, Ze vzhledem k terapeutickym ucelim je
vhodngj$i podavat racemickou smés R- a S-LA. Dale tvrdi, Ze k vyznamnéjSim
terapeutickym vysledkiim dochazi pii koncentraci LA v plasmé 50-100 pmol/l. Horni
hranice LA v plasmé byla autory stanovena na 250 pmol/1 %%,

Chen a kol. podali 10 zdravym dobrovolnikim jednorazové 600 mg LA.
Koncentrace LA doséhla svého maxima za 65 minut a byla v priiméru 16 £+ 4,2 pmol/l
1% Moini a kol. shrnuli vysledky nékolika studii. Po jednordzovém podani 200 mg a
600 mg LA byla namétena hodnota 3,1 £ 1,5 umol/l a 13,7 £ 8,2 umol/l. Maximum své

koncentrace dosahovala v priméru za pul hodiny. Po intravendzni aplikaci 200 mg LA
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byla naméfend hodnota vyrazné vyssi, konkrétné 40,3 £11,3 pumol/l. Diabetickym
pacientiim se aplikovalo 600 mg LA intraven6zné¢ a hladiny se pohybovaly v priméru
mezi 100 — 200 pmol/1 ©.

Chvatko a kol. méfili hladiny LA v plasmé po peroralnim podani 600 a 1200
mg LA zdravym dobrovolnikim metodou HPLC/UV, koncentrace se pohybovala
V rozmezi 0,67 + 0,40 umol/l a 1,57 + 0,34 pmol/1 1%,

2.4.7 Moznosti stanoveni kyseliny lipoové

Stanoveni LA v biologickém materialu, potravinach a dopliicich stravy je dilezité pro
studie zkoumajici biochemické rekce LA, nutriéni a farmakodynamické studie nebo
také pro diagnézu ¢i sledovani uspesnosti terapie fady onemocnéni. Specialné pro
klinickou praxi je nutné posoudit také farmakokinetiku LA. Z téchto divodi bylo
vyvinuto nékolik adekvatnich metod vhodnych pro stanoveni LA. V minulosti se
pouzivaly metody jako napf. polarografie, enzymova imunoanalyza, mikrobiologické
metody atd. (102) (104) (105) (106) 107) "Tyt5 metody vsak nebyly dostatecnd vyhovujici diky
své nespecifité ¢i nedostatecné citlivosti. Chromatografické metody jsou pro stanoveni
LA mnohem vhodngjsi. K stanoveni LA je mozné pouzit napf. tenkovrstvou
chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC), a piedevS§im pak HPLC
S riznymi typy detektord.

Biologické vzorky obsahuji velké mnoZzstvi interferujicich latek, které by mohly
rusit stanoveni. Proto je nutné vzorek pied vlastni analyzou upravit. Vhodny zpisob
upravy jsou deproteinace a extrakce. Pro pfipravu vzorku Ize pouzit extrakci kapalina-
kapalina nebo extrakci na tuhé fazi (SPE). Pro SPE se vyuzivaji kolonky o objemech
mezi 1-6 ml. Na SPE kolonce se slozky vzorku d¢li nejCastéji na principu
chromatografie s obracenymi fazemi a uplatiiuji se zde riizné retencni mechanismy, jako
napi. van der Waalsovy sily, dipol-dipolové interakce nebo vodikové vazby ¢i iontova
vyména. Kolonky jsou plnény casticemi sorbentu o velikosti 50-100 um. Vyuziva se
zde retence sledovaného analytu, ktery je po promyti vzorku z kolonky desorbovan.
Jako sorbent se pouzivd modifikovany silikagel. V SPE se fidime nasledujicim
postupem. Po zvoleni vhodné SPE kolonky je nutnd jeji aktivace (kondicionace) a
nasledné promyti kolonky stejnym rozpoustédlem, v kterém se nachazi sledovany
analyt. Dal§im krokem je nadavkovani vzorku, kdy je analyt zachycen sorbentem.
Kolonka je promyvana vhodnym rozpoustédlem, kterym jsou odstranény nezadouci

necistoty. Nasleduje vymyti analytu vhodnym elu¢nim ¢inidlem (108).
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Jelikoz je v biologickém materialu majoritni ¢ast LA ve vazbé na proteiny, je
nutné ji pfed vlastni analyzou z této vazby uvolnit. K tomu se vyuziva kysela, bazicka a
predevsim Setrnd enzymaticka hydrolyza.

Kataoka a kol. 1% zkouseli bazickou hydrolyzu. Tento postup byl etrn&jsi ve
srovnani s kyselou hydrolyzou, navic se LA méné oxidovala. Vzorek hydrolyzovali
2mol/l hydroxidem draselnym obsahujici 4% hovézi sérovy albumin pii teploté 110 °C
po dobu 3 hodin. Uvolnénou LA extrahovali do dichlormethanu a vytéZznost byla 50—
60 %.

Shih a Steinsberger % hydrolyzovali vzorek 6 mol/l kyselinou sirovou pfi
teploté 125 °C po dobu 6 hodin a LA extrahovali do benzenu. Vytéznost této metody
byla 34 %.

White a kol. ®* a Liaud a kol. 2 hydrolyzovali vzorek 6 mol/l kyselinou
chlorovodikovou pfi teploté 120 °C po dobu 2—6 hodin a uvolnénou LA extrahovali do
dichlormethanu. Vytéznost byla pouze 30 %, navic béhem hydrolyzy dochazelo
k nezadouci oxidaci LA.

Teichert a Preiss ©

publikovali studii, kde zkoumali G¢inky nékolik proteas
pro uvolnéni LA zvazby na bilkovinu. Vytéznost metody pii pouziti termofilni

proteasy, alkalasy a subtilisinu byla 70, 80 a 82 %.

2.4.7.1 Plynova chromatografie

Plynovéd chromatografie ma Siroké uplatnéni v analyze tékavych latek. Je relativné
jednoduchd s vysokou rozliSovaci schopnosti ¢i citlivosti. LA a jeji metabolity nelze
stanovovat pfimo, je nutna derivatizace. Nejcast¢jSimi derivaty LA jsou methylestery,

S,S-dibenzylmethylestery ¢i S,S-diethoxykarbonylmethylestery.

GC s plamenove ionizacnim detektorem

r (110

Shih a Steinsberge separovali a stanovili LA a jeji metabolity z kufecich jater GC

S plamenové ioniza¢nim detektorem (FID). Jako derivatizaéni ¢inidlo pouzili
diazomethan.

| (113)

Natraj a ko pouzivali jako methylacni ¢inidlo smés methanolu a kyseliny

chlorovodikové, Liaud a kol. *?

roztok fluoridu boritého v methanolu. V biologickém
materidlu je stanoveni LA touto metodou obtizné, nebot’ ¢ast LA tvoii smés disulfidd,
které musi byt redukovany na thioly a pak derivatizovany vhodnymi c¢inidly. Jako

redukéni Cinidlo se pouzivé napf. tetrahydridoboritan sodny.
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GC s hmotnostnim detektorem

Pratt a kol. ™ a Jackman a kol. ™ detegovali methylester LA hmotnostnim
detektorem s elektronovou ionizaci (EI-MS) sledovanim fragmentu iontu s m/z 123 a
molekularniho iontu s m/z 220.

White ™ stanovoval LA jako S,S-dibenzylmethylester metodou GC/EI-MS,
monitoroval ionty s m/z 311 a 137, které vznikaji pii Stépeni vazby mezi uhliky C7 a
C8. Dale testoval néktera ¢inidla, jako napt. dinitrofluorbenzen a 2,2-dimethoxypropan
pro derivatizaci DHLA, nicméné, vzniklé derivaty nebyly vhodné pro stanoveni

metodou GC-MC diky své nizké tékavosti, nestabilité a slozité ptiprave.

2.4.7.2 Kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinova chromatografie je v dneSni dobé€ nejvice pouzivanou metodou
pro analyzu LA a piibuznych sloucenin. Je pouzivana v kombinaci sfadou typu
detektord, jako je napf. ultrafialovy (UV), fluorescenéni, chemiluminiscen¢ni, MS a

predevsim elektrochemicky (EC).

Ultrafialovy detektor

UV detekce nenasla pii stanoveni LA velké uplatnéni. Hlavni pfi¢inou je skutecnost, ze
LA neobsahuje silny chromofor, tudiz je nezbytna derivatizace. LA miize byt
detekovana pii vlnové délce 330 nm, ktera odpovida absorpénimu maximu dithiolového
kruhu. Citlivost této detekce je velmi nizka.

Howard a McCormick ®*® 17 geparovali LA a pifbuzné sloudeniny metodou
HPLC/UV v systému obracenych fazi s gradientovou eluci.

Campos a kol. 18
HPLC/UV, HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC/EC) a HPLC s odpafovacim

detektorem rozptylu svétla (HPLC/ELSD, z angl. evaporative light scattering detector).

vyvinuli metodu pro stanoveni LA ve vzorku kize metodou

Srovnanim parametri metod, vyuzivajicich rozdilné typy detektort, dosli k nazoru, ze
metoda HPLC/UV poskytuje sice pomérné¢ dobrou piesnost v celém koncentra¢nim
rozmezi, ale nizkou citlivost z diivodu absence chromoforu. Tato metoda muze byt
pouzita ke sledovani stability LA ve vzorku kize a pouze pii vyssich koncentracich.
Detekéni limit této metody byl 1 pg/ml.

Chwatko a kol. stanovili hladiny LA vlidské plasmé suplementovanych
dobrovolnikti. Nejprve provedli redukci disulfidového kruhu a nasledovala derivatizace

thiolové skupiny 1-benzyl-2-chlorpyridiniumbromidem. Vznikly S-pyridinovy derivat
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analyzovali metodou HPLC/UV. Detekéni limit pro celkovou hladinu LA (,,total LA*)
byl 0,05 pmol/l a 0,2 pmol/l pro proteinové vézanou LA 1%

Fluorescencni detektor

Kyselina lipoova neobsahuje ve své molekule ani fluorofor, tudiz je pted HPLC
analyzou s fluorescencni detekci opét nutna derivatizace. Piikladem derivatizacniho
Cinidla  je  2-bromoacetyl-6-methoxynaftalen, = monobromobiman ¢ 2-(4-
aminofenyl)-6-methylbenzothiazol. Vyhodou fluorescen¢ni detekce (FD) je vysoka
citlivost a linearita ve velkém rozsahu koncentraci. Nevyhodou je slozitd a zdlouhava
piiprava vzorku.

Satoha a kol. “** provedli simultanni stanoveni LA a DHLA. DHLA byla
derivatizovana 4-(aminosulfonyl)-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazolem. LA byla redukovana
tris(2-karboxyethyl)fosfinem na  DHLA, ktera byla  derivatizovana  7-
fluorobenzofurazan-4-sulfatem. Vzniklé derivaty byly separovany V systému
obracenych fazi a detekovany pii vlnové délce 510 nm (excitace pti 380 nm). Limit
detekce byl 0,3 pmol.

Haj-Yehia a kol. ®” vyvinuli metodu HPLC/FD pro simultanni stanoveni LA a
DHLA vplasmé¢ a moci. Derivatizaénim ¢inidlem byl 2-(4-aminofenyl)-6-
methylbenzothiazol. Pred derivatizaci bylo nutné blokovat thiolové skupiny DHLA
ethylchlorformiatem, aby nedoslo k jejich oxidaci. Vzniklé derivaty byly isokraticky
separovany v systému obracenych fazi a detegovany fluorescencnim detektorem (Aexcitace
= 343 nm, Aemise = 423 nm). Metoda byla linearni v Sirokém koncentracnim rozmezi,
detekéni limit byl 0,1 ng/ml pro LA a 0,5 ng/ml pro DHLA.

Niebch a kol. @2V vyvinuli stereoselektivni metodu pro analyzu R a S
enantiomert. Jako derivatizani ¢inidlo pouzili o-ftalaldehyd v ptitomnosti D-
fenylalaninu. Detekéni limit byl 3 ng/ml.

Witt a kol. @22 popsali ve své praci metodu pro stanoveni LA v plasmé a tkanich.
Metoda je zaloZzend na selektivni pfedkolonové derivatizaci thiold s
monobromobimanem. Po extrakci diethyletherem byl dithiolovy kruh otevien po
redukci tetrahydridoboritanem sodnym. Vzniklé derivaty byly detegovany pfi vinové
délce 470 nm (excitace pti 385 nm). Detekéni limit byl 4 ng/ml.
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Hmotnostni detektor

Chen a kol. @ vyvinuli metodu HPLC-ESI-MS pro stanoveni LA v lidské plasmé po
suplementaci. Tuto metodu uspésné pouzili pro farmakokinetické studie LA u
10 zdravych dobrovolnikt. Vnitini standard naproxen a LA byly z plasmy extrahovany
acetonitrilem. Separace byla provedena na kolon¢ Zorbax SB-C18, mobilni fazi byla
smés acetonitrilu a 0,1% kyseliny octové v poméru 65:35 (v/v). Detekéni limit byl 2
ng/ml.

Chang a kol. @

vyvinuli metodu HPLC standemovou hmotnostni
spektrometrii (HPLC/MS/MS) pro stanoveni hladiny peroraln¢ poddvané LA ve
vzorcich krve a mozku krys. Mobilni fazi byla smés acetonitrilu a 0,1% kyseliny octové
0 pH 4,0. Kyselina valproova (vnitini standard) a LA byly extrahovany acetonitrilem.

Vytéznost metody byla v rozmezi 92—-115 %, detekéni limit byl 0,1 ng/ml.

Elektrochemicky detektor

Nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni LA je HPLC/EC. Tento typ detekce
vykazuje vysokou citlivost a selektivitu. Navic nevyzaduje vysoké naroky na piipravu
vzorku ve srovnani s ostatnimi metodami, kde je nutna derivatizace. Nevyhodou této
detekce je uz$i linearni dynamicky rozsah a jista obtiznost spojeni tohoto detektoru
s gradientovou eluci. Je nutné¢ pouzivat vodivé mobilni faze, pracuje se Vv systému
S obracenymi fazemi. LA a DHLA je moZno oxidovat vloZenim vhodného elektrického
potencialu, a proto je tento typ detektoru vhodny pro stanoveni obou forem. Citlivost a
selektivita této metody je urCena volbou typu pfistroje, elektrod a slozenim mobilni
faze.

Pro simultanni stanoveni oxidované a redukované formy LA je moZno pouZit
EC  detektor, pracujici na  principu  coulometrie.  Mnozstvi  analytu
je urCeno z velikosti naboje, vznikajiciho na elektrodach s vloZzenym konstantnim
potencidlem pifi 100 % pribéhu reakce. Pro stanoveni LA je detektor Coulochem
vybaven analytickou a ochrannou celou. Ochranna cela (model 5020, obr. 12) se sklada
z pérovité grafitové elektrody, na kterou se vklada takové napéti, které odstranuje
nezadouci elektroaktivni latky z mobilni faze. Lze ji také vyuzit k oxidaci ¢i redukci
stanovovanych latek. Analytickd cela (model 5010, obr. 13) se skldda z dvou
pracovnich grafitovych elektrod, na které se vkladaji vzajemné odliSna napéti, 1ze tedy
stanovovat rizné latky. Vysledny proud je zaznamenavén jako funkce Casu ve formé

pikt. Pfi stanoveni LA je na ob¢ elektrody vlozeno kladné napéti. Jejich hodnota se voli
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podle hydrodynamického voltamogramu separovanych latek. Voli se takové napéti,
které zajistuje dostate¢nou odezvu detektoru, pfiCemz nedochdzi ke snizeni Zivotnosti
analytické cely. Referen¢ni elektrody jsou hydrogenpaladiové. Tento typ materidlu je
zvolen diky své odolnosti vii¢i vysokym tlaktim, které jsou kladeny na ochrannou celu,

ktera je umisténa za HPLC cerpadlem @
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Obrazek 13 Analyticka cela (model 5010) @,

Teichert a kol. ®Y @29 yyvinuli metodu pro stanoveni LA v lidské plasmé po
suplementaci. Tato metoda zahrnuje hydrolyzu vzorku k uvolnéni LA z proteinti, SPE a
kvantifikaci HPLC/ED. Detekéni limit této metody byl 1 ng/ml. V popsané praci nebyli
schopni soucasné stanovit LA a DHLA, nebot’ nedokazali zabranit rychlé oxidaci
DHLA. Provedli hydrolyzu vzorki plasmy koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
a uvolnénou LA (DHLA) extrahovali smési hexanu a chloroformu. VytéZznost této
metody byla pouze 30 %. Testovali také hydrolyzu enzymem alkalasou, nasledovanou
SPE. V tomto pfipad¢ byla vytéZznost 80 %.

Stejny kolektiv autord v roce 2002 stanovil LA a jejich 5 metaboliti v lidské

plasmé a moci, rovnéZz u suplementovanych pacientﬁso. Tato prace také zahrnuje
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hydrolyzu vzorku k uvolnéni LA z proteini a SPE. Vytéznost metody byla pro plasmu
90 % a moc¢ 82,5 %. Limit kvantifikace uvadéji 4,6 ng/ml v ptipadé plasmy a 103 ng/mi
Vv piipadé moce. Tvrdi, Ze tyto metody jsou vhodné pro stanoveni exogennich hladin LA
a posouzeni jeji farmakokinetiky, avSak nejsou pouzitelné pro meétfeni endogennich
hladin LA.

Kamata a Akiyama " ve své studii uvadgji, ze LA a jeji lipoamid mohou byt
simultanné analyzovany metodou HPLC/ED pii pouziti argentochloridovych elektrod.
Detekéni limit byl 0,05 ng (LA) a 0,1 ng (lipoamid).

Handelman a kol. ®® a Han a kol. ®® pouzili ve svych pracich pro stanoveni
LA a DHLA alternativni elektrochemicky systém, dualni Hg-Au elektrodu. V tomto
systému jedna z elektrod ptisobi jako generator a druha jako detektor urcitych Castic,
pficemz LA je redukovana na DHLA pfi vysokém zaporném potencidlu na generatorové
elektrodé a detegovana jako DHLA na nasledné elektrod¢. Detekeni limit byl 10 ng
(LA) a2 ng (DHLA).

V roce 2010 Khan a kol. ®® ve své praci prezentovali HPLC/ED metodu pro
stanoveni LA v lidské plasmé. Jako vnitini standard pouzili naproxen, LA a vnitini
standard extrahovali jednokrokovou extrakci kapalina-kapalina a SPE. Extrak¢énim
¢inidlem byl v obou piipadech dichlormethan. Vytéznost LA pii extrakci kapalina-
kapalina byla 95-99 % a 97-102 % v ptipadé¢ SPE. Detek¢ni limit této metody byl
0,2 ng/ml. O rok pozdéji stejny tym autort prezentuje HPLC/ED metodu pro simultanni
stanoveni LA a DHLA “?"). Jako vnitini standard pouzili opét naproxen a LA, spolu
s DHLA, extrahovali dichlormethanem v systému kapalina-kapalina. VytéZznost metody
byla 93-97 %. Detekéni limit pro LA byl 0,5 ng/ml a 3 ng/ml pro DHLA.

V roce 2014 Marin a kol. #?® popsali ve své préaci voltametrické stanoveni LA
Vv lidském séru platinovou elektrodou v acetatovém pufru. VSechna elektrochemicka
méteni byla provedena ptistrojem Autolab PGSTAT 302N. Vliv chloridovych iontil na
elektrochemickou oxidaci LA byl zjistovan cyklickou a diferen¢né pulsni voltametrii na
platinové a uhlikové skelné elektrodé. Platinova elektroda vykazovala lepsi
elektrokatalytickou aktivitu pro oxidaci LA. Elektrochemicka oxidace LA na platinové
elektrod¢ je ireverzibilni proces, zavisly na pH a zahrnujici pfenos jednoho elektronu a
protonu. Jelikoz tato elektroda jevila nejlepsi elektrokatalytickou aktivitu pii pH 4,5,
musely byt vzorky lidského séra ziedény acetdtovym pufrem. Vlivem fedéni vzorki a
nizké koncentraci LA v séru byla citlivost detekce nizka a bylo nutné ke vzorkim séra

pridavat standardni pfidavek LA o koncentraci 0,05-0,5 ng/ml. Tato metoda je tedy
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vhodna pouze pro stanoveni LA v lidském séru po suplementaci. Detekéni limit byl

0,02 ng/ml.

2.4.7.3 Kapilarni elektroforéza

Ve srovnani s HPLC je CE schopna dosédhnout lepsi u¢innosti separace, minimalizuje se
spotfeba organickych c¢inidel a zaroven se sniZuje mnozstvi vzorku potfebného
k analyze. Migra¢ni vlastnosti ionizovanych latek zavisi na nékolika faktorech, jako je
napt. pH a koncentrace pufru, teplota kapilary ¢i sila elektrického pole.

Panak a kol. ™ pouzili micelarni elektrokinetickou chromatografii (MEKC)
k separaci LA, lipoamidu a GSH v prostiedi 50mmol/l Tris-HCI pufru a 30mmol/I
dodecylsiranu sodného o0 pH 7. Detekce byla UV (214 nm), s detekénim limitem ve
femtomolech.

Sitton a kol. *® popisuji ve své praci stanoveni LA v dopliicich stravy kapilarni
zonovou elektroforézou (CZE), v prostiedi fosfatového pufru (pH 7) a s pridavkem
methanolu, ktery brani nezaddouci adsorpci LA na vnitini sténu kapilary. Detekéni limit
je 0,8 ng/ml.

V roce 2014 Li a kol. ® pouzili alternativni CE k mé&feni obsahu LA v bun&éné
kultufe. Separace probihala v prostifedi boratového pufru (pH 9,1) a detekéni limit byl
0,1 pg/ml.

Kodoma a kol. 3@ separovali R a S enantiomery z dopliikéi stravy metodou
CE/UV, za pouziti trimethyl-B-cyklodextrinu jako chiralniho selektoru, s detekénim
limitem 34 pg/ml.

Souhrn analytickych metod pro stanoveni LA je znazornén v tabulce 2.

55



Tabulka 2 Souhrn analytickych metod pro stanoveni LA a jejich pfibuznych sloucenin.

Metoda Vzorek Analyt* Derivatizace”  Limit detekce Ref.
GC/FID kuteci jatra LA CH,N;, - (110)
GC/FID krysi jatra, ledviny LA HCI-MeOH - (113)
GC/FID pSeni¢na zrna LA BF;-MeOH 20 ng (112)
GC/MS E.coli LA CH;,N, - (114)
GC/MS jatra, ledviny LA CH;,N, - (115)
(111)
HPLC/UV  standardni roztok LA,LAM - 15 mg (116)
HPLC/UV  plasma LALAM BCPB LA:0,05umol/I,LAM:0,20pumol/l  (102)
HPLC/UV  lidska kdze LA - 1 pug/ml (117)
HPLC/UV  doplnék stravy LA - 4,4 pg/ml (128)
HPLC/FD  plasma LA DHLA ABD-F,SBD-F 0,3 pmol (118)
HPLC/FD  plasma, moé LA DHLA ABT-M 0,1 ng/ml,0,5 ng/ml (119)
HPLC/FD  plasma R,S LA OPA-D-Phe 3 ng/ml (120)
HPLC/FD  plasma LA mBBr 4 ng/ml (121)
HPLC/FD  plasma R,S LA ABD-F 17 pg/ml (133)
HPLC/FD  plasma LA - 9,69 nmol/Il (134)
LC/MS plasma LA - 2 ng/ml (122)
LC/MS/MS  krysi krev LA - 0,1 ng/ml (101)
HPLC/MS  plasma LA - LOQ: 921,5 nmol/l (135)
HPLC/ED  plasma LA - 1 ng/ml (123)
HPLC/ED  plasma, mo¢ LA - p:4,6 ng/ml, m:103ng/ml (95)
HPLC/ED  doplngk stravy LALAM - LA:0,05ng, LAM:0,1ng (37)
HPLC/ED  tkariova kultura LADDHLA - LA:10ng,DHLA:2ng (124)
HPLC/ED  plasma LA - 0,2 ng/ml (127)
HPLC/ED  plasma LA - LOQ: 119 nmol/I (97)
HPLC/ED  plasma LA - - 9
HPLC/ED  plasma LADHLA - LA:0,5ng/ml,DHLA:3ng/ml (126)
DPV/ED sérum LA - 0,02 ng/ml (96)
CE/UV plna krev LALAM - - (129)
CE/UV doplnék stravy LA - 0,8 pg/ml (130)
CE/UV bunééna kultura LA - 0,1 pg/ml (131)
CE/UV doplngk stravy R,SLA - 34 pg/ml (132)

{LAM, lipoamid; R,S LA, R,S enantiomer; YCH,N,, diazomethan; HCI-MeOH, smé&s methanolu a kyseliny
chlorovodikové; BF3-MeOH, roztok fluoridu boritého v methanolu; BCPB benzyl-2-chlorpyridinbromid; ABD-
F, 4-aminosulfonyl-7-fluoro-2,1,3,-benzoxadiazol; SBD-F, 7-flourobenzofurazan-4-sulfat; ABT-M, 2-(4-
aminofenyl)-6-methylbenzothiazol; OPA, o-ftalaldehyd; D-Phe, D-fenylalanin; mBBr, monobromobiman.
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2.5 Aminothioly

Do skupiny aminothiolti fadime nizkomolekularni latky, které obsahuji thiolovou a
aminoskupinu. Jedna se 0 aminokyseliny homocystein (Hcy), cystein (Cys), glutathion a
jejich disulfidy. Vyjimkou v této skupiné je methionin (Met), ktery obsahuje ve své
struktufe namisto —SH skupiny S-CHj; skupinu. Tyto latky se vyznacuji vysokou
biologickou aktivitou. Jsou soucasti antioxidacniho ochranného systému, ucastni se
udrzovani intra- a extracelularni homeostazy organismu, podili se na odstranovani
Skodlivin z organismu a Vv neposledni fadé tvoii prekurzory a meziprodukty fady
metabolickych cest. Aminothioly a jejich metabolické produkty jsou zapojeny do
mnoha biologickych déju vcetné regulace bunécného cyklu, degradaci proteinti a jsou
nezbytné pro bunééné dychdni a ziskévani energie. Z4jem o sledovani této skupiny latek
se Vv poslednich letech neustale zvysuje, nebot’ byla pozorovana souvislost mezi jejich
hladinami afadou onemocnéni, jako je napf. Alzheimerova choroba ¢i rizna

(136) (137) (138)

kardiovaskularni onemocnéni . Strukturni vzorce vybranych aminothiolt

jsou zndzornény v nasledujicich obrazcich.

@)
O
Q S
HS\/\[)J\OH HS/\‘)LOH HsC” OH
NH, NH, NH,
Obrazek 14 Strukturni vzorce Hey, Cys a Met 39,
NH, 0 NH, 0
HO.__~ .S HO_A_-S~
O NH, O NH,
Obrazek 15 Strukturni vzorec homocystinu a cystinu 39,
OHS
H
HOOC\./\)-kN N._COCH
H H
NH; O

Obrazek 16 Strukturni vzorec glutathionu.
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2.5.1 Homocystein

Homocystein (2-amino-4-merkaptomaselna kyselina) je nekodovana aminokyselina
obsahujici siru, ktera je zapojena do metabolismu aminokyselin cysteinu a methioninu.
Vznika demethylaci methioninu a je nezbytnou soucasti a dulezitym regula¢nim bodem
metabolismu siry v organismu. Jednou metabolickou cestou mize byt homocystein
remethylovan na methionin, druhou cestou transsulfurovan na cystein (49 (130) (138)
Homocystein se vyskytuje v buiitkach vSech vys$Sich organismii a byl nalezen také
Vv rostlinnych a Zivoé¢isnych buiikach. Tato neesencialni aminokyselina hraje dulezitou
ulohu Vv zakladnich zivotnich procesech, jako jsou syntéza a recyklace nékterych
klicovych metabolitd, fizeni tvorby energie nebo bunécné dychani (142),

Hladina celkového homocysteinu v plasmé je definovana jako suma jeho
jednotlivych forem. Pfiblizné 70 % celkového homocysteinu tvoii vazany homocystein,
ktery je disulfidickym mustkem vazan na bilkovinu albumin. DalSich 25-30 % tvofti
volny oxidovany homocystein, ktery je disulfidickym mastkem vazan Kk jiné molekule
(nejcastéji smiseny disulfid homocysteinu a cysteinu, Hcy-Cys) a vysoce reaktivni
homocysteinthiolakton. Nepatrné mnozstvi, piiblizné¢ 2 % z celkového homocysteinu
pak tvofi jeho volna redukovana forma. V téle se vyskytuje v niz§ich koncentracich,
intracelularné <1 pmol/l a extracelularné 5 - 15 pmol/l (142) 143) " Jednotlivé formy

homocysteinu v organismu jsou znazornény na obrazku 17.

Redukované Hcy
formy Homocystein
Hcy-Hcy
Homocystin
Volné Celkovy
Oxidované -
.Hcy Cysv - formy homocystein
formy Homocystein ve vazbé na cystein
HcyS-SR
Homocystein ve vazbé na jiné aminothioly
Hcy-Albumin Protein-
Homocystein ve vazbé na proteiny vazane
formy

Obrazek 17 Formy homocysteinu v organismu ®*,

2.5.2 Cystein

Tato aminokyselina se strukturné lisi od homocysteinu pouze tim, Ze ma o jeden uhlik

méne. NaSe télo ji pfijimd v potravé, nebo si ji mlze syntetizovat transsulfuraci
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methioninu ®*¥. Thiolova skupina cysteinu je snadno oxidovatelna. Cystein je schopen
poskytovat dva vodikové protony pro redukéni déje, kdy se soucasné dvé jeho molekuly
spoji do jedné, vznika cystin. V plasmé se cystein vyskytuje v redukované formé,
oxidované formé (cystin) a rovnéz ve formé vazané na proteiny. Referencni hodnoty
cysteinu v plasmé se pohybuji v rozmezi 225-270 pmol/l (144) (145)

Cystein je schopen diky své thiolové skupin¢é autooxidace za soucasné tvorby
ROS. Reaguje s radikalem oxidu dushatého za vzniku nitrosocysteinu a tim vycerpava
jeho zasobu. Tento fakt poukazuje na moznost jeho proaterogenniho u¢inku. Na druhou
stranu je dobie znama skuteCnost, Ze cystein je vyznamnym antioxidantem a silnym
vasodilatatorem ). Cystein spolu s glutamétem a glycinem tvori nejznaméjsi tripeptid
GSH.

2.5.3 Methionin

Methionin patii mezi esencialni aminokyseliny obsahujici siru. Ovliviiuje redoxni
homeostazu metabolismu siry. Slouzi také jako donor methylovych skupin a je vychozi
latkou nékolika metabolickych procesd. Je prekurzorem tady antioxidantt, jako jsou
GSH, taurin ¢i cystein. Fyziologicka hladina methioninu v plasmé se pohybuje

VvV rozmezi 40—46 pmol/l (148) (147),

2.5.3.1 Metabolismus methioninu

Methionin reaguje s ATP za katalyzy enzymem methioninadenosyltransferasou, vznika
S-adenosylmethionin (SAM). Tento meziprodukt je vyznamnym donorem methylové
skupiny. Po odevzdani methylové skupiny, za katalyzy odpovidajicich methyltransferas,
vhodnému akceptoru, se SAM méni na S-adenosylhomocystein (SAH). Misto ptivodni
inertni methylové skupiny vznikad reaktivni thiolova skupina. Hydrolyzou SAH se
uvolni adenosyl a vznika homocystein. Tato reakce je katalyzovana enzymem S-
adenosylhomocysteinhydrolasou. Vznikly homocystein mtize byt metabolizovan dvéma
metabolickymi cestami. Muze byt remethylovan zpét na methionin. Smyslem této
reakce je zajistit bunkdm dostatek SAM, ktery je nezbytny pro syntézu kreatinu.
Remethylace probiha v jatrech aledvinach za pfitomnosti tetrahydrofolatu a vitaminu
Bi12. Methylova skupina, potiebnd pro remethylaci, se ziskava redukci jednouhlikovych
zbytkl (napf. formaldehydu ¢i mravencanu). K redukei téchto jednouhlikatych zbytka je
zapotfebi NADPH+H", ktery vznik4 predev§im V pentosovém cyklu. Kyselina listova

(tetrahydrofolat) zachycuje tyto jednouhlikaté zbytky, které jsou za katalyzy enzymem
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methylentetrahydrofolatreduktasou (MTHFR) redukovany na methylové zbytky.
Methyltetrahydrofolat mize pienaSet methylové skupiny ve spolupraci s vitaminem Bi.
Toto plati pro jatra, ledviny a mozek. V jatrech se vyskytuje navic betain, ktery je
schopen pienaset methylovou skupinu z methyltetrahydrofolatu na homocystein bez

ucasti vitaminu By,
Druhou metabolickou cestou odbouravani homocysteinu je transsulfurace.

Homocystein nejprve reaguje s aminokyselinou serinem, vznika cystathionin. Tato
reakce je katalyzovana enzymem cystathion-p-synthasou, jejiz kofaktorem je derivat
vitaminu Bg. Cystathionin je poté konvertovan na cystein a 2-oxobutyrat. Cystein je o
jeden uhlik krat$i nez homocystein, zatimco serin se prodlouZzi o tento uhlik za vzniku

(137)

homoserinu. Homoserin se poté sledem reakci miize pfeménit az na sukcinyl-S-CoA

(136) (148) (149) 'gouhrn metabolickych cest je zndzornén na obréazcich 18 a 19.

Metabolické déje a cesty homocysteinu
(methyl, sira, ,.energie®)
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Obrazek 18 Metabolické cesty homocysteinu
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Obréazek 19 Metabolické cesty homocysteinu 7.

1: enzym methioninadenosyltransferasa; 2: SAM dependentni transmethylace; 3: enzym glycin-N-
methyltransferasa; 4: enzym S-adenosylhomocysteinhydrolasa; 5: enzym cystathion-p-synthasa; 6: enzym
y-cystathioninasa; 7: enzym sulfitoxidasa; 8: enzym betain-homocysteinmethyltransferasa; 9: enzym
methioninsynthasa; 10: enzym methylentetrahydrofolatreduktasa; 11: enzym S-
adenosylmethionindekarboxylasa; 12: enzym spermidinsynthasa; X: receptor methylenové skupiny;
methyl — X: methylovany akceptor >,

2.5.4 Homocystein jako rizikovy faktor aterogeneze

Celkovy homocystein byl na zakladé mnoha studii vyhodnocen jako rizikovy faktor
kardiovaskularnich onemocnéni a také ateroskler6zy. ZvySena hladina homocysteinu je
spojovana s rozvojem téchto onemocnéni. Vlastni mechanismus proaterogenniho
pisobeni homocysteinu stale neni znam. Existuje n€kolik moznych mechanismu,

kterymi homocystein mize plsobit na cévy:

1. pfimé plisobeni na cévni sténu prostiednictvim -SH skupiny, pilisobeni na
endotelialni buiiky tak, Ze produkuji vice superoxidového aniontu (131),

2. zkraceni Zivotnosti trombocytl, zvySeni syntézy tromboxanu A2 a aktivace
Hagemannova faktoru (koagula¢ni faktor XII) w:

3. sniZeni fibrinolyzy usnadnénim vazby lipoproteinu(a) [Lp(a)] na fibrin, Lp(a)

inhibuje fibrinolyticky systém diky své analogii s plasminogenem @;
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4. autooxidace, ta vede k vzniku ROS. Pii autooxidaci je oxidovana -SH skupina,
dochazi k zvysené tvorbé peroxidu vodiku, superoxidu a hydroxylovych radikald,
coz vede k lipoperoxidaci (hlavné aterogennich LDL ¢astic) a rozviji se oxida¢ni
stres °7);

5. snizeni aktivity glutathionperoxidasy a superoxiddismutasy, coZ jsou enzymy
chranici endotelidlni bunky pfed oxida¢nim stresem (152).

6. inaktivuje  dimethylarginindimethylaminohydrolasu, tim  snizuje = hladinu
asymetrického dimethylargininu, ktery inhibuje produkci radikdlu oxidu dusnatého

1).

7. metabolickou pfeménou na homocysteinthiolakton, ktery je chemicky nestabilni a
pomérné rychle reaguje s LDL ¢asticemi. Thiolaci dochazi k urychleni internalizace
LDL na membranovy receptor, je zvySena fagocytdéza a akumulace cholesterolu
uvnitf makrofaga “°Y;

8. podporuje proliferaci bun¢k hladké svaloviny a syntézu kolagenu, dochazi tak

. . . (148
k zuzovéani cév 149,

2.5.5 Hyperhomocysteinemie, homocystinurie

Ke spravnému metabolismu homocysteinu Vv organismu je zapotiebi piitomnost
enzymi MTHFR, methyltetrahydrofolathomocysteinmethyltransferasy (MTHFHMT)
a cystathioninsyntasy. Dale je nezbytna pfitomnost kofaktord methyltetrahydrofolatu,
odvozeného od kyseliny listové, methylcyanokobalaminu, odvozeného od vitaminu B12
a pyridoxalfosfatu, odvozeného od vitaminu B6. V piipadé defektu kteréhokoliv
z enzymu ¢i nedostatku kofaktori, dochazi ke zvySeni koncentrace homocysteinu, ktera
se nazyva hyperhomocysteinemie (HHcy). Nemetabolizovany homocystein pronika do
krve, kde se hromadi a za¢ina jeho patologické plisobeni @

Hyperhomocysteinemii 1ze rozd¢€lit na mirnou (15 — 30 pmol/l), stiedni (31 —
100 pmol/l) a t&kou (vice nez 100 pmol/l)'. Za mirmou HHcy se v soucasné dob&

povazuje hladina vyssi nez 15 pmol/l, ale je snahou tuto hrani¢ni hladinu stale snizovat,

nebot’ bylo zji§téno, Ze negativni plisobeni Hcy na cévy se projevuje uz pii mirné HHcy
(1) (153)

Existuji dva typy HHcy:
1. cCastéjsi formy, zpisobuji stiedné zvySené hladiny homocysteinu, souvisi
S patogenezi fady onemocnéni a hraji zde ulohu jako environmentalni faktor
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2. vzacné, ale zavazné formy, které jsou zplsobeny hlavnimi genetickymi

mutacemi enzymd, podilejici se na metabolismu homocysteinu ¢°%.

1.typ

HHcy je nejcastéji zplsobena vlivem nutricniho deficitu, kdy dochazi
k nedostatecnému pfijmu folatu, vitaminu B6 a vitaminu B12 z potravy. Problém
dnesni civilizace spociva v tom, ze lidstvo postupné zménilo slozeni své stravy do té
miry, ze piestalo zabezpecovat zdsobovani bun€k dulezitymi mikronutrienty. Hlavné
chybéji ty, které jsou nezbytné pro bezporuchovy metabolismus homocysteinu. Nejvice
je patrny nedostatek kyselina listové a pyridoxinu u vegetariand, u 0sob s poruchou
funkce zaludku je obvykly nedostatek vitaminu B12. Rada onemocnéni, jako je
dysfunkce ledvin, dysfunkce S§titné zlazy, rakovina, diabetes, kardiovaskularni
onemocnéni, stejn¢ jako alkohol, tabak, kava, starSi vék a menopauza jsou spojeny Se
sttedné zvySenymi hladinami homocysteinu (142) (154),

Hladiny homocysteinu v plasmé mohou byt zvySeny ruznymi léky a
onemocnénimi, které interferuji s metabolismem folatu, vitaminu B6 a B12, a proto by

mohlo byt stanoveni hladin homocysteinu vyuzito pii diagnostice tchto stavi **%.

2. typ

Pti tézké formé HHcy, kdy koncentrace homocysteinu pfesahuje hladinu vice
nez 100 pumol/l, dochazi k vylucovani az 300 mg oxidované formy, tj. homocystinu
moci. Homocystinurie je autosomalné recesivné dédi¢na porucha a je zpusobena
vrozenym defektem nékterého z enzymi Gcastnicich se metabolismu Met. Prevalence
onemocnéni je 1 : 160 000. Nemoc se manifestuje jiz v détstvi, a to nejcastéji
abnormalitami dlouhych kosti, mentalni retardaci a dislokaci o¢nich Cocek. Pacienti
S timto onemocnénim maji sklon k rozvoji aterosklerézy s naslednou trombozou. Diky
tomuto zjiSténi se vytvofila hypotéza, ¢ HHcy miZze vést k poSkozeni stén cév
pied¢asnou ateroskler6zou a rozvoji kardiovaskularnich a dalSich onemocnéni (155)

Pokud se homocystinurie nelééi, objevi se vaskularni piihoda (cévni mozkova
pfihoda, infarkt myokardu, jind tromboembolickd komplikace) pfiblizné¢ u poloviny
téchto pacientl pied dosazenim véku 30 let. Studie vsak ukazala nedostatek statisticky
vyznamné souvislosti mezi mutacemi MTHFR a ischemickou chorobou srdecni,
s vyjimkou pacienti v oblasti Stfedniho vychodu a Japonska, kde vykazala statistickou

vyznamnost (158 Souhrn jednotlivych typt homocystinurie je znazornéno v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Souhrn typ homocystinurie.

Nazev Defekt

Homocystinurie | defekt cystathioninsynthasy

Homocystinurie 11 defekt MTHFR*

Homocystinurie Il sniZena aktivita MTHFHMT** s naslednou neschopnosti syntézy methylkobalaminu

Homocystinurie IV sniZena aktivita MTHFHMT s naslednym defektem sttevni resorpce kobalaminu

* MTHFR enzym methylentetrahydrofolatreduktasa;
**MTHFHMT enzym methyltetrahydrofolathomocysteinmethyltransferasa

Pii 1écbé HHcy se pacientim poddva nejcastéji kombinace vitaminu B6 a kyseliny
listové, zvlasteé pokud je samotné podavani kyseliny listové netcéinné. Terapeuticka
davka je 2,5 — 5 mg kyseliny listové v denni davce. Navic se doporucuje dieta s nizkym

obsahem bilkovin, které jsou zdrojem Met **%,

2.5.6 Homocystein a kardiovaskularni onemocnéni

Dosavadni literatura v drtivé vétsing tvrdi, ze je homocystein nezavislym rizikovym
faktorem KVO. Existuji vSak i kontroverzni studie, které tvrdi opak (157) (158) (159)
Nicméné informace o homocysteinu jako o biomarkeru, ktery by mohl pomoci ve
sledovani stupné€ zavaznosti onemocnéni, jsou stale dost rozporuplné (154) (160)
Homocystein muize podpofit rozvoj KVO nékolika rliznymi mechanismy,
napiiklad vlivem nezadoucich u¢inkl na vaskularni endotel a buiiky hladké svaloviny s
naslednymi zménami v arteridlni struktufe a jeji funkci. Dochéazi k zvySené proliferaci
bunék hladkého svalstva cév, endotelidlni dysfunkci, oxidacnimu poSkozeni, zvySeni

syntézy kolagenu a zhorSeni elasticity arterialni stény (161)

Bylo také prokazano, Ze
HHcy je spojena s vySSim rizikem vzniku vendzni trombdzy. ZvySena hladina
homocysteinu souvisela se zvysenim adheze krevnich desticek na endotelové bunky a
byla také spojena s vyssimi hladinami protrombotickych faktord, jako je naptiklad -
tromboglobulin, aktivator tkanového plazminogenu a faktoru VIic. To vedlo ke zvySeni
tvorby trombu (161)

Homocystein je znamy jako nezéavisly rizikovy faktor pro aterosklerdzu.
Ateroskler6za je definovana jako kontinudlni zanétlivé poSkozeni arterialni intimy se

zvySenou permeabilitou, ukladdnim lipidd do aterosklerotickych 1ézi, fibrézou a
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kalcifikaci 1€zi. Ateroskler6za je patologicky proces, ktery vede ke vzniku KVO, jako je
infarkt myokardu, srde¢ni selhdni, mrtvice apod. Vztah mezi HHcy a aterosklerotickym
onemocnénim byl poprvé zkouman pied vice nez 40 lety. Nekolik prilomovych a
kontrolnich studii poukézalo na jasnou vyznamnou korelaci mezi celkovou hladinou
homocysteinu a incidenci koronarnich, karotickych a perifernich vaskularnich
onemocnéni %2,

Bylo provedeno 12 kontrolnich studii, které zahrnovaly 47 429 pacientd, aby se
zjistila G¢innost intervenci vedouci ke snizeni hladiny homocysteinu. Bohuzel vysledek
studii prokazal, ze intervence nemély zadny vyznamny vliv na prabéh KVO ve srovnani
s kontrolni skupinou. V tadé studii se jiz dlouhou dobu diskutuje o tom, do jaké miry by
m¢él byt homocystein povazovan za rizikovy faktor KVO, protoze dle nékterych je
mozné vysvétlit klasickymi rizikovymi faktory pouze 50 % KVO a tvrdi, ze "nové"
rizikové faktory by vyznamné zvysily predikci KVO. Tyto Gvahy vSak byly Siroce
kritizovany (162)

Pang a kol. sledovali vliv homocysteinu na expresi CRP na zvifecim modelu a
ukdzalo se, Ze homocystein vyznamné indukoval expresi CRP u bunék hladké svaloviny
cév. Studie prokazala, ze homocystein je schopen iniciovat zanétlivou odezvu v
buiikach hladké svaloviny cév stimulovanim produkce CRP, coz poskytlo novy dikaz o
dtilezité uloze homocysteinu v patogenezi aterosklerozy 2.

Shenov a kol. tvrdi, Ze homocystein muZe byt povaZzovan za vcasny
ateroskleroticky promotor. Hladiny homocysteinu v séru nalaéno byly u pacienti
s onemocnénim koronarnich artérii vyznamné vyssi nez u kontrolni skupiny (p <0,001).
Navic hladiny homocysteinu vyznamné korelovaly se zvySujici se zavaznosti
onemocnéni korondrni arterie (p <0,001). Autofi navic prokazali existenci mirné
korelace mezi hladinou homocysteinu a ICHS @54,

Ndrepepa a kol. sledovali hladiny homocysteinu a hodnotili je ve vztahu s
existenci polymorfismu genu C677T MTHFR, renalni funkci a pfitomnosti onemocnéni
koronarni arterie. Této studie se Ucastnilo 2121 pacientil, u kterych bylo angiograficky
prokazano onemocnéni koronarni arterie (507 pacienti s diabetem typu 2 a 1614
pacientll bez diabetu). Skupina pacientl s diabetem méla vyssi v€k, pomé&r hypertenze,
Hladiny kreatininu, C-reaktivni proteinu, glukosy, hemoglobinu Alc a triacylglycerola
byly rovnéz vyssi ve skupin€ s diabetickymi pacienty. Rychlost glomerularni filtrace

byla nizsi u diabetikl. Hladiny homocysteinu byly vyrazné vyssi u pacientd s diabetem.

65



U diabetickych pacientd se hladiny homocysteinu jen velmi malo liSily v zavislosti na
typu terapie (Ié¢ba dietou, insulinem, hypoglykemickymi 1éky). Genovy polymorfismus
MTHEFR ovlivnil plasmatické hladiny homocysteinu u pacienti s diabetem, kdy doslo k
progresivnimu naristu jeho koncentrace ve srovnani se skupinou bez diabetu. Hladiny
homocysteinu rovnéz korelovaly s glomerularni filtraci (GF) u obou skupin. Pokud byla
GF <90 ml/min, pacienti s diabetem méli signifikantn¢ vyssi hladiny homocysteinu ve
srovnani s druhou skupinou. V opacéném ptipadé, tedy GF >90 ml/min, nebyly
zaznamenany vyrazné rozdily u obou skupin. Vyznamna korelace byla pozorovana i ve
vztahu homocysteinu s hemoglobinem Alc. V zavéru studie autofi tvrdi, Ze zvySené
hladiny homocysteinu mohou byt spojovany se zvySenym kardiovaskularnim rizikem u
pacienti s diabetem 2. typu %%

K rozvoji KVO pfispivd mimo jiné i vysoky krevni tlak neboli hypertenze. Existuje
mnoho faktorti majici vliv na hypertenzi a homocystein ziejmé patii k nim. Lim a kol.
(166) popsali ve svych experimentalnich studiich a studiich na zvifatech souvislost mezi
homocysteinem a krevnim tlakem. Bylo pozorovano zvyseni krevniho tlaku jako
disledek indukované HHcy. Podavani homocysteinu zplsobilo piimé poSkozeni
endotelialnich bunék in vitro u zvifat. Homocystein indukoval oxida¢ni stres na endotel
a snizil dostupnost radikalu oxidu dusnatého (silny vazodilatator) ve studiich bunééné
kultury. Studie u lidi prokazala poSkozeni vazodilatace pii doCasné nebo chronickeé
HHcy a homocystein mél vliv na diastolicky a systolicky krevni tlak. V pfipadé zvyseni
koncentrace o 5 pmol/l se zvysil diastolicky a systolicky krevni tlak u muzt o 0,5 a 0,7

mmHg. V ptipad¢ zen bylo zvyseni krevniho tlaku vyrazngjsi, 0 0,7 a 1,2 mmHg.

2.5.6.1 Homocystein jako biomarker

Mnoho studii povazuje HHcy jako rizikovy faktor KVO, 1 pfesto Ze existuje
nékolik pochybnosti. Rovnéz zustava otazkou jeho vliv jako indikatoru odpovédi
terapeutické intervence. V soucasné dob¢ se feSi otazka, zda je mozné homocystein
vnimat nejen jako rizikovym faktorem KVO, ale také piedev§im jako biomarker.
Vysledky jinych studii jsou rozporuplné také v otdzce vztahu homocysteinu a stupném
stendzy v koronarnich tepnéch.

Sarwer a kol. ®® ve své praci systematicky prozkoumali publikované studie
zamétené na vztah mezi celkovym homocysteinem V séru a subklinickymi ukazateli
ateroskler6zy u asymptomatickych jedinci. Rada studii tvrdi, Ze hladina homocysteinu

souvisi s klinicky manifestujici se ateroskler6zou, avSak vztah homocysteinu
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k subklinické aterosklerdze nebyl zcela vyjasnén. Autofi ke své analyze vybrali pouze
studie zaméfené na asymptomatickou populaci a vyloucili jakoukoli studii zahrnujici
symptomatické pacienty nebo osoby s anamnézou koronarnich, perifernich nebo
cerebrovaskularnich onemocnéni. Systematickd analyza 19 ¢lanka odhalila vyznamnou
souvislost mezi zvySenymi hladinami homocysteinu a subklinickymi ukazateli
ateroskler6zy u asymptomatickych jedinct ve vétsiné studii. Celkem 12 studii ukazalo
vyznamnou souvislost mezi hladinou homocysteinu a dalSimi rizikovymi faktory
aterosklerdzy (vek, pohlavi a ostatni konven¢ni faktory). Naopak 7 studii nevykazovalo
z4dny vyznamny vztah. Dalsi studie tvrdi, Ze cilené snizovani hladiny homocysteinu
nevedlo ke zlepseni skore subklinickych ukazateld. Na zakladé prozkoumani publikaci
dospéli k zavéru, Ze homocystein je potencialné vhodnym kandidatem stat se
biomarkerem aterosklerotického onemocnéni.

Tuto hypotézu vyvraceji Lin a kol. (168) 3 Gurel a kol. ®, ktefi naopak tvrdi, ze
homocystein neni vhodnym kandidatem pro predikci u subklinické aterosklerdzy.

Situace neni jasngj$i ani v pfipadé symptomatické aterosklerdézy. VétSina
literatury popisuje statisticky vyznamné rozdily v hladinach celkového homocysteinu
V plasmé mezi pacienty s koronarné angiograficky pozitivnimi a negativnimi nalezy (157)
(158) 159, Faria-Neto a kol. *®v3ak tyto rozdily hodnoti jako minimélni. Donnera a kol.

@0) tyrdi, 7e rozdily mezi angiograficky odliSnymi skupinami neni vyznamny.

2.5.7 Moznosti stanoveni homocysteinu

V praxi se bézné stanovuje tzv. celkovy homocystein. Stanoveni ostatnich aminothiolt
se v soucasné dobé rutinné neprovadi. Hladina homocysteinu v plasmé se stanovuje na
laéno nebo po zatéZovém methioninovém testu. Dale se mohou stanovovat hladiny

vitamint Bg, B1, a kyseliny listové. Referenéni hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Referen¢ni hodnoty vitaminti Bg, By, a kyseliny listové.

Parametr Vzorek Jednotky Referen¢ni mez
Vit. Bg plasma nmol/l 20,2-121,8
Vit. By, sérum ng/l 200 — 1490

Kys. listova sérum g/l 4-16

Kys. listova erytrocyty - 176 — 589"

(*v prepoétu na hematokrit) 'V
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Stanoveni vitaminu Bg V plasmé (séru)

V praxi se vyuzivaji imunoenzymatické a imunoradiometrické analyzy (ELISA, IRMA)
a HPLC/FD. Alternativnim stanovenim je zjiSténi koeficientu aktivity erytrocytarni
transaminasy.

Stanoveni vitaminu B1, V plasmé (séru)

Pro stanoveni hladin kobalaminu v plasmé ¢i séru se vyuzivaji metody HPLC/FD.
Stanoveni koncentrace kyseliny listové v plasmé (séru)

Pro stanoveni hladin kyseliny listové Vv plasmé ¢i séru se vyuzivaji metody HPLC/FD a

HPLC/UV. Za piesnéjsi ukazatel se bere hodnota koncentrace v erytrocytech (172).

Stanoveni homocysteinu V plasmé

Témet vSechny v souCasnosti pouzivané metody stanoveni celkového homocysteinu
davaji prednost stanoveni v plasmé. Divodem je moznost rychlé centrifugace.
Nejcastéji pouzivanym antikoagula¢nim ¢inidlem je EDTA, pouZivé se také citrat sodny
a dal§i aditiva, kterd stabilizuji koncentraci homocysteinu v plasmé pii laboratorni
teploté. Pokud jsou vzorky odebrany do EDTA odbérovych zkumavek a uchovany na

ledu, je homocystein stabilni 4 hodiny (72),

2.5.7.1 Kapilarni elektroforéza

Jedna se o jednoduchou, rychlou a vysoce G¢innou metodu, kterou je mozné stanovit
celkovy homocystein. Vyhodou je nizka spotieba organickych rozpoustédel a zaroven
se snizuje mnozstvi vzorku potifebného k analyze. Je Casto pouzivana v kombinaci

s elektrochemickym, ultrafialovym ¢i fluorescen¢nim detektorem.

Elektrochemicka detekce

Compton a kol. métili hladiny celkového homocysteinu v plasmé metodou kapilarni
elektroforézy s elektrochemickou detekci, kdy vyuzili Au/Hg amalgdmovou elektrodou,
na které probihala oxidace thiolt @3

Fluorescencni detekce

Vyhodou FD je vysoka citlivost a linearita ve velkém rozsahu koncentraci. Nevyhodou

je nutnost derivatizace, slozitéjsi a delsi pfiprava vzorku. Jako derivatiza¢ni ¢inidla Ize

pouzit isothiokyanat, brommethylfluorescein, ¢i 6-jodoacidamidfluorescein (r4)
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UV/Vis detekce
Tento typ detekce pomérné zaostava ve srovnani s ostatnimi typy detektorti. Je zde opét
nutna derivatizace, jinak by dochazelo ke snizeni senzitivity této metody. Tseng a kol.

pouzivali k izolaci analyzované latky zlaté nanocastice a nasledovala CE s UV detekci
(175)

2.5.7.2 Imunochemické stanoveni homocysteinu

Vyhodou imunochemickych metod je rychlost, citlivost a moznost automatizace. Prvné
je tteba uvolnit homocystein z vazby na proteinech. Volny homocystein je pfeveden na
SAH za katalyzy enzymem S- adenosylhomocysteinhydrolasou. Hladina vzniklého
SAH, ktera odpovida hladiné celkového homocysteinu je stanovena imunochemickou
metodou. Nevyhodou je, ve srovnani s chromatografickymi metodami, vysoka cena

.. (171) (174
reagencif ™ @79,

2.5.7.3 Enzymatické stanoveni homocysteinu

Enzymatické reakce vyuzivaji 2 typy enzymu. Prvni z nich je homocystein-a,y-lyasa,
ktera katalyzuje reakci, pfi niz se homocystein pfeméni na a-OXobutyrat, amoniak a
sulfan. Sulfan poté reaguje s derivatiza¢nim ¢inidlem za vzniku vysoce fluorescen¢niho
derivatu, ktery Ize detekovat fluorimetrem. Druhym enzymem, ktery se vyuziva pfi

stanoveni homocysteinu je homocysteinmethyltransferasa ).

2.5.7.4 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Homocystein ma ve své struktufe hlavné polarni skupiny, a proto se Spatn¢ extrahuje do
organickych rozpoustédel. Metoda GC-MS neni piili§ vyuzivana pro stanoveni
homocysteinu, protoze je pomérné Casové naro¢na. Prvnim krokem této metody je
redukce, napf. dithiothreitolem, nasledovana derivatizaci N-(tert-butyldimethylsilyl)-N-
methyltrifluoroacetamidem. Vyhodou této metody je moZnost stanoveni vice latek

V ramci jedné analyzy (173) (174),

2.5.7.5 HPLC metody

Vysokoué¢inna kapalinova chromatografie je v dnesni dob¢ nejvice pouzivanou metodou
pro stanoveni hladin homocysteinu Je pouzivana v kombinaci s fadou typt detektord,

jako je napf. ultrafialovy, fluorescencni, hmotnostni a ptfedevsim elektrochemicky.
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UV/Vis detekce

Tato metoda nema Siroké uplatnéni pfi stanoveni homocysteinu. Hlavni pficinou je
skute¢nost, ze homocystein neobsahuje silny chromofor, tudiz je nezbytna derivatizace.
Derivatizaénim ¢inidlem mutzeme byt napf. 2-chloro-1-methylpyridiumjodid nebo 2-

chloro-1-methylchinoliniumtetrafluoroborat .

Fluorescencni detekce

Metoda HPLC s fluorescencni detekci patfi k nejrozsifenéj$im technikam
pouzivanym pro stanoveni hladin homocysteinu. Pfed analyzou je nutna redukce
oxidovanych forem homocysteinu (homocystin, smésné disulfidy, proteinové vazany
homocystein) tri-N-butylfosfinem, dithiothreitolem, borohydridem draselnym nebo tris-
2-karboxylethylfosfinem. Mnozstvi derivatizacnich ¢inidel, které se mohou pouzit
k derivatizaci homocysteinu, je velmi Siroké. Mezi nejpouzivanéjsi fluorescencni
Cinidlo patii ortho-ftalaldehyd, ktery lze pouzit i v kombinaci s 2-merkaptoethanolem.
ortho-Ftaladehyd reaguje s aminoskupinou homocystein. Dal$im pouZivanym
derivatizacnim ¢inidlem, které lze pouzit pii stanoveni thiolt metodou HPLC-FD je
monobromidamin. OvS§em nej¢astéji pouzivanym derivatizacnim ¢inidlem, pouzivanym

pii stanoveni homocysteinu, je 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat @™V 178,

Elektrochemicka detekce

Metoda HPLC-EC je velmi oblibena pro stanoveni thiold. Jeji hlavni vyhodou oproti
vySe uvedenym metodam je, ze k detekci thiold neni potfeba zadna ptredchozi
derivatizace. Pti detekci se vyuziva oxidace homocysteinu na homocystin, ktera probiha
na méfici elektrodé. Lze pouzit elektrody z riznych materiald, jako napt. uhlikovou
elektrodu, sklenénou elektrodu, grafitovou, platinovou, zlatou ¢i stiibrnou. Mimo téchto

materialli 1ze pouzit i tradi¢néj$i material jako je rtutovd amalgamova elektroda (74)

(176)
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3 Cile

e vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni endogennich hladin kyseliny lipoové

e ovefit, zda je tato metoda vhodna i pro stanoveni hladin kyseliny lipoové po
suplementaci

e urcit cytotoxicitu kyseliny lipoové na erytrocyty

e ovefit vyznam homocysteinu jako biomarkeru v klinické praxi

o ziskat obecny pfehled o celkovém metabolismu methioninu u pacient

s onemocnénim koronarnich artérii

e zjistit okamzity vliv perkutanni koronarni intervence na hladiny methioninu a jeho

metabolit
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4 Experimentalni Cast

4.1 Stanoveni kyseliny lipoové v plasmé

Hladiny kyseliny lipoové v plasmé byly stanoveny metodou HPLC/ED v systému

obracenych fazi s isokratickou eluci.

4.1.1 Odbér a uchovani vzorki plasmy

Tato studie byla provedena ve spolupraci s Transfuznim oddélenim (Nemocnice
Pardubického kraje). Vzorky vendzni krve byly ziskany od dobrovolnych darct krve (n
=40, 17 zen ve v€ku 26-58 rokli a 23 muzt ve véku 27-63 roki; tabulka 5). Krev byla
odebrana z vena mediana (vena basilica) do sterilnich odbérovych zkumavek s EDTA
(Vacuette®, Greiner Labortechnik, Kremsmiinster, Rakousko). Plasma byla oddélena od
krevnich bun€k centrifugaci (1700 x g, 15 min, 8 °C). Jeden mililitr plasmy byl
pfenesen do 1,5ml polypropylenovych (PP) zkumavek typu Eppendorf a do doby
analyzy uchovavan v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C. Skupina dobrovolnych
darct krve nebyla suplementovana kyselinou lipoovou. Pisemny informovany souhlas
byl ziskan od vSech zc¢astnénych darct krve a jeho vzor je uveden v Ptiloze 1. Kritéria

pro zatfazeni dobrovolnych dérct do studie jsou uvedena v tabulce 6.

Tabulka 5 Charakteristika dobrovolnych darct krve.

Parametr celkem (n=40) zeny (n=17) muzi (n=23)
vék 43+9,8 38+9.5 46 + 8,5
vyska (cm) 174,0 £ 8,0 167,6 5,0 178,7 + 6,4
véha (kg) 77,7+ 16,2 64,4 £ 11,0 87,5+ 12,0
BMI (kg/m?) 25,5+4,1 22,8 +3,1 27,6 +3,7
kuféci 13 (32 %) 5 (30 %) 8 (35 %)
nekufaci 27 (68 %) 12 (70 %) 15 (65 %)
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Tabulka 6 Kritéria pro zafazeni dobrovolniki do studie.

Trvalé Provizorni Provizorni Provizorni Provizorni
vylouceni vylouceni (6 vylouceni (1 vylouceni (1-2  vylouceni
mésici) mesic) tydny) (rizna doba)
Hepatitida B Chirurgicky Chtipka Extrakce zubu Drobny
nebo C zakrok, zranéni chirurgicky
zakrok se Sitim
(do zahojeni)
Syfilis nebo Gynekologicka ~ Angina Mensi Infekce
tuberkuloza intervence chirurgické hepatitidou A
zakroky v (1-2 roky)
ustech
Nékteré druhy  Invazivni Lécba Nachlazeni Mononukledza
tropickych vySetieni antibiotiky (1-2 roky)
nemoci
Tézké formy Tetovani Vakcinace Opar Borelioza (1-2
alergii (chfipka, roky)
hepatitida B)
Hemofilie Piercing, nastfel Atak klistéte Neinfekéni
nausnic onemocnéni
srdce, plic,
ledvin a jater
Epilepsie Akupunktura Pobyt mimo (Cas je rizny dle
Evropu zavaznosti
onemocnéni)
HIV Pobyt v tropech  Kojeni
Rakovina Gravidita
(porod, potrat)
Zavazné
psychiatrické
poruchy
Zavazna
chronicka
onemocnéni
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4.1.2 Odbér a uchovani vzorkii plasmy od suplementovanych darcu

Vzorky veno6zni krve byly ziskany od suplementovanych dobrovolnych darct krve LA
(n = 3; 2 Zeny ve veéku 23-39 rokli a 1 muz ve véku 43 let) a byly zpracovany a
uchovavany stejnym zptsobem jako u nesuplementovych darct krve. Darcim krve bylo
peroralné podano 500 mg racemické smési LA v tabletach, odbér krve probihal vzdy

jednu hodinu po konzumaci tablet.

4.1.3 Seznam chemikalii

e kyselina lipoova (CsH40,S,, M; = 206,33) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko)

e deionizovana voda (H,O, Mr = 18,02; G = 0,055 uS)

e dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO4, M; = 119,98) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko)

e kyselina trihydrogenfosfore¢na (H3POj4, 85%, M, = 98,00) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko)

e hydroxid sodny (NaOH, 98%, M; = 40,00) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko)

e kyselina chlorovodikova (HCI, M; = 35,46) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko)

e dichlormethan (CH,Cl,, M, = 84,93) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

e chlorid sodny (NaCl, M, = 58,44) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

e chlorid draselny (KCl, M; = 74,55) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

e alkalasa(Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

e methanol (CH40, M; = 32,04) (Merck, Darmstadt, Némecko)

e 2-propanol (CsHgO, Mr = 60,10) (Merck, Darmstadt, Némecko)

e acetonitril (C;H3N, M, =41,05) (Merck, Darmstadt, Némecko)

e kyselina sulfosalicylovd (C;HgO6S.2H,0, Mr = 254,22) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko

e dusik (N,, Cistota 4,6; Linde Gas a.s., Praha, CR)
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4.1.4 Pristroje a pomicky

elektrochemicky detektor Coulochem III (ESA Laboratories, Chelmsford, MA,
USA), pracovni elektroda — porézni uhlikova, referencni elektroda — a-
hydrogenpaladiova

analyticka cela, model 5010 (ESA Laboratories, Chelmsford, MA, USA)

ochranna cela, model 5020 (ESA Laboratories, Chelmsford, MA, USA)

davkovaci ventil Rheodyne 97251 (Rheodyne, L.P., Rohnert Park, CA, USA)
vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC-10ADyp (Shimadzu, Kjéto, Japonsko)
chromatograficka kolona LiChroCart 250 x 4 mm i. d., Purospher Star RP-18e, 5 um
(Merck, Darmstadt, Némecko)

ochranna kolona LiChroCart 4 x 4 mm i. d., Purospher Star RP-18e, 5 um (Merck,
Darmstadt, Némecko)

mikrostifkacka Hamilton 710, 100 pl (Hamilton-Bonaduz AG, Bonaduz, Svycarsko)
software pro fizeni HPLC a vyhodnocovani chromatogrami Clarity (Data Apex,
Praha, CR)

analytické vahy LB — 1052/2 (Laberte, Budapest, Mad’arsko)

predvazky p3/200 (Chirana, Praha, CR)

pH metr Portable Analog HI 8314 (Hanna Instruments, KluZ, Rumunsko)
ultrazvukové vana K2 (Kraintek, Podhdjska, Slovensko)

ultrazvukova lazen Sonorex (Bandelin electronic, Berlin, Némecko)

chlazena odstredivka Eppendorf 5417R (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

ttepacka Heidolph Reax top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)
termoblok Isotemp 145 D (Fischer Scientific, Pardubice, CR)

hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo electric, Osaka, Japonsko)

filtra¢ni aparatura pro filtrovani mobilnich fazi (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
nylonové filtry (Nylon 66) o porozit¢ 0,20 um a praméru 47 mm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

nylonové filtry (N-4-2) o porozité 0,25 pm a priméru 4 mm (Supelco, Bellefonte,
PA, USA)

polypropylenové zkumavky (1,5 ml) s nylonovym filtrem Spin-X® 0,22 pm
(Corning, New York, NY, USA)
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e vakuovy systém Visiprep pro extrakci na pevné fazi (SPE), 12 pozic (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

e SPE kolonky (DSC-Ph, DSC-CS8, DSC-C18, DSC-C18Lt, DSC-CN, 1 ml) (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

e koncentrator vzorkti Termovap TV 10+ (Ecom, Praha, CR)

e zafizeni pro upravu vody Smart 2 Pure (TKA, Niederelbert, Némecko)

e automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

e polypropylenové zkumavky (1,5 ml) typ Eppendorf (Fischer Scientific, Pardubice,
CR)

e odb&rové zkumavky Vacuette ® (Greiner Labortechnik, Kremsmiinster, Rakousko)

e odmérné laboratorni sklo kategorie A a B

4.1.5 Priprava pouzitych roztoki

Deionizovand voda pro piipravu roztoku

Pro ptipravu veSkerych roztoki byla pouzita deionizovand voda o vodivosti 0,055 uS.

Roztok hydroxidu sodného (50 mmol/l)
Roztok byl piipraven rozpuSténim 0,2 g hydroxidu sodné¢ho v 100 ml ptefiltrované

deionizované vody.

Zasobni roztok kyseliny lipoové (50 mmol/l)
Navazka 1 g kyseliny lipoové byla rozpuSténa v 100 ml roztoku hydroxidu sodného (50
mmol/l). Takto pfipraveny zasobni roztok byl uchovavan v 1,5ml PP zkumavkach pfi

teploté -80°C.

Pracovni roztok kyseliny lipoové (50 umol/l)
Do 100ml odmérné baiiky bylo pipetovano 100 ul zasobniho roztoku kyseliny lipoové a

objem byl doplnén po rysku ptefiltrovanou deionizovanou vodou.

Roztok kyseliny chlorovodikové (2 mmol/l)
Do odmémé baiky bylo pipetovano 16 pl 37 % HCIl a objem doplnén do 100 ml

deionizovanou vodou.
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Roztoky pro proplach HPLC sestavy

Roztok A byl pfipraven smichanim 2-propanolu a methanolu v poméru 1:4 (v/v).
Roztok B byl pfipraven smichanim acetonitrilu a deionizované vody v poméru 1:1 (v/v).
Oba roztoky byly pred pouzitim filtrovany skrz nylonovy filtr o porozité¢ 0,20 um a

odvzdu$nény 2 x 15 minut v ultrazvukové lazni.

Roztok pro proplach smycky davkovaciho zaiizeni
Roztok pro proplach smycky davkovaciho zafizeni byl pfipraven smichdnim acetonitrilu

a deionizované vody v poméru 1:1 (v/v).

Roztok na rozpusténi odparku vzorku
Roztok pro rozpusténi odparku byl pfipraven smichdnim acetonitrilu a deionizované

vody v pomé&ru 1:1 (v/v) a filtrovan skrz nylonovy filtr o porozité 0,20 pm.

4.1.6 Postup pripravy vzorkii

Pracovni roztok LA (50 umol/l) byl nafedén na pozadované koncentrace deionizovanou
vodou. Vzorek plasmy byl rozmrazen pii pokojové teploté. K 450 pl plasmy bylo
pfidano 50 pl standardniho roztoku LA tak, aby jednotlivé koncentrace standardnich
ptidavkd LA se pohybovaly v rozmezi asi 1-80 nmol/l. Obsah zkumavek byl promichan
na vortexu po dobu 1 minuty. Poté bylo pfidano 250 ul vychlazeného acetonitrilu, obsah
zkumavek byl promichan na vortexu (2 min), inkubovan 20 minut pii 4 °C a odstiedén
(25 000 x g, 10 min, 4 °C). Supernatant (450 pl) byl pfeveden do 1,5ml PP zkumavek a
okyselen 20 pl 2 mol/l kyseliny chlorovodikové. Takto upraveny vzorek byl aplikovan
na SPE kolonku.

Piiprava vzorkli plasmy byla stejna jako v pfipadé piipravy standardi s tim

rozdilem, Ze k 450 pl plasmy bylo pfidano 50 pl deionizované vody.

4.1.6.1 Extrakce na pevné fazi

K odstranéni interferujicich latek byla pouzita technika SPE na kolonkach Discovery
DSC-Ph (objem 1 ml, 100 mg silikagelu s navdzanou fenylovou stacionarni fazi,
velikost &astic 50 um s pramérem péri 50 A a plochou povrchu 480 m?*/g; Supelco,

Bellefonte, PA, USA). SPE kolonka byla proplachnuta methanolem (3 x 1 ml), poté
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deionizovanou vodou (3 x 1 ml). Na takto pfipravenou kolonku byl aplikovan
supernatant. Nasledujici kroky SPE postupu jsou uvedeny v tabulce 6. Ziskany eluat byl
prefiltrovan skrz nylonovy filtr o porozit¢ 0,25 pm a pfeveden do PP zkumavky.
Methanol byl opatrné odpaten v atmosféie dusiku (Cistota 4,6; Linde Gas, Praha, CR)
pii 40 °C. Odparek byl rozpustén v 100 ul smési acetonitrilu a deionizované vody (1:1,

v/v).

Tabulka 7 Postup extrakce na pevné fazi.

kondicionace kolonky methanolem (3 x 1 ml) -

kolonka promyta deionizovanou vodou (3 x 1 ml) —

supernatant (450 pl) aplikovan na kolonku eluat odstranén

kolonka promyta deionizovanou vodou (5 x 1 ml) eluét odstranén
suSeni pfi nizkém tlaku po dobu 5
min

kyselina lipoové eluovana methanolem (1 ml) —

4.1.6.2 Priprava mobilni faze:

(smés acetonitrilu a 20 mmol/l dihydrogenfosfore¢nanu sodného, 38:62 v/v, pH
2,80)

V 1240 ml deionizované vody byla rozpusténa navazka 4,80 g dihydrogenfosfore¢nanu
sodného. Po rozpusténi dihydrogenfosfore¢nanu sodného bylo k roztoku ptidano 760 ml
acetonitrilu, smés byla fadné¢ promichdna a pH bylo upraveno koncentrovanou
kyselinou trihydrogenfosforecnou na hodnotu 2,80. Po upravé pH byla mobilni faze

ptefiltrovana skrz nylonovy filtr o porozit€ 0,20 um a odvzdusnéna ultrazvukem.

4.1.6.3 Chromatograficka analyza

Ptistrojové vybaveni

cerpadlo LC-10ADvp (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

davkovaci ventil Rheodyne 97251 (Rheodyne, L.P., Rohnert Park, CA, USA)
elektrochemicky detektor Coulochem III (ESA Laboratories, Chelmsford, MA, USA)
software a hardware pro fizeni, zdznam a vyhodnoceni dat z chromatografickych

systému Clarity (DataApex, Praha, CR)
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analyticka kolona: LichroCart 250 x 4 mm 1. d., Purospher Star RP-18e, 5

um
ochranna kolonka: LichroCart 4 x 4 mm i. d., Purospher Star RP-18e, 5 pm
mobilni faze: smé&s 38 % acetonitrilu v 20 mmol/l

dihydrogenfosfore¢nanu sodném, pH 2,80
pratok mobilni faze: 1 ml/min
teplota termostatu kolony: 37 °C
detekce: EG=+750 mV

E1 =+450 mV, citlivost 10 pA

E2 =+4+590 mV, citlivost 20 nA; citlivost 2 pA

davkovany objem vzorku: 10 pl

Pred vlastni analyzou byl HPLC systém proplachnut roztokem A (30 minut, rychlost
priatoku 1 ml/min), poté roztokem B (30 — 60 minut, rychlost pratoku 1 ml/min).

Pted nadavkovanim prvniho vzorku na kolonu bylo na elektrodach postupné zvySovano
napéti az na pozadované napéti a HPLC systém byl ustavovén pfiblizné¢ 3 hodiny pfi
pratoku mobilni faze 1 ml/min (pfi citlivosti 20 nA). Po asi 50ti néstticich bylo napéti
na pracovnich elektrodach nastaveno na hodnotu -1000 mV po dobu asi 15 minut pii
pratoku mobilni faze 1 ml/min. Tento postup je nutny k odstranéni necistot z elektrod a

dosaZeni tak vyssi citlivosti a stability zdkladni linie.

4.1.6.4 Identifikace piku kyseliny lipoové

Ke vzorku bylo pfiddno zndmé mnozstvi standardniho piidavku kyseliny lipoové.

RovnéZ byly porovnany retenéni €asy pikii kyseliny lipoové ve standardech a vzorcich.

4.1.6.5 Kvantitativni analyza

Pro kvantifikaci LA ve vzorcich byla pouZita metoda kalibra¢ni kiivky. Rovnice
kalibracni kfivky byla ziskdna proloZenim zavislosti plochy piku na koncentraci

metodou nejmensich ¢tvercu.

79



4.1.7 Analytické parametry metody

4.1.7.1 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat vysledky, které jsou piimo umérné
koncentraci sledovaného analytu v daném rozmezi. Je chapana jako pfimkova zavislost
mezi dvéma promeénnymi, analytickym signalem a koncentraci analytu. K hodnoceni
linearity se vyuziva korelacni koeficient, ktery vyjadiuje tésnost vzajemné zavislosti

dvou proménnych. Testuje se minimalné pét riznych koncentraci standardni latky.

4.1.7.2 Mez detekce (LOD)

cvwr

Odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signdl statisticky vyznamné odli$ny od
Sumu. Mez detekce lze vypocitat riznymi zpisoby. V této praci byla vypoétena dvojim
zplisobem, pouzivanym pro HPLC:
1) Vypocet z rovnice kalibraéni kiivky.
3,3:Sa
b
kde Sa je SD interceptu, b je Gsek kalibracni kiivky.

LOD =

2) Vypocet metodou ,,signal-Sum®.
3:-h

LOD = —
m

kde h je vyska Sumu, m je smérnice kalibra¢ni kiivky.

4.1.7.3 Mez stanovitelnosti (LOQ)

cvwr

pfijatelné spravnosti a presnosti. LOQ odpovida koncentraci, pii které je piesnost
stanoveni takova, ze umoznuje kvantitativni vyhodnoceni. V této praci byla vypoctena
dvojim zptsobem, pouzivanym pro HPLC:

1) Vypocet z rovnice kalibra¢ni kiivky

10 - Sa
b

LOD =

kde Sa je SD interceptu, b je tsek kalibracni kiivky.
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2) Vypocet metodou ,,signal-Sum*.

Lop ="
m

kde h je vyska Sumu, m je smérnice kalibra¢ni k¥ivky.

4.1.7.4 Presnost

Ptesnost analytick¢é metody je vyjadiena mirou shody mezi jednotlivymi hodnotami,
které jsou meéteny opakované pii stejnych podminkach s homogennim vzorkem.
Pfesnost v sérii byla uréena opakovanou analyzou jednoho vzorku. Presnost mezi
sériemi byla stanovena opakovanou analyzou vzorku po dobu 5 dnl. Jako mira

ptesnosti byl pouzit variacni koeficient.

4.1.7.5 VytéZnost

Vytéznost (recovery) piedstavuje miru G¢innosti dané metody. Recovery je zjistovana
metodou pfidavki zndmého mnozZstvi analytu ke vzorkim s riiznou endogenni
koncentraci. Hodnoty recovery jsou vypoclteny jako stonasobek poméru mezi

nalezenym a ptidanym mnozstvim analytu dle rovnice:

X1—-X0

Recovery (%) = v

kde X1 je koncentrace analytu ve vzorku s ptidavkem; X0 je endogenni koncentrace

analytu a Y je koncentrace pfidaného mnoZstvi analytu.
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4.2 Stanoveni vlivu Kyseliny lipoové na viabilitu a pocet
erytrocyti

Ke stanoveni viability buné€k, tj. Zivotaschopnosti, byla pouzita metoda vylucovani

trypanové modfi. Tato metoda je zaloZzena na tom, Ze zivé buniky maji neposkozené

bunééné membrany, a tudiz do nich barvivo nemize prostoupit nebo ho dokazi aktivnim

transportem opét z bunky vyloucit. Mrtvé builkky maji naopak membrany nefunk¢ni a

poskozené, tudiz do sebe absorbuji barvivo z okoli. Tyto buiiky se potom daji od zivych

bun¢k dobfte odlisit, protoze maji vyrazné¢ modrou barvu.

4.2.1 Odbér a zpracovani vzorka plasmy

Krev byla odebrana od dobrovolnych darct krve z vena mediana (vena basilica) do
sterilnich odbérovych zkumavek s EDTA (Vacuette®, Greiner Labortechnik,
Kremsmiinster, Rakousko). Krev byla ve zkumavce promichana a nasledovala
centrifugace (750 x g, 7 min, 21 °C). Supernatant byl odstranén a erytrocyty byly
promyty 4 ml PBS a obsah zkumavky opét odstiedén. Erytrocyty byly promyty celkem

3X, po poslednim promyti byl supernatant odstranén a stanoven pocet erytrocytu.

4.2.2 Seznam chemikalii

e dimethylsulfoxid (DMSO) (C,HsOS, 99,8 %, Mr = 78,13) (Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Némecko)

e kyselina lipoova (CsH40,S,, M, = 206,33) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko)

o fosfatovy pufr (PBS) 10X (pH = 7.4) (Fischer Scientific, Pardubice, CR)

e Ringerav roztok — tablety (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

e trypanova modr (0,4%) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

4.2.3 Seznam pomicek

odbé&rové zkumavky Vacuette ® (Greiner Labortechnik, Kremsmiinster, Rakousko)

e chlazend odstfedivka Eppendorf 5417R (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e kultivaéni desticky Cell Culture Plate 3512 (CoStar Group, Washington, DC, USA)
e mikroskop Eclipse 80i (Nikon, Tokio, Japonsko)

e multidavkova¢ Multipette Plus + plastové nastavce Combitips Plus (Eppendorf,

Hamburg, Némecko)
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e plastové $picky pro automatické pipety (Neptune Scientific, San Diego, CA, USA)

e termostat Memmert (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Némecko)

e polypropylenové zkumavky (1,5 ml), typ Eppendorf (Fischer Scientific, Pardubice,
CR)

e automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

¢ hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo electric, Osaka, Japonsko)

e zafizeni pro upravu vody Smart 2 Pure (TKA, Niederelbert, Némecko)

e parafilm (Bemis Flexible Packaging, Neenah, WI, USA)

4.2.4 Priprava pouzitych roztoki

Zasobni roztoky kyseliny lipoove v DMSO

Jednotlivé navazky LA, které odpovidaly vyslednym koncentracim (1-250 umol/l) byly
rozpustény v roztoku DMSO (0,1 %). Takto pfipravené zasobni roztoky byly
uchovavany v 1,5ml PP zkumavkéach pii teploté -80 °C.

Fosfatovy pufr
Zasobni roztok fosfatového pufru (Fischer Scientific, Pardubice, CR) byl nafedén 10x.

K 10 ml zasobniho roztoku pufru bylo ptidano 90 ml deionizované vody.

Ringeruv roztok
Jedna tableta k ptipravé Ringerova roztoku byla rozpusténa v 500 ml deionizované

vody.

4.2.5 Pracovni postup

Erytrocyty byly nafedény Ringerovym roztokem a davkovany do 12- ti jamkovych
kultivaénich desti¢ek. Pocet erytrocytu v jednotlivych jamkach odpovidal si 50 000 000
bunék/ml. Do kazdé jamky bylo odpipetovano celkem 2,5 ml suspenze erytrocytl a
pfiddno 2,5 pl natfedéného zasobniho roztoku LA tak, aby v kazdé jamce byla
maximalni koncentrace DMSO 0,1 %. Ke kontrole bylo ptidano 2,5 pl DMSO. Aby
nedochazelo k zbyte¢né manipulaci, ktera by mohla stanoveni zatizit chybou, byly
piipraveny 2 kultivacni desticky se stejnymi koncentracemi piidavki LA — jedna byla
inkubovana po dobu 24 hodin, druha 48 hodin.

Vsechny vzorky byly ptipraveny v triplikatu. Vzorky byly inkubovany pti 37 °C.
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4.2.5.1 Urceni viability

Pro ur¢eni Zivotaschopnosti bun¢k bylo na parafilmu smichano10 pl bunééné suspenze s
10 pl trypanové modfi, suspenze byla inkubovana 1-2 minuty pii laboratorni teploté.
Deset mikrolitri suspenze bylo nadavkovano do Biirkerovy komurky a pod
mikroskopem (fazovy kontrast, zvétSeni 400x) byl v 25 polich Biirkerovy komtirky

hodnocen pocet zivych/mrtvych bunék. Viabilita bun¢€k byla stanovena podle rovnice:

pocet Zivych bunék

: 4 0 = )
viabilta (%) celkovy potet bundk

Vysledky byly zpracovany v programu MS Excel 2010. Byly vyhotoveny sloupcové
grafy primérnych hodnot poctu a viability s chybovymi Useckami, které zndzoriiovaly

smérodatnou odchylku.
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4.3 Stanoveni vybranych thioli v plasmé

Hladiny vybranych thiold, tedy cysteinu, homocysteinu, cysteinylglycinu a methioninu
v plasmé byly stanoveny metodou iontové parové HPLC/ED v systému obracenych fazi

s isokratickou eluci.

4.3.1 Odbér a uchovani vzorku plasmy

Tato studie byla provedena ve spolupraci s Oddé€lenim klinické biochemie a diagnostiky
a s Kardiologickym odd¢€lenim (Nemocnice Pardubického kraje). Vzorky vendzni krve
byly ziskany od pacientl (n = 68, 27 zen ve véku 52-90 rokii a 41 muza ve véku 39-84
rokd). Krev byla odebrana z vena mediana (vena basilica) do sterilnich odbérovych
zkumavek s EDTA (Vacuette®, Greiner Labortechnik, Kremsmiinster, Rakousko).
Plasma byla oddélena od krevnich bunék centrifugaci (1600 x g, 10 min, 4 °C). Jeden
mililitr plasmy byl pfenesen do 1,5ml PP zkumavek typu Eppendorf a do doby analyzy
uchovavan v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C. Doba mezi odbérem vzorku a
jeho zmrazenim nepfesahla 60 minut, aby nedoSlo k neZzadoucimu uvoliovani
homocysteinu z erytrocytii do extracelularniho prostoru. Pisemny informovany souhlas
byl ziskén od vSech pacientli a je uveden v Ptiloze 2. Vzor dotazniku pacienta je uveden

v Priloze 3.

Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin:

Skupina A (n = 68, 27 Zen ve v€ku 52-90 rokl a 41 muzi ve v€ku 39-84 roki)
zahrnovala pacienty s akutni formou onemocnéni koronarnich artérii (akutni IM s a bez
ST elevace, NAP), chronickou formou CAD (SAP) s progresivnim prub&hem nebo byli
hospitalizovani pro dokonceni revaskularizace po neddvném prodélani akutni formy
CAD (tabulka 8).

Do skupiny B (n =44, 9 zen ve v€ku 52-84 rokl a 35 muzi ve ve€ku 39-84 roki)
byli zafazeni pacienti ze skupiny A, ktefi po koronarni angiografii podstoupili PCI.
Vzorky byly sbirany ve tfech ¢asovych intervalech, pted PCI, 24 a 48 hodin po PCI
(tabulka 9).

Pacienti v obou skupinach wuzivali aspirin, antagonisty vapniku, beta-blokatory,

inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu, nitraty a peroralni antidiabetika.
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Tabulka 8 Charakteristika pacientl s rozdilnym stupném zavaznosti onemocnéni koronarnich

artérii.

akutni CAD chronické CAD  kompletni RV
(n=29) (n=22) (n=17)
muzi (n) 15 (51,7 %) 12 (54,5 %) 14 (82,4 %)
67,0 let (39-83) 68,7 let (49-84) 66,3 let (43-83)
Zeny (n) 14 (48,3 %) 10 (45,5 %) 3 (17,7 %)
75,4 let (52-90) 77,9 let (57-90) 72 let (60-84)
kufaci 4 (13,8 %) 0 (0 %) 4 (23,5 %)
ex-kufaci 6 (20,7 %) 8 (36,4 %) 6 (35,3 %)
hypertenze 20 (68,9 %) 20 (90,9 %) 14 (82,4 %)
diabetes 6 (20,7 %) 10 (45,5 %) 3 (17,7 %)
pre-diabetes 2 (6,9 %) 1 (4,6 %) 1(5,9 %)
onemocnéni 1 (3,5 %) 0 (0 %) 1(5,9 %)
ledvin
BMI 279+473 28,3+34 29,8 £ 4.5
statiny 9 (31,1 %) 9 (40,9 %) 10 (58,8 %)
fibraty 0 (0 %) 2 (9,1 %) 0 (0 %)

CAD, onemocnéni koronarnich artérii (z angl. coronary artery disease); RV, revaskularizace;
BMI, body mass index; tCH, celkovy cholesterol; TAG, triacylglyceroly; 1A, index aterogenity

Tabulka 9 Charakteristika pacientli s koronarni angiografii a naslednou PCI.

(n = 44); 67,1 let (39-84)

muZi (n)

(39-84)
kufFaci 8 (18,2%)
hypertenze 35 (79,5%)
diabetes 12 (27,2%)

onemocnéni 1 (2,3%)
ledvin

35 (79,5 %); 66, let

Zeny (n)

ex-kuraci
BMI
prediabetes

statiny/fibraty

9 (20,5 %); 67,7 let
(52-84)

16 (36,4%)
28,4+4,5
2 (4,6%)

21 (47,7%) | 3 (6,9%)
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4.3.2 Seznam chemikalii

DL-homocystein (C4HoNO,S, Mr = 135,20) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko)

L-cystein (CsH7NO,S, Mr = 121,16) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)
DL-methionin (CsH;;NO,S, min 98 %, Mr = 149,20) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko)

L-cysteinylglycin (CsH;oN2Os3S, 85 %, Mr = 178,20) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko)

L-penicilamin (CsH;;O,NS, Mr = 149,21) (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim,
Némecko)

1,4-dithioerythritol (C4H;00,S,, Mr = 154,25) (Fluka, Buchs, SV}'/carsko)
oktan-1-sulfonan sodny (CsH;7NaOsS, Mr = 216,27) (VWA, Radnor, PA, USA)
kyselina sulfosalicylova (C;HgO6S.2H,0, Mr = 254,22) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko)

kyselina chlorovodikova (HCI, 36,6 %, Mr = 36,46) (Sigma—Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko)

dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,POs, 99,5 %, Mr

120,00) (Fluka, Buchs,
Svycarsko)

kyselina trihydrogenfosfore¢na (H3;POs4, 86,1 %, Mr = 98,00) (Sigma—Aldrich
Chemie, Steinheim, Némecko)

acetonitil (C,H3;N, Mr =41,05) (Merck, Darmstadt, Némecko)

deionizovana voda (H,O, Mr = 18,02; G = 0,055 uS)

kontrolni material firmy Bio-Rad, série 18360 (Bio-Rad, Berkeley, CA, USA)
kontrolni materidl firmy Axis-Shield (Axis-Shield Diagnostics Ltd., Dundee, UK)
LOT 902910712

4.3.3 Pristroje a pomiicky

chromatografickd kolona LiChroCart 125 x 4 mm 1. d., Purospher Star RP-18e, 5 um
(Merck, Darmstadt, Némecko)
ochranna kolonka LichroCart 4 x 4 mm i. d., Purospher Star RP-18e, 5 um (Merck,

Darmstadt, Némecko)
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elektrochemicky detektor Coulochem II (ESA Laboratories, Inc., Chelmsford, MA,
USA), pracovni elektroda — porézni uhlikova, referen¢ni elektroda — a-
hydrogenpaladiova

analyticka cela, model 5010 (ESA Laboratories, Chelmsford, MA, USA)

ochranna cela, model 5020 (ESA Laboratories, Chelmsford, MA, USA)
vysokotlaké analytické ¢erpadlo LC-10ADyp (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)
davkovaci ventil Rheodyne 97251 (Rheodyne, L.P., Rohnert Park, CA, USA)
termostat kolon CTO-10ASyp (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

software pro fizeni HPLC a vyhodnocovani chromatogramii Clarity (Data Apex,
Praha, CR)

analytické vahy LB — 1052/2 (Laberte, Budapest, Mad’arsko)

predvazky p3/200 (Chirana, Praha, CR)

pH metr Portable Analog HI 8314 (Hanna Instruments, Kluz, Rumunsko)
ultrazvukové vana K2 (Kraintek, Podhajska, Slovensko)

ultrazvukové vana K12 (Kraintek, Podh4jska, Slovensko)

ttepacka Heidolph Reax top (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)
chlazena odstiedivka Jouan 23i (Jouan SA, Saint-Herblain, Francie)

termoblok Isotemp 145 D (Fischer Scientific, Pardubice, CR)

hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo electric, Osaka, Japonsko)

filtra¢ni aparatura pro filtrovani mobilnich fazi (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
nylonové filtry (Nylon 66) o porozité 0,20 um a priméru 47 mm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

nylonové filtry (N-4-2) o porozité 0,25 um a praiméru 4 mm (Supelco, Bellefonte,
PA, USA)

polypropylenové zkumavky (1,5 ml) s nylonovym filtrem Spin-X® 0,22 pm
(Corning, New York, NY, USA)

automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

polypropylenové zkumavky (1,5 ml), typ Eppendorf (Fischer Scientific, Pardubice,
CR)

odmérné laboratorni sklo kategorie A a B

zafizeni pro upravu vody Smart 2 Pure (TKA, Niederelbert, Némecko)
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4.3.4 Priprava pouzitych roztoki

e Roztoky pripravované do spotiebovani zasob

Vsechny zasobni roztoky byly uchovavany v 1,5ml PP zkumavkach pii teploté — 80°C.

Zasobni roztok homocysteinu o koncentraci 5000 umol/l
Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0338 g homocysteinu v 50 ml

deionizované vody.

Zasobni roztok cysteinu o koncentraci 6400 umol/l
Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0388 g cysteinu v 50 ml deionizované

vody.

Zasobni roztok methioninu o koncentraci 5000 umol/l
Roztok byl ptfipraven rozpusténim navazky 0,0373 g methioninu v 50 ml deionizované

vody.

Zasobni roztok cysteinylglycinu o koncentraci 5000 umol/l
Roztok byl pfipraven rozpuSténim navazky 0,0446 g cysteinylglycinu v 50 ml

deionizované vody.

Zasobni roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 10 mmol/l
Do odmérné baiky o objemu 100 ml bylo pipetovano 84 pl 36,6 % kyseliny

chlorovodikové a objem byl doplnén po rysku deionizovanou vodou.

Zasobni roztok penicilaminu (vnitini standard) o koncentraci 60 mmol/l
Roztok byl pfipraven rozpusténim navazky 0,0895 g penicilaminu v 10 ml kyseliny
chlorovodikové (10mmol/l). Pro pfipravu pracovniho roztoku byl tento roztok jesté

nafedén 10mmol/l HCI na koncentraci 20 mmol/I.

Zasobni roztok kyseliny sulfosalicylové (asi 15%)
K 15 g kyseliny sulfosalicylové bylo pfidano 85 ml deionizované vody.
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Zasobni roztok 1,4-dithioerythritolu o koncentraci asi 0,2 mol/l
Roztok byl ptfipraven rozpusténim navazky 0,1543 g 1,4-dithioerythritolu (DTE) v 5 ml

deionizované vody.

¢ Roztoky pripravované denné Cerstvé

Tyto roztoky byly uchovéavany pfi teploté 4 °C.

Pracovni roztok smési 1,4-dithioerythritolu a penicilaminu
Roztok byl pfipraven smichanim 250 pl 0,2 mol/l DTE, 20 pul 20mmol/l roztoku

penicilaminu a 5 ml deionizované vody.

Smésny roztok standardii cysteinu, homocysteinu, cysteinylglycinu a methioninu
Roztok byl pfipraven smichdnim zasobnich roztokd jednotlivych standardi a
deionizované vody takto: 250 pl zasobniho roztoku cysteinu, 100 pl zdsobniho roztoku
homocysteinu, 100 pl zasobniho roztoku cysteinylglycinu, 100 pl zasobniho roztoku
methioninu a 450 pl deionizované vody. Koncentrace jednotlivych thioltt v 1 ml byly
nasledujici: cystein 1600 pmol/l; homocystein, cysteinylglycin a methionin 500 pmol/l.
Néslednym fedénim byl ziskan smésny standard (nejvyssi bod kalibrace), kde
koncentrace jednotlivych thiolti byly: cystein 400 umol/l; homocystein, cysteinylglycin

a methionin 125 pmol/l.

4.3.5 Postup pripravy vzorku

K 200 pl vzorku plasmy bylo pfidano 50 pl pracovniho roztoku smési DTE a
penicilaminu. Smés byla promichana a inkubovéana 15 minut pfi 37 °C. K smési bylo
piidano 50 pl vychlazené 15 % kyseliny sulfosalicylové. Obsah zkumavky byl fadné
promichan, inkubovan 15 minut pfi 4 °C a odstfedén (22 000 x g, 10 minut, 4 °C).
Supernatant byl pted nastfikem na chromatografickou kolonu filtrovan skrz nylonovy
filtr o velikosti pért 0,25 um. Stejnym zplsobem byl zpracovan i kontrolni material a

standardni roztoky.

4.3.5.1 Priprava mobilni faze [smés 5% acetonitrilu v roztoku

dihydrogenfosforeénanu sodného (20mmol/l) a oktan-1-sulfonanu sodného
(L0Ommol/l), pH 2,82]

V 1900 ml deionizované vody byla rozpusténa navazka 4,80 g dihydrogenfosfore¢nanu

sodného a 4,325 g oktan-1-sulfonanu sodné¢ho. Po rozpusténi dihydrogenfosforecnanu
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sodného a oktan-1-sulfonanu sodného bylo k roztoku ptfidano 100 ml acetonitrilu, smés
byla tadné¢ promichana a pH bylo wupraveno koncentrovanou kyselinou
trihydrogenfosfore¢nou na hodnotu 2,82. Po upravé pH byla mobilni faze ptefiltrovana

skrz nylonovy filtr o porozité¢ 0,20 um a odvzdusnéna ultrazvukem.

4.3.5.2 Chromatograficka analyza

Ptistrojové vybaveni

cerpadlo LC-10ADvyp (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

davkovaci ventil Rheodyne 97251 (Rheodyne, L.P., Rohnert Park, CA, USA)
elektrochemicky detektor Coulochem II (ESA Laboratories, Chelmsford, MA, USA)
software a hardware pro fizeni, zdznam a vyhodnoceni dat z chromatografickych

systémd Clarity (DataApex, Praha, CR)

analyticka kolona: LiChroCart 125 x 4 mm i. d., Purospher Star RP-18e, 5 um
(Merck, Darmstadt, Némecko)

ochranna kolonka: LichroCart 4 x 4 mm i. d., Purospher Star RP-18e, 5 um
(Merck, Darmstadt, Némecko)

mobilni faze: smés 5 % acetonitrilu v roztoku dihydrogenfosforecnanu
sodného (20mmol/l) a oktan-1-sulfonanu sodné¢ho
(10mmol/l), pH 2,82

pratok mobilni faze: 1 ml/min

teplota termostatu kolony: 25 °C

detekce: EG =+850 mV
E1 =+450 mV, citlivost 10 pA
E2 = +750 mV, citlivost 100 pA; 0,1-7 min, 5 pA; 7,1-40
min

davkovany objem vzorku: 10 pl

4.3.6 Doplnujici analyzy
Celkovy cholesterol, triacylglyceroly, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, albumin a

glukosa byly analyzovany rutinnimi metodami v laboratoti Odd¢leni klinické biochemie
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a diagnostiky (Nemocnice Pardubického kraje). Veskeré dale uvedené principy jsou

soucasti pribalovych letakd poskytnutych jednotlivymi vyrobci danych souprav.

Stanoveni celkového cholesterolu

Stanoveni bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Dimension RxL MAX
(Dade Behring, USA) soupravou Cholesterol Flex® reagent cartridge (Dade Behring,
USA). Cholesterolesterasa katalyzuje hydrolyzu esterti cholesterolu na cholesterol a
mastné kyseliny. Cholesterol je plsobenim cholesteroloxidasy oxidovan na
cholest-4-en-3-on a peroxid vodiku. Peroxid vodiku reaguje s N,N—diethylanilin-HCI/4-
aminoantipyrinem za katalyzy kfenovou peroxidasou. Oxidovany chromofor absorbuje

pfi 540 nm a jeho absorbance je pfimo umérna koncentraci celkového cholesterolu.

Stanoveni triacylglycerolii

Stanoveni bylo provedeno na biochemickém analyzatoru Dimension RxL MAX
(Dade Behring, USA\) se soupravou Triglyceride Flex® reagent cartridge (Dade Behring,
USA). Principem je sled reakci, kterych se ucastni 4 enzymy. V prvni reakci vznikaji
Z triacylglycerold ptisobenim lipoproteinové lipasy glycerol a mastné kyseliny. Glycerol
poté reaguje s ATP za katalyzy enzymem glycerolkinasou, vznika glycerol-3-fosfat a
ADP. Treti reakci katalyzuje glycerol-3-fosfatoxidasa. Glycerol-3-fosfat se oxiduje na
dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku. Posledni reakci vznika z peroxidu vodiku,
aminoantipyrinu a 4-chlorofenolu za katalyzy enzymem peroxidasou chinonimin a
zména absorbance je pfimo umérnd mnoZstvi triacylglyceroli ve vzorku. Méteni

probiha pii vinovych délkach 510 a 700 nm.

Stanoveni HDL cholesterolu

Stanoveni HDL cholesterolu (HDL-C) bylo provedeno na biochemickém
analyzatoru Dimension RxL MAX (Dade Behring, USA) se soupravou Automated HDL
Cholesterol Flex® reagent cartridge (Dade Behring, USA). V prvnim kroku jsou HDL
Castice selektivné chranény, aby se neuCastnily reakci, pfi kterych je z reakéniho
prostiedi odstranén cholesterol z LDL, VLDL a chylomikronti. Ve druhém kroku je
HDL-C uvolnén z komplexu a stanoven sledem reakci, které byly jiz popsany u

stanoveni celkového cholesterolu.
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Stanoveni LDL cholesterolu

Stanoveni LDL cholesterolu (LDL-C) bylo provedeno na biochemickém
analyzatoru Cobas Mira Plus (Roche Diagnostics, Svycarsko) se soupravou LDL
cholesterol piimy (Dialab, CR). V prvnim kroku jsou LDL &astice selektivné chranény,
aby se neucastnily reakci, pii kterych je z reakéniho prostiedi odstranén cholesterol
z HDL, VLDL a chylomikronii. Nejprve cholesterolesterasa katalyzuje hydrolyzu estert
cholesterolu na cholesterol a mastné kyseliny. Cholesterol je plsobenim
cholesteroloxidasy oxidovan na cholest-4-en-3-on a peroxid vodiku. Peroxid vodiku je
rozlozen katalasou. Ve druhém kroku je LDL-C uvolnén z komplexu a stanoven sledem
reakci, které byly jiz popsany u stanoveni celkového cholesterolu. V reakéni smési je

pfitomna katalasa inhibovana azidem sodnym.

Stanoveni albuminu

Stanoveni albuminu v séru bylo provedeno na biochemickém analyzatoru
Dimension RxL MAX (Dade Behring, USA) se soupravou Albumin Flex® reagent
cartridge (Dade Behring, USA). V principu se jedna o adaptaci metody
S bromkresolovym purpurem, kdy v prostfedi pH 4,9 vznik4 barevny komplex, ktery
absorbuje pti vinové délce 600 nm. Mnozstvi komplexu albumin-bromkresolovy purpur

je pfimo umérné mnozstvi albuminu ve vzorku.

Stanoveni glukosy

Stanoveni glukosy Vv séru bylo provedeno na biochemickém analyzatoru
Dimension RxL MAX (Dade Behring, USA) se soupravou Glucose Flex® reagent
cartridge (Dade Behring, USA). Glukosa reaguje s ATP za katalyzy enzymem
hexokinasou a vzniké glukosa-6-fosfat a ADP. Glukosa-6-fosfat je nasledné oxidovana
za katalyzy enzymem glukosa-6-fosfatdehydrogenasou v pfitomnosti NADP® na
6-fosfoglukonat a NADPH+H". Pfiristek NADPH+H" je méfen pfi vinové délce 340

nm a je piimo umérny koncentraci glukosy ve vzorku.
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4.3.7 Statisticka analyza dat

Pro zpracovani vysledka byl pouzit program MS Excel a statistické programy Sigmastat
(verze 3.5; Systat Software Inc., Point Richmond, CA, USA) a Software QuickCalcs
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Data jsou vyjadiena jako pramér a
smerodatna odchylka. Rozdily mezi pacienty a vliv kyseliny lipoové na viabilitu a pocet
erytrocytu byly stanoveny Studentovym t-testem. Hodnoty p <0,05 byly povazovany za

statisticky vyznamné.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni Kyseliny lipoové v lidské plasmé bez suplementace
Chromatografické zaznamy stanoveni kyseliny lipoové v plasmé jsou znazornény na

obrazku 20.
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Obrazek 20 Chromatografické zaznamy vzorku plasmy se standardnimi ptidavky kyseliny
lipoové.

(1) plasma bez ptidavku LA; (2) plasma s piidavkem 1 nmol/l; (3) plasma s ptidavkem 5 nmol/l;
(4) plasma s pfidavkem 7,5 nmol/l; (5) plasma s ptidavkem 15 nmol/l; (6) plasma s piidavkem
50 nmol/l. Podminky HPLC analyzy: isokraticka eluce (mobilni faze: 38 % ACN v 20mmol/Il
NaH,PO,, pH 2,8), pratok mobilni fdze byl 1 ml/min, separace probihala pti 37 °C, citlivost 20
nA.

5.1.1 Analytické parametry metody

Linearita

Linearita byla zjistovana jako soucast kalibrace metody, a to analyzou standardi s
koncentracemi rovnomérné pokryvajici pfedpokladany rozsah metody. Linearita byla
testovana analyzou 10 standardi o riznych koncentracich (1-80 nmol/l). S pouzitim
programu MS Excel byla sestrojena kalibracni kiivka a provedeno vyhodnoceni
kalibraéniho vztahu. Kalibrac¢ni kiivka byla linearni v rozsahu 7,5-50 nmol/l. Rovnice
regresni ptimky byla y = 139,04x + 256,89 , kde y je plocha piku a x je koncentrace
LA (nmol/l). Primérnd smérnice a korelacni koeficient byly 139,04 (SD = 9,18) a
0,9997.
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Typicka kalibra¢ni kiivka konstruovana z 5 bodii je znazornéna na obrazku 21.
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Obrazek 21 Kalibra¢ni ktivka pro stanoveni kyseliny lipoové metodou HPLC/ED.

Mez detekce, mez stanovitelnosti

ptresnosti byla 2,4 nmol/l, resp. 5,18 nmol/l. Hodnota 2,4 nmol/l byla vypoctena
Z rovnice kalibra¢ni kiivky, hodnota 5,18 nmol/l metodou signal - Sum (zptisob vypoctu
je uveden v kapitole 4.1.7.2 a 4.1.7.3). Detek¢ni limit byl 0,81 nmol/I, resp. 1,85 nmol/l.
LOD a LOQ jsou shrnuty ptehledné v tabulce 10.

Tabulka 10 Mez detekce a stanovitelnosti.

Parametr Vypocet z rovnice kalibraéni kiivky Metoda signal — Sum
LOD nmol/l 0,81 1,85
LOQ nmol/l 2,4 5,18

Ptiklady chromatografickych zaznamu stanoveni LA v plasmé s nizkymi pfidavky LA

JSOuU znazornény na obrazku 22.
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Obrazek 22 Chromatografické zaznamy stanoveni LA v plasmé s nizkymi ptidavky LA.

(A) ptidavek 5 nmol/l LA; (B) ptidavek 1 nmol/l LA; (C) plasma bez pfidavku LA. Podminky
HPLC analyzy: iSokraticka eluce (mobilni faze: 38 % ACN v 20mmol/I NaH,PO,, pH 2,8),
pratok mobilni faze byl 1 ml/min, separace probihala pti 37 °C, citlivost 20 nA.

Piesnost

Ptesnost v sérii byla uréena opakovanou analyzou vzorku plasmy o koncentraci LA asi
5 nmol/l). Vzorek byl analyzovan za podminek opakovatelnosti, tj. stejna metoda, stejny
materidl, stejny pracovnik, stejna laboratof, kratky casovy usek. V ptipadé piesnosti
mezi sériemi jsme analyzovali stejny vzorek v rlizné dny. K vypoctu jsme pouZili
rovnice kalibra¢nich ptimek, ziskanych v tentyz den. Hodnoty jsou shrnuty v tabulce
11.

Tabulka 11 Pfesnost metody v sérii a mezi sériemi.

kyselina lipoova

priamér = SD CVv
nmol/I %
piesnost v sérii 4,68 0,11 2,28
n=10
piesnost mezi sériemi 5,46 + 0,54 9,87
n=10

SD, smérodatna odchylka; CV, varia¢ni koeficient
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5.2 Stanoveni kyseliny lipoové v plasmé po suplementaci

Linearita

Kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozsahu 0,5-20 umol/l. Rovnice regresni piimky byla
y =1081,734x - 49,181, kde y je plocha piku a X je koncentrace LA (umol/l). Korela¢ni
koeficient byl 0,999.

Mez detekce, mez stanovitelnosti

Cv v

presnosti byla 0,35 pumol/l. Hodnota byla vypo¢tena metodou signal - Sum (zpusob

vypoctu je uveden v kapitole 4.1.7.2.) Detekéni limit byl 0,17 umol/I.

Vytéinost

Tabulka 12 Vytéznost metody pro stanoveni kyseliny lipoové kapalinovou chromatografii.

Piidavek (umol/l) Vytéznost (%)

1 107,9

2 119,7

4 97,4

5 98,8

AVG (%) 105,9
SD 8,9
CV (%) 8,4

Tabulka 13 Hladiny kyseliny lipoové ve vzorcich plasmy suplementovanych darct.

Dobrovolny Koncentrace kyseliny lipoové
darce pmol/l
1 1,42
2 1,92
3 4,73

Podminky HPLC analyzy: isokraticka eluce (mobilni faze: 38 % ACN v 20mmol/l NaH,PQO,,
pH 2,8), pritok mobilni faze byl 1 ml/min, separace probihala pti 37 °C, citlivost 2 pA.
Koncentrace LA ve vzorcich plasmy suplementovanych darci byla vypocitana z rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky.
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5.3 U¢inky Kyseliny lipoové na erytrocyty

5.3.1 Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu erytrocyta

Byl testovan vliv nizkych koncentraci LA na viabilitu erytrocytli po 24 a 48 hodinové
inkubaci. Koncentrace LA byla 1, 5 a 10 umol/l. Hodnoty viability erytrocyti po 24 a

48 hodinové¢ inkubaci jsou znazornény na obrazcich 23 a 24.

Viabilita po 24 hodinach
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Obrazek 23 Vliv nizkych koncentraci LA (1, 5 a 10 pmol/l) na viabilitu erytrocytl po 24
hodinové inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky prumér méfeni se smérodatnou odchylkou. Kyselina
lipoova nezptisobila po 24 hodinové inkubaci Vv zadné z testovanych koncentraci statisticky
vyznamny rozdil ve viabilité erytrocytll ve srovnani s kontrolou.
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Viabilita po 48 hodinach
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Obrazek 24 Vliv nizkych koncentraci LA (1, 5 a 10 pumol/l) na viabilitu erytrocytd po 48
hodinové¢ inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky primér méfeni se smérodatnou odchylkou. Kyselina
lipoova nezptsobila ani po 48 hodinové inkubaci v zadné z testovanych koncentraci statisticky
vyznamny rozdil ve viabilité erytrocytll ve srovnani s kontrolou.
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5.3.2 Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na pocet erytrocyti

Spole¢né s viabilitou byly statisticky vyhodnoceny i zmény v poctech bunék po 24 a 48
hodinové inkubaci s 1, 5 a 10 pmol/l LA. Pocty jednotlivych bun¢k byly vyhodnoceny

jako procento kontroly a jsou zobrazeny na obrazcich 25 a 26.

Pocet bunék po 24 hodinach
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Obrazek 25 Vliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na poCty erytrocyti po 24 hodinové
inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou. Kyselina lipoova
neméla po 24 hodinové inkubaci v zadné z testovanych koncentraci statisticky vyznamny vliv
na pocet erytrocytd ve srovnani s kontrolou.
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Pocet bunék po 48 hodinach
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Obrazek 26 VIliv nizkych koncentraci kyseliny lipoové na poéty erytrocytd po 48 hodinové
inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou. Kyselina lipoova
neméla ani po 48 hodinové inkubaci v zadné z testovanych koncentraci statisticky vyznamny
vliv na pocet erytrocytl ve srovnani s kontrolou.
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5.3.3 Vliv vysokych Kkoncentraci Kkyseliny lipoové na viabilitu
erytrocytu

Byl testovan vliv vysokych koncentraci LA na viabilitu erytrocyti. Byly zvoleny
koncentrace 50, 100 a 250 pumol/l. Inkubace erytrocytii s LA probihala 24 a 48 hodin.

Hodnoty viability erytrocyti po 24 a 48 hodinové inkubaci jsou znazornény na
obrazcich 27 a 28.
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Obrazek 27 Vliv vysokych koncentraci LA (50, 100 a 250 pmol/l) na viabilitu erytrocyti po 24
hodinové inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou. Kyselina lipoova
nezpusobila po 24 hodinové inkubaci v zadné z testovanych koncentraci statisticky vyznamny
rozdil ve viabilité erytrocytli ve srovnani s kontrolou.
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Obrazek 28 Vliv vysokych koncentraci LA (50, 100 a 250 umol/l) na viabilitu erytrocytti po 48
hodinové inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou. Kyselina lipoova
nezpusobila ani po 48 hodinové inkubaci v zadné ztestovanych koncentraci statisticky
vyznamny rozdil ve viabilité erytrocytll ve srovnani s kontrolou.
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5.3.4 Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na pocet erytrocyti

Byly statisticky vyhodnoceny zmény v poctu bunék po 24 a 48 hodinové inkubaci s 50,
100 a 250 umol/l LA. Pocty jednotlivych bunék byly vyhodnoceny jako procento

kontroly a jsou zobrazeny na obrazcich 29 a 30.
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Obrazek 29 Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na pocty erytrocytll po 24 hodinové
inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou. Symbol * oznacuje
vysledky na hranici statistické vyznamnosti; symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrole.

*p <0,05; ** p<0,01
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Obrazek 30 Vliv vysokych koncentraci kyseliny lipoové na pocty erytrocytti po 48 hodinové
inkubaci.

Na obrazku je znazornén aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou. Symbol * oznacuje
vysledky na hranici statistické vyznamnosti; symbol ** oznacuje statisticky vyznamny rozdil
oproti kontrole.

*p <0,05; ** p<0,01
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5.4 Stanoveni vybranych aminothioli v lidské plasmé

Chromatografické zdznamy stanoveni homocysteinu, cysteinu, methioninu a cysteinyl-

glycinu v plasmé pacienta s onemocnénim koronarnich artérii (obrazek 31-33).
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Obrazek 31 Chromatograficky zdznam stanoveni vybranych aminothiolii v plasmé pacienta

S onemocnénim koronarnich artérii.

Vzorek plasmy byl odebran pied provedenim PCIL. Podminky HPLC analyzy: isokraticka eluce
(mobilni faze: 5 % ACN v roztoku 20mmol/l NaH,PO,4 a 10mmol/l 1-sulfonanu sodného, pH
2,82), pratok mobilni faze byl 1 ml/min, separace probihala pti 25 °C, citlivost 100 pA, 0,1-7
min; 5 pA, 7,1-40 min.

Odezva detektoru

0 10 ~20 30 [min.]
Cas
Obrazek 32 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminothioli v plasmé pacienta
s onemocnénim koronarnich artérii.

Vzorek plasmy byl odebran 24 hodin po PCI. Podminky HPLC analyzy: viz obrazek 31.
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Odezva detektoru

0 10 20 30

B [min.]
Cas

Obrazek 33 Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminothiolli v plasmé pacienta
S onemocnénim koronarnich artérii.

Vzorek plasmy byl odebran 48 hodin po PCI. Podminky HPLC analyzy: viz obrazek 31.

108



5.4.1 Hladiny aminothioli v plasmé pacientii s onemocnénim

koronarnich arterii

Tabulka 14 Hladiny sledovanych aminothiold ve skupiné pacientt s akutni formou CAD.

Potadové  Pacient Homocystein Cystein Cysteinyl-glycin  Methionin

¢islo umol/l umol/l umol/l umol/l
1 11 22,6 70,3 17,3 19,5
2 14 17,9 409,9 20,9 36,4
3 15 27,3 1248 22,2 26,7
4 16 24,0 291,0 35,2 21,7
5 19 24,7 336,2 27,9 21,0
6 20 20,0 336,2 22,2 21,3
7 21 23,7 276,0 20,1 38,1
8 22 57,6 365,6 30,5 17,0
9 23 25,0 503,2 19,7 22,0
10 31 30,8 338,3 24,4 17,1
11 49 37,1 513,6 53,0 18,8
12 52 13,1 376,8 43,9 38,4
13 53 17,4 388,3 42,5 34,0
14 55 20,8 379,2 36,7 25,9
15 59 34,9 459,3 37,6 30,9
16 60 19,2 340,0 50,4 33,7
17 61 30,9 506,0 53,2 29,0
18 62 21,6 351,0 53,0 35,2
19 64 22,2 400,4 35,3 25,3
20 65 42,7 598,0 31,5 17,8
21 68 15,0 376,8 43,9 45,3
22 70 22,4 409,9 37,5 28,9
23 73 20,0 503,2 51,3 48,5
24 76 21,3 459,9 46,5 37,3
25 77 25,2 467,3 50,4 36,2
26 78 47,2 422.8 42,2 29,7
27 79 14,6 3819 48,2 35,4
28 81 27,8 362,9 33,6 21,3
29 83 32,9 381,9 32,8 23,0
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Tabulka 15 Hladiny sledovanych aminothiold ve skupiné pacientt s chronickou formou CAD.

Potadové Pacient Homocystein Cystein Cysteinyl-glycin Methionin
¢islo pmol/1 umol/l pumol/l pumol/l
1 1 13,3 327,3 12,2 24,8
2 2 20,8 271,3 16,7 21,5
3 3 7,6 192,7 11,8 19,7
4 4 9,4 252,9 7,3 22,7
5 5 14,6 78,5 26,6 21,6
6 6 20,6 359,8 29,5 35,2
7 7 20,4 307,0 31,0 26,8
8 10 18,0 4919 22,4 30,1
9 13 10,5 177,7 23,8 18,8
10 42 27,3 316,7 26,4 12,2
11 47 27,7 396,2 29,5 21,6
12 50 15,1 454,0 44,3 23,5
13 51 22,0 420,9 26,0 30,5
14 54 20,4 454,0 27,9 22,2
15 56 21,5 463,5 37,6 33,3
16 57 29,8 568,6 33,0 26,4
17 58 15,3 321,1 37,8 22,8
18 63 24,1 4157 36,4 22,1
19 67 10,5 305,3 - 23,0
20 94 14,5 420,7 40,8 42,4
21 75 14,3 388,6 45,0 36,6
22 80 18,6 4243 45,6 25,9
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Tabulka 16 Hladiny sledovanych aminothioli ve skupiné pacientl S dokon¢enou RV.

Potadové Pacient Homocystein Cystein Cysteinyl-glycin Methionin

¢islo umol/l umol/l umol/l pumol/1
1 12 15,3 197,6 25,5 29,8
2 17 23,0 207,3 31,7 39,2
3 18 21,0 228,9 31,3 27,0
4 25 31,7 380,6 22,5 20,8
5 27 24,0 - 70,2 20,5
6 28 17,9 4229 23,0 18,2
7 29 14,4 371,3 24,0 17,6
8 30 18,0 221,6 20,4 15,1
9 33 28,5 402,5 29,0 18,5
10 34 29,0 343,1 20,6 14,5
11 36 16,8 246,6 19,5 11,8
12 37 18,0 284.,4 20.1 15,0
13 38 23,5 153,6 26,5 15,5
14 39 26,4 146,5 247 15,3
15 41 15,0 84,52 25,9 25,5
16 43 22,0 343,1 34,7 25,0
17 46 22,6 316,7 35,7 27,2
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5.4.2 Porovnani sledovanych parametri mezi pacienty s rozdilnym
stupném zavaznosti onemocnéni koronarnich artérii

Tabulka 17 Charakteristika pacient s rozdilnym stupném zavaznosti onemocnéni koronarnich artérii.

akutni CAD chronické CAD kompletni RV hodnota p

(n=29) (n=22) (n=17)

71,3 let (39-90) 72,9 let (49-90) 67,3 let (43-84)
muzi (n) 15 (51,7 %) 12 (54,5 %) 14 (82,4 %) -

67,0 let (39-83) 68,7 let (49-84) 66,3 let (43-83)
Zeny (n) 14 (48,3 %) 10 (45,5 %) 3 (17,7 %) -

75,4 let (52-90) 77,9 let (57-90) 72 let (60-84)
kufaci 4 (13,8 %) 0 (0 %) 4 (23,5 %) <0,05*°
ex-kufaci 6 (20,7 %) 8 (36,4 %) 6 (35,3 %) NS
hypertenze 20 (68,9 %) 20 (90,9 %) 14 (82,4 %) <0,05*
diabetes 6 (20,7 %) 10 (45,5 %) 3 (17,7 %) NS
pre-diabetes 2 (6,9 %) 1 (4,6 %) 1 (5,9 %) NS
onemocnéni 1(3,5%) 0 (0 %) 1 (5,9 %) NS
ledvin
BMI 279+43 283+34 29,8 £4)5 NS
glukosa (mmol/l) 6,6 +2,7 74+25 6,2+2,1 NS
albumin (g/l) 40,6 + 8.8 38,4 +54 355+2,6 <0,05%
tCh (mmol/l) 43+1,1 4,1+0,8 3,509 <0,05%
LDL-C (mmol/l)  2,5+0,7 2,5+0,7 2,0+0,8 <0,05%
HDL-C (mmol/l) 1,0£0,3 1,0+0,3 1,0+0,2 NS
TAG (mmol/l) 1,4+0,6 1,5+ 0,6 1,2+ 0,7 NS
1A 34+1,0 3,114 2,3+0,9 <0,01%; <0,05°
statiny 9 (31,1 %) 9 (40,9 %) 10 (58,8 %) NS
fibraty 0 (0 %) 2 (9,1 %) 0 (0 %) NS

* porovnani pacientil s akutnim a chronickym CAD; § porovnani pacientii s akutnim CAD a dokon&enou

RV; © porovnani pacientii s chronickym CAD a dokon&enou RV

CAD onemocnéni koronarnich artérii (z angl. coronary artery disease); RV revaskularizace; BMI body
mass index; tCH celkovy cholesterol; TAG triacylglyceroly; IA index aterogenity
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5.4.3 Porovnani hladin aminothiold v plasmé mezi pacienty
S rozdilnym stupném zavaznosti onemocnéni koronarnich artérii

Tabulka 18 Hladiny aminothiolti v plasmé u pacientt s rozdilnym stupném zavaznosti
onemocnéni koronarnich artérii.

Akutni CAD Chronické CAD Kompletni RV hodnota p

Homocystein 26.7+9.6 179 £ 6.1 21.6+5.2 <0.001*
(umol/T)

Cystein 391.8+115.7 355.2+£114.7 271.9+101.1 <0.01%; <0.05°
(umol/l)

Cysteinyl- 36.1+11.6 29.7+11.3 28.5+11.9 <0.05%

glycin (umol/1)

Methionin 28.9+8.12 26.1+6.7 19.2+5.9 <0.001%; <0.01°
(umol/l)

* porovnani pacientll s akutnim a chronickym CAD; § porovnani pacientii s akutnim CAD a
dokonéenou RV; © porovnani pacientti s chronickym CAD a dokon¢enou RV

5.4.4 Dynamika aminothiolii po perkutanni koronarni intervenci

Tabulka 19 Dynamika aminothiolt po PCI.

Dynamika 0 hodin (pfed 24 hodin (po 48 hodin (po hodnota p
(umol/) PCI) PCI) PCI)

Homocystein 22.0+7.9 224+73 229+7.1 NS
Cystein 285.5+108.0 282.2+109.9 286.5+110.7 NS
Cysteinyl- 248+ 6.6 28.7 +8.1 28.3+8.2 <0.05™
glycin

Methionin 23.7+75 27.5+8.5 27.5+8.6 <0.05"

* srovnani hladin pied PCI a 24 hodin po PCI; § srovnani hladin pfed PCI a 48 hodin po PCI,
NS zadny vyznamny rozdil (z angl. no significant)
PCI perkutanni koronarni intervence (angl. Percutaneous Coronary Intervention)
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6 Diskuze

V teoretické Casti této disertacni prace je popsano chronické progresivni onemocnéni
ateroskler6za, které se po fadu let bezpiiznakového pribéhu manifestuje svymi
komplikacemi: ischemickou chorobou srde¢ni, ischemickou cévni mozkovou piihodou

a ischemickou chorobou dolnich kongetin ¢ (2 ©)

. Hlavnimi rizikovymi faktory
rozvoje tohoto onemocnéni jsou oxidaéni stres, hyperlipidemie, diabetes mellitus ¢i
hyperhomocysteinemie. Dle Svétové zdravotnické organizace (WHO, z angl. World
Health  Organization) je ischemicka choroba srdeéni nejcastéjsi pricinou
kardiovaskularni mortality a predpoklada se, ze v roce 2030 bude diabetes mellitus
sedmou hlavni pfi¢inou imrti (777 t&chto diivodii je znacnd pozornost vénovana jejich
prevenci. Veskera snaha je sméfovana piredevSim co mozna k nejefektivnéjsi eliminaci
pusobeni jiz znamych rizikovych faktorti, hledani novych biomarkeri a v neposledni
fad¢ hledani novych u¢innych latek, které by napomahaly v terapii kardiovaskularniho
onemocnénti.

V poslednich letech je ¢asto diskutovana kyselina lipoova, ktera ma v organismu

mnoho vyznamnych funkci (obrazek 9) a je predevsim silnym antioxidantem ®4 ®1 (100

®3) Cetné klinické studie dokazuji, ze hraje vyznamnou ulohu pfi 1é€bé mnoha
onemocnéni, jejichZ vyvoj a progrese je Uzce spjata se zvySenym oxida¢nim stresem.
V dnesni dobé se LA rutinné indikuje jako dopln€k stravy u pacientii s diabetem.
Terapeuticka davka je nejcastéji 600 mg/den a je prokazano, ze dlouhodobé uzivani této
terapeutické davky nema neZadouci G€inky na organismus (“4e) (73),

V soucasnosti je vyzkum zaméfen na mozné vyuziti LA v oblasti lékovych
stentll a v protinadorové terapii. (84) (82) (83),

V dobé mého studia probihala ve spolupraci s Kardiologickym oddélenim a
Oddélenim klinické biochemie a diagnostiky (Pardubicka krajska nemocnice) studie
zaméfena na sledovani dynamiky nékterych diagnostickych ukazatelt po provedeni PCI
ve vztahu kdalsi prognoze pacienta. Piedevsim Slo o sledovani hladin vysoce
senzitivniho C-reaktivniho proteinu. Bylo by vSak vhodné stanovit 1 dal$i potencidlné
vyuzitelné ukazatele, jako je napi. LA a tim lépe pochopit, co se v organismu odehrava
po zavedeni stentu. Pacienti z této studie nebyli suplementovani LA, a proto jsme se
zaméfili na stanoveni endogennich hladin LA.

Kyselina lipoova se ve tkanich vyskytuje ve tfech formach: volna, proteinové

vazana vodikovymi vazbami, a piedev§im pak vazana kovalentné¢ k g-aminoskupiné
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lysinového zbytku (66), Hydrolyza z amidovych vazeb je moznd kyselou ¢i zasaditou
hydrolyzou, nicménd poskytuje velmi malou vyt&znost (30-50%) (09 (11 (112)
Hydrolyza enzymem (subtilisin, alkalasa) ziejmé nedokaze LA uvolnit z vazby na
lysinovy zbytek ©4) Predpoklada se, Ze antioxidacni u¢inky vykazuje jen volna LA a jeji
redukovana forma, a proto bylo cilem mé piedchozi diplomové prace pokusit se
vyvinout metodu pro simultdnni stanoveni obou forem. V ndmi dostupné literatuie se
nepodafilo nalézt zadné studie, ze kterych by bylo mozné Cerpat ucelené informace, kde
by bylo spojeni stanoveni v plasmé, elektrochemického detektoru a simultanniho
DHLA nelze pouzit, protoze standardni roztok DHLA se vzdy ¢asteéné oxidoval. Navic
pted eluci DHLA dochézelo k nevysvétlitelnému padu zakladni linie. Z tohoto divodu
byly standardni roztoky DHLA pfipravovany piimo V nasi laboratofi. Byl optimalizovan
postup redukce a urCena vhodna doba inkubace, optimalni koncentrace a pomér
redukéniho Cinidla tetrahydridoboritanu sodného a LA. Stabilita DHLA byla zjistovana
za laboratorni teploty, pti -20 a -80° C. Pti laboratorni teploté¢ byla DHLA relativné
stabilni 1 po pil hoding, poté jeji hladina vyrazné klesala. DHLA je zfejmé& oxidovana
slozkami siln€¢ oxidac¢niho charakteru, které jsou pfitomny v plasmé, a proto jsme se
dale soustfedili jen na stanoveni voIné frakce oxidované LA @,

Existuje mnoho studii, které se zabyvaly stanovenim exogennich hladin LA po
suplementaci, ale informace o endogennich hladinach jsou stale rozporuplné. Nasli jsme
pouze tfi kolektivy autorti, ktefi se zabyvali stanovenim endogennich hladin v lidské
plasmé bez suplementace. Teichert a kol. ®¥ vroce 1992 ve své studii uvedli, Ze
referenni interval LA se pohybuje u zdravych nesuplementovanych jedinct v rozmezi
4,8-121 nmol/l. Vysledky studie z roku 2002 stejného autorského kolektivu ukazuji, ze

endogenni koncentrace LA se pohybuji pouze okolo 4,85 nmol/l a zaroven pfipoustéji,

vvvvvv

7 , ..
©N ve své studii

praci publikuji primérné koncentrace 169,7 nmol/l. Montera a kol.
tvrdi, Ze endogenni hladiny LA u nesuplementovanych pacientli jsou prakticky
nedetekovatelné. Jiné zminky o endogennich koncentracich LA jsme v dostupné
literatufe nenasli.

Domnivali jsme se, ze se LA v plasm¢ bude vyskytovat ve stejné forme jako ve
tkanich, a tedy hladina jeji volné formy bude nizka. Proto jsme optimalizovali

chromatografické podminky a experimentalni parametry. Zajistili jsme maximalni

citlivost detektoru, minimalizovali fedéni vzorku a modifikovali extrakéni proces.
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Optimalizace chromatografickych podminek

Kyselina lipoova byla separovana na kolon¢ s vazanou reverzni fazi (C18). Eluce byla
isokraticka, mobilni fazi byla smés acetonitrilu a dihydrogenfosfore¢nanu sodného.
Byly testovany rizné mobilni faze (rizné poméry pufru a acetonitrilu, pfidavek
methanolu). Nejlepsi separace LA od interferujicich latek v relativné kratkém case bylo
dosazeno s mobilni fazi acetonitril — 20 mmol/l NaH,PO, (38:62 v/v). Retencni
vlastnosti LA byly studovany v zavislosti na pH mobilni faze v rozmezi 2 - 5. K upravé
pH byla pouzita 85% kyselina trihydrogenfosforecnd. Optimélni pH bylo 2,8. Bylo
zjisténo, ze pii pH nizsim nez 2,7 nedoslo k dostatecné separaci LA od interferujicich
latek. Pouzita kritéria byla rozliSeni, citlivost, stabilita zdkladni linie a rychlost analyzy.

Rychlost prutoku mobilni faze byla testovana v rozmezi 1-2 ml/min. K dobrému
rozliSeni doslo pfi konstantnim pritoku 1 ml/min. Pfi vysSich rychlostech dochazelo ke
zkraceni reten¢nich Casu, které vedlo ke Spatné separaci od interferujicich latek a ke
sniZzeni odezvy.

Kyselina lipoova byla po HPLC separaci detekovéana elektrochemickym
detektorem Coulochem III, vybavenym dualni analytickou celou (Model 5010) a
ochrannou celou (Model 520). Pro nastaveni optimalnich detekénich podminek
elektrochemického systému byl sestrojen hydrodynamicky voltamogram LA (zavislost
generovaného proudu na vkladaném napéti v rozmezi 500 — 950 mV). Analyza byla
provedena nastfikem 10 pl standardniho roztoku LA (1pumol/l) a méfenim proudu, ktery
je generovan pii oxidaci LA na elektrodé. NejvySsi odezva byla zaznamenana pfi
vloZeném napéti o velikosti 590 mV. Citlivost 20 nA byla maximalni moZné hodnota,

pii které bylo jesté mozné za téchto podminek ustalit zakladni linii.

Priprava vzorku

Pii ptipravé vzorku je zapotitebi pouzit vhodné precipitacni €inidlo k odstranéni
proteini. K tomuto ucelu se nejcastéji vyuzivaji roztoky kyselin nebo organicka
rozpoustédla. Khan a kol. pouzili k deproteinaci ACN a Teichert a kol. 0,2mol/l

kyselinu trichloroctovou ®27 (249,

Bylo testovano nékolik deproteinacnich c¢inidel:
kyselina chlorovodikova (2 mol/l), kyselina 5-sulfosalicylova (10%), acetonitril,
methanol, acetonitril s kyselinou chlorovodikovou a methanol s kyselinou
chlorovodikovou (v rizném poméru). VSechny pouzité kyseliny nebyly pro precipitaci

proteinti vhodné, protoze vyrazné zhorSovaly stabilitu zakladni linie. Pouze acetonitril
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neinterferoval s HPLC analyzou a byl pouzivan jako precipitaéni ¢inidlo ve vSech
nasledujicich analyzach.

Jelikoz jsou hladiny LA v plasmé velmi nizké, byla dal$im krokem pfi Gipravé vzorku
extrakce. Extrakci doSlo k odstranéni neZzadoucich interferujicich latek a

| @27

zakoncentrovani LA. Khan a ko pouzili jako extrakéni ¢inidlo dichlormethan a

metodu extrakce kapalina-kapalina (LLE). Teichert a kol. 2% 9

pouzili metodu SPE a
LA z kolonky eluovali methanolem. Vychazeli jsme z dostupné literatury, kombinovali
a modifikovali jsme postupy extrakce obou autorii. Nejprve byla testovana ucinnost
LLE extrakce. LLE extrakce za pouziti dichlormethanu nebyla vhodna, protoze
dichlormethan obsahoval stabilizator amylen (2-methyl-2-buten), ktery vyrazné
interferoval s HPLC analyzou. Tento stabilizator mé&l podobné chromatografické
vlastnosti jako LA. Nejprve byl testovan dichlormethan ur¢eny pro HPLC analyzu s
Cistotou > 99,9%. Kromé toho byl testovan i dichlormethan pro IR spektroskopii s
podobnou distotou > 99,5%. Byl vybran ve spolupraci se zéastupcem firmy Sigma-
vysokou distotou. I pfes Cetnou Upravu chromatografickych podminek nebylo mozné
interferujici stabilizator oddélit od LA. Gradientovou eluci nebylo mozné u tohoto typu
detektoru pouzit. Chromatograficky zdznam standardu LA (500 nmol/l) a interferujiciho
amylenu je uveden v Pfiloze 4. Vlivem tohoto zjisténi byla nasledné testovana metoda
SPE. Nejprve byla zvolena vhodnd SPE kolonka, ktera by poskytovala nejvyssi
vytéznost LA. Bylo testovano celkem 5 typi SPE kolonek s vazanou stacionarni fazi
(Phe, C8, C18, C18t a CN). Jako nejlepsi byla zvolena stacionarni faze s vazanym
fenylem. Byly optimalizovany rizné objemy, pratok, doba suseni a slozeni roztoki
S cilem maximalné odstranit interferujici latky a zaroven minimalizovat ztraty LA.
Optimélni objem byl 1 ml, rychlost pritoku 3 ml/min, doba suSeni 5 minut a methanol
poskytl nejlepsi eluci LA.

Hlavnim uskalim metody byla absence vhodného interniho standardu (IS).
Vnitinim standardem by méla byt latka, kterd je chemicky podobna stanovované latce,
neni endogenné ptitomna ve vzorku, vykazuje obdobné elektrochemické vlastnosti a je
komercné dostupna. Pro LA je velmi obtizné IS nalézt. Khan a kol. pouzivali naproxen,
latku, kterd je strukturné a chemicky naprosto odlisSnd od LA, nicméné vykazuje
podobné elektrochemické vlastnosti. Naproxen je nesteroidni antiflogistikum pouzivané
pro omezeni mirné az sttedné silné bolesti, horecky a zanétii zplisobenych celou fadou

nemoci. V Ceské republice obsahuji komerén& dostupné potahované tablety Nalgesin S
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(naproxenum natricum) 1é¢ivou latku naproxen ve formé sodné soli a jsou Casto 1ékafi
indikovany, existuje tedy riziko, ze by plasma pacientti mohla tuto latku obsahovat. U
ostatnich polarnéjSich endogennich thiosloucenin (cystein, homocystein, methionin) se
s vyhodou pouziva osvédCeny vnitini standard penicilamin. Ten je ovSem velmi polarni,
a proto nemtze byt pouzit pfi stanoveni LA, nebot za danych chromatografickych
podminek se na stacionarni fazi prakticky nezadrzuje ™®. Chemicky podobnou latkou
je kaptopril, antihypertenzivum, ktery je ¢innou latkou ve dvou preparatech, Capoten a
Tensiomin. Tato skupina 1é¢iv, znamé jako ACE inhibitory, se diive vyuzivala k 1é¢bé
hypertenze a srdecniho selhani (@79 \/ soucasné dobé se JiZ téméef nepouzivaji nebo jen
ve zvlastnich piipadech. Existuje tedy jen mala pravdépodobnost, ze by vzorek plasmy
pacientil, trpicich kardiovaskularnim onemocnénim, obsahovaly tuto latku, a proto by
mohl byt pouZit jako IS pro stanoveni LA. Navic pfi tvorbé hydrodynamického
voltamogramu vykazoval podobné elektrochemické vlastnosti ©) Jedna se o polarné;si
latku nez LA a bohuzel nevyhovoval nasi metodé, nebot’ eluoval v kratkém retenénim
case (3,6 = 0,4 min) v oblasti velkého mnozstvi interferujicich latek. Nepodaftilo se ndm
Z literatury zjistit jiny vhodny IS pro stanoveni LA, a proto jsme stejné jako Teichert a
kol. ® nepouzivali IS.

Jednim z cild této studie bylo ovéfit hladiny volné LA v plasmé u
nesuplementovanych zdravych dobrovolnikii (n = 40, 17 zen, 23 muzi). Tato studie
probihala ve spolupraci s Transfuznim oddélenim (Nemocnice Pardubického kraje).
Dobrovolniky byli darci krve, ktefi darovali krev a spliiovali podminky pro zapsani do
registru darci. Kazdy dobrovolny darce krve vyplnil dotaznik, ve kterém mimo jiné
odpovédéli na otazku ohledné suplementace LA. Pisemny informovany souhlas byl
ziskan od vsech zGcastnénych darct krve. Kritéria pro zafazeni dobrovolnikd do studie
byla nasledujici: vék (18-65 let), télesna hmotnost (50 kilogrami a vice) a dobry
zdravotni stav. Kritéria pro vylouceni ze studie byla: infekce hepatitidou B nebo C,
syfilis, n€které tropické nemoci a tuberkuldéza v minulosti, té€Zka alergie, hemofilie,
epilepsie, HIV pozitivita, rakovina, tézké psychiatrické, tézké chronické nemoci. Darci,
kteti prodélali chiipku nebo anginu, byli po ofkovani, chirurgické intervenci nebo po
urazu, museli dodrZovat piedepsanou dobu regenerace, nezZ mohli darovat krev. Lidé s
drogovou zavislosti a alkoholici nemohou byt zapsani do registru darct. Jednotliva
kritéria jsou podrobné rozepsana v tabulce 6.

Mez detekce a kvantifikace této metody byl 1,85 a 5,18 nmol/l. LOD byl v nasi

Studii niz8i nez v ptedchozich dvou studiich (2,4 a 4,9 nmol/l), které se zabyvaly
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stanovenim volné LA u nesuplementovanych jedinct (1271 9 Nicméné i piesto nebyly
hladiny LA u vSech 40 dobrovolnych darcii detekovatelné. Vysledky nasi studie
ukazuji, ze endogenni koncentrace volné LA jsou niz$i nez 1,85 nmol/l. Tyto vysledky
jsou v souladu se zavéry predchozich studii, které tvrdi, ze hladiny LA jsou mensi nez
4,9 nmol/l nebo prakticky nedetekovatelné @ ©). Nase vysledky jsou v rozporu s jinym
autorskym kolektivem, ktery ve své studii tvrdi, ze primérné koncentrace LA jsou
169,7 nmol/I 427,

Stanoveni kyseliny lipoové V plasme suplementovanych darcu
Vyse uvedena metoda je vhodna pro stanoveni exogennich hladin LA po suplementaci,

], ©®

které se pohybuji fddoveé v umol/l. Rochette a ko uvadéji optimalni terapeutickou

davku LA 200 - 1800 mg/den, pricemz koncentrace v plasmé po suplementaci je

v rozmezi 15-20 pmol/l. Teichert a kol. %

podavali skupin¢€ 9 zdravych dobrovolniki
600 mg LA po dobu 1 mésice, LA dosdhla své maximalni koncentrace za 30 min a
primémé hladiny LA v plasmé byly 36,19 + 10.35 pmol/l. Chen a kol. “°) podali 10
zdravym dobrovolnikiim jednorazové 600 mg LA a koncentrace LA dosdhla svého
maxima za 65 minut a byla v priméru 16 + 4,2 pmol/l. Moini a kol. © nam&fili po
jednorazovém podani 200 mg a 600 mg LA hodnoty 3,1 £ 1,5 pmol/l a 13,7 + 8,2
pmol/l. Maximum své koncentrace dosahovala v priméru za ptl hodiny.

Tato metoda byla vyuzita k ovéfeni hladin LA v plasmé u suplementovanych
dobrovolnych darct krve (n=3, 2 Zeny, 1 muz). Darcim bylo peroraln¢ podano 500 mg
LA v tabletach, odbér krve probihal vzdy jednu hodinu po konzumaci tablet. Namétené
hladiny byly 1,42; 1,92 a 4,73 pmol/l. Tyto hodnoty odpovidaly hodnotam v literatufe.
Vzorky byly méfeny pfi nastaveni citlivosti detektoru 2 pA. Tato metoda je jednoducha,
rychla, dostatené citlivd, pomérné nenarocna na piipravu vzorku a je pfipravena pro

dalsi studie zabyvajici se podavanim LA pacientiim.

Cytotoxicita LA

Rada studii se zabyvala antiaterogennimi vlastnostmi LA (76) (79) (180) Bylo prokazano, ze
suplementace LA podporuje inhibici lipoperoxidace, snizuje hladinu celkového a LDL
cholesterolu, velikost aterosklerotického platu a mnozstvi lipidd v misté
aterosklerotického platu. Déle byly prokazany protizanétlivé ¢inky LA (76) Diky témto
prospéSnym vlastnostem LA se zaCalo uvazovat o jejim vyuZziti v ptipadé lékovych
stentli (DES). Hlavnim problémem DES je v soucasnosti vyssi riziko vzniku pozdnich

trombo6z po preruSeni antiagregacni lécby (25) 28 7 tohoto diivodu dalsi vyvoj Vv této
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oblasti smétuje k vyhledavani novych ucinnéjsich 1éCiv. Stent potazeny LA, ktera by se
postupné uvoliovala, by mél mit pfiznivé antioxidacni a protizanétlivé i¢inky na okolni
tkan, coz by mohlo omezit restendzu ¢i vznik pozdni tromboézy. Jiz v roce 2009 byla
provedena prvni studie na prasatech, kterym byla podavana LA a aplikovan DES
potazeny LA. LA-potazené stenty inhibovaly hyperplasii neointimy v misté stentu
prostiednictvim inhibice NF-kB a proliferace bunék hladké svaloviny cév. Stejny
kolektiv autorti pokracoval na vyzkumu a vroce 2014 a 2016 publikovali vysledky
studii zabyvajicich se antiproliferativnimi a antioxida¢nimi vlivy stentd, potaZenymi
sirolimem nebo LA ®2 @ @9 yygledky téchto studii poukazuji na mozné vyuziti LA
jako ucinné latky DES. V pfipadé jejiho vyuziti u pacientli S kardiovaskuldrnim
onemocnénim, by byla LA v ptimém kontaktu se slozkami krve. V soucasné dobé jsme
nenasli literaturu, kterd by ndm poskytla informace, v jakém mnozstvi a jak dlouho by
se LA mohla z DES uvoliovat, aby nedoslo k poskozeni slozek krve, pfedevsim
erytrocytl. S timto uzce souvisi otazka bezpecnosti a mozné cytotoxicity LA.

Jelikoz ma LA schopnost indukovat bunéénou apoptézu u mnoha typt bunék,
vcetné erytrocytll, nekolik studii se zabyvalo také testovanim jejich Ui€inkl na rakovinné
bunééné linie. U¢inné koncentrace LA u protinadorové terapie, &i mnozstvi pii
postupném uvolfovani ze stentd, nejsou v soucasné dobé zcela nastaveny. Bylo
prokdzéano, ze dlouhodoba expozice vysoké koncentraci LA (do 10 mmol/l) je schopna
indukovat apoptézu u bunécnych linii jater a hltanu (' Nizsi koncentrace (100 — 250
pmol/l) a mnohem krat§i Cas expozice LA staCily k indukci apoptézy v piipadé
rakovinnych bunék tlustého stfeva, plicnich epitalidlnich bunék a bunck rakoviny prsu,
kde navic piispivaly v potladeni tvorby a invaze metastaz ® €.V roce 2015 byl
Vv ramci diplomové prace 0 testovan vliv LA na zastavu proliferace a indukci apoptozy
u buné&nych linii adenokarcinomu prsu (MCF-7 a SK-BR-3) a adenokarcinomu plic
(A549). Dale se zkoumal vliv na imortalizované buiiky proximalniho tubulu ledvin HK-
2, které byly zvoleny jako model lidskych ledvin. U bunék MFC-7 bylo zaznamenano
snizeni proliferace bun¢k po 48 hodinové kultivaci se 100, 250 a 500 umol/l LA.
Proliferace bunék SK-BR-3 byla snizena az po 40 hodinové kultivaci s 500 pmol/l LA.
U bun¢k A549 nebyl zaznamenan vliv LA na sniZeni proliferace v Zadné z testovanych
koncentraci ani po 72 hodinové kultivaci. Koncentrace 250 umol/l LA vsak zpusobila
po 48 hodinovém plisobeni snizeni proliferaci HK-2 bun¢k. Pti kultivaci s koncentraci
LA 500 pmol/l doSlo po 24 hodindch k usmrceni téchto bunék. Z téchto vysledkl

vyplyva, ze vysoké koncentrace LA by mohly plsobit nefrotoxicky 0 Je patrné, ze
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v pfipadé¢ protinadorové terapie by se musely podévat vysoké davky LA,
pravdépodobné intravendzné, aby se zvysila jeji biologicka dostupnost. S tak vysokymi
koncentracemi terapeutickych davek vsak uzce souvisi jiz zminéna otazka bezpecnosti a
toxicity LA.

Z vyse uvedenych diivodl jsme se pokusili urcit cytotoxicitu LA a zjistit, jaké
koncentrace LA plisobi negativné ¢i letdlné na erytrocyty. Byl sledovan vliv rliznych
koncentraci LA na pocet a viabilitu erytrocytd. Ke stanoveni viability bunék byla
pouzita metoda vylucovani trypanové modii. Tato metoda je ¢asto vyuzivana v praxi ve
spojitosti s pocitanim erytrocyti. Tato metoda je pomérné jednoducha, a piedevsim
nendro¢na na pristrojové vybaveni. Nejprve byl testovan vliv nizkych koncentraci
kyseliny lipoové na viabilitu a pocet erytrocytli po 24 a 48 hodinové inkubaci. Pouzité
koncentrace LA byly 1, 5 a 10 pmol/l. Ani po 48 hodinové inkubaci nezpiisobila LA v
z4dné z testovanych koncentraci statisticky vyznamny rozdil v po¢tu a ve viabilité
erytrocytll v porovnani S kontrolou. Byl také testovan vliv vysokych koncentraci LA -
50, 100 a 250 pmol/l na viabilitu a pocet erytrocytii po 24 a 48 hodinové inkubaci. Ani
po 48 hodinové inkubaci nezptsobila LA v Zadné z testovanych koncentraci statisticky
vyznamny rozdil ve viabilité erytrocytli v porovnani s kontrolou. Statisticky vyznamny
vliv vysokych koncentraci LA na zménu poctu erytrocytli byl zaznamendn jiz po 24
hodinové inkubaci. Koncentrace 50 umol/l zptisobila ubytek bunék, ktery byl na hranici
statistické vyznamnosti. Koncentrace 100 pumol/l a 250 pmol/l zpiisobily statisticky
vyznamny pokles poc¢tu bunék oproti kontrole. Po 48 hodinové inkubaci byl
zaznamenan statisticky vyznamny ubytek v poctu erytrocytl jiz pfi koncentraci 50
pmol/l. Nami testované nizké koncentrace LA pfiblizné odpovidaji literdrné
podlozenym hodnotdm LA, které byly stanoveny v krevni plasmé€ po peroradlni
suplementaci 200 — 600 mg racemické smési LA, ktera se b&zn€ uziva pii 16¢bé
diabetickych pacienti ®® @ @) Nejvyssi testovand koncentrace LA byla 250 pmol/l.
Vyssi koncentrace zasobnich roztokli nebylo mozné ptipravit kvili Spatné rozpustnosti
LA, kterd se sice v pouzitém rozpoustédle DMSO rozpustila, ale poté v Ringerove
roztoku zpétné vykrystalizovala. Rozpustnost LA by se dala zvysit jejim rozpusténim v
ethanolu, ale bohuzel ethanol ma na erytrocyty toxicky vliv a sniZzoval by jejich viabilitu
(181)

Vysledky naseho experimentu koresponduji se studii Bhavsara a kol. ®3) v této
studii se zaméfili na sledovani jinych parametrii. Sledovali zvySovéni hladin Ca’®" jontd

V cytosolu, zvySovani ceramidu, pokles ATP a zménu velikosti erytrocyti vlivem
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pusobeni LA o riznych koncentracich. VétSinu téchto parametrii stanovovali na zakladé
pratokové cytometrie. Statisticky vyznamné zmenseni erytrocyti nastalo po 48
hodinové inkubaci jiz pfi koncentraci LA 20 pmol/l, hladiny ceramidu vzrostly po
pusobeni 50 pumol/l LA a k poklesu bunééného ATP doslo po inkubaci se 75 umol/l LA.

Z nasich vysledkti vyplyva, ze priliS vysoké koncentrace LA uvolnujici se
z DES, by mohly mit negativni vliv na erytrocyty a zptsobit anémii. V budoucnu bude
ziejm¢e nutné zjistit optimalni koncentraci LA a dobu, po kterou se bude uvoliovat ze
stentu. Bude nutné rovnéz zvazit aplikaci DES s LA u pacientli s hematologickym
onemocnénim, pii kterém dochazi k vyraznému snizeni hladiny erytrocytii. Na zakladé
hladin LA v krevni plasm¢ po suplementaci a stanovené cytotoxické koncentraci LA
usuzujeme, ze davky LA, které se terapeuticky podéavaji diabetikiim, by nemély

negativné pusobit na viabilitu ani pocet erytrocyti.

V dal$i casti této prace jsme se zaméfili na aminothioly, tedy homocystein, cystein,
methionin a cysteinyl-glycin. Zajem o sledovani této skupiny latek se v poslednich
letech neustale zvysuje, nebot’ byla pozorovana souvislost mezi jejich hladinami a fadou
onemocnéni, jako je napf. Alzheimerova choroba ¢i riizna kardiovaskularni onemocnéni
(137) (136) (138) " Ngkteré aminothioly jsou soucasti antioxida¢niho ochranného systému,
ucastni se udrZovani intra- a extracelularni homeostdzy organismu, podili se na
odstranovani $kodlivin zorganismu a Vneposledni fadé tvofi prekurzory a
meziprodukty fady metabolickych cest.

Celkovy homocystein byl na zdkladé mnoha studii vyhodnocen jako rizikovy
faktor fady onemocnéni. Vlastni mechanismus proaterogenniho ptisobeni homocysteinu
stale neni zndm. Existuje n€kolik moZnych mechanismi, kterymi homocystein muize
plsobit na cévy a tim podpofit rozvoj KVO, napt. vlivem neZddoucich U¢inkli na
endotel cév a bunky hladké svaloviny s naslednymi zménami v arterialni struktuie a jeji
funkci. Dochazi k zvySené proliferaci bunék hladké svaloviny cév, endotelialni
dysfunkci, oxidacnimu poSkozeni, zvySeni syntézy kolagenu a zhorSeni elasticity
arteridlni stény. Bylo také prok4zéano, ze hyperhomocysteinemie je spojena s vyS$im
rizikem vzniku vendzni trombdzy (1) (131) (152) (161) ‘Nnoho studii tedy povazuje zvySenou
hladinu celkového homocysteinu za rizikovy faktor KVO, ale nékteré studie toto
nepotvrzuji. Rovnéz zistava otazkou jeho vliv jako indikatoru odpovédi terapeutické
intervence. V soucasné dob¢ se fesi otazka, zda je mozné homocystein vnimat nejen

jako rizikovy faktor KVO, ale také predevSim jako biomarker. Vysledky nékterych
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studii jsou rozporuplné také v otazce vztahu homocysteinu a stupné stenodzy
Vv koronarnich tepnach (167) (182) (158)

Cystein je schopen diky své thiolové skupiné autooxidace za soucasné tvorby
ROS. Reaguje s radikalem oxidu dusnatého za vzniku nitrosocysteinu a tim vycerpava
jeho zéasobu. Tento fakt poukazuje na moznost jeho proaterogenniho uc¢inku. Cystein,
strukturné podobny homocysteinu, je dle fady autort rizikovym faktorem onemocnéni

koronarnich artérii, ale nékteré studie tvrdi opak (89 (184) (185)

. Na druhou stranu je
cystein vyznamnym antioxidantem a silnym vasodilatatorem, spolu s glutamatem a
glycinem tvofi nejznamé;jsi tripeptid GSH. GSH je hlavnim antioxidantem, ktery je
degradovan na cysteinyl-glycin, velmi reaktivni thiol, ktery generuje ROS (*# (160)

Tato studie probihala ve spolupraci s Kardiologickym oddélenim a Odd€lenim
klinické biochemie a diagnostiky (Pardubicka krajska nemocnice). Do vyzkumu bylo
zahrnuto celkem 143 pacientl. Pacienti byli rozdé€leni do tii skupin. Do skupiny A se
zatadili pacienti s podezienim na CAD a byli rozdéleni dle rozdili koronarografického
nalezu. Ve skupiné B byli pacienti s prokdzanym onemocnénim CAD a byli rozdéleni
dle stupné zavaznosti onemocnéni. Do skupiny C se zafadili pacienti ze skupiny B, u
kterych bylo nutné provést PCI a byl sledovan okamzity vliv PCI na hladiny
sledovanych aminothiolti. Vzor karty pacientt je uveden v Ptiloze 5.

Zakova M se ve své disertaéni praci zabyvala stanovenim aminothiolll u
pacienti s CAD (studie A). Tito pacienti méli podezieni na CAD, byla zjisténa
ptitomnost rizikovych faktor CAD a trpé&li typickymi ¢i atypickymi symptomy CAD.
Pacienti sjinymi zavaznymi onemocnénimi, pacienti s jiz diive prodélanou PCI ¢&i
prodélanym korondrnim bypassem, byli z této skupiny vylouceni. Ke zjisténi stupné
koronarni restendzy byla vyuZita metoda koronarni angiografie a na zdklad€ nalezu byli
pacienti rozdéleni do dvou skupin, s negativnimi a pozitivnimi nalezy. Negativni nalez
byl definovan nepfitomnosti sten6zy v korondrnich artériich. Pozitivni nélez byl
charakterizovan jako vice nez 70% stendza koronarni artérie nebo vice jak 50% stenoza
arteria coronaria sinistra. Tricet osm pacienti mé¢lo angiograficky negativni nalez, 37
pacientll mélo pozitivni angiograficky ndlez, ale tito pacienti neméli akutni formu CAD
a byli 1éCeni konzervativné. Nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily v prevalenci
diabetu, pre-diabetu, hypertenzi a onemocnéni ledvin mezi sledovanymi skupinami.
Hypertenze byla diagnostikovana u nediabetikii jako systolicky tlak vétsi nez 140 mm
Hg nebo diastolicky tlak vétsi nez 90 mm Hg, u diabetikli vétsi nez 130/80 mm Hg.

Pocet pacientti, ktefi uzivali hypolipidemické 1éky a pocet byvalych kutakii byl rovnéz
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srovnatelny, avSak rozdil v poctu kutfdkli byl statisticky vyznamny. Pacienti
S pozitivnimi nalezy méli signifikantn€ niz$i hladiny HDL-C (p = 0,031) a albuminu (p
= 0,026) ve srovnani s pacienty s negativnimi nalezy. Navic méli signifikantné vyssi
hladiny TAG (p = 0,013) a vyssi IA (p = 0,023). Nebyly nalezeny zadné statisticky
vyznamné rozdily v hladindch aminothioli mezi pacienty s pozitivnim a negativnim

(149 Ze studie tedy vyplyvd, ze zvySend hladina homocysteinu neni

nalezem
pravdépodobné citlivym ukazatelem stendzy v koronarnich artériich. Charakteristika
pacientd a vysledky studie A jsou uvedeny v Piiloze 6.

Hlavnim cilem bylo ovéfit vyznam homocysteinu jako biomarkeru v klinické
praxi a dalsim cilem bylo ziskat obecny piehled o celkovém metabolismu methioninu
U pacientti s CAD a ov¢étit okamzity vliv PCI na hladiny methioninu a jeho metabolita.

Sedesat osm pacientii, u kterych bylo angiograficky prokdzané CAD, byli
zafazeni do studie B (n = 68, 41 muzt a 27 Zen). Tento soubor pacientil byl rozdélen do
tii skupin. Pacienti s akutni formou CAD (infarkt myokardu s nebo bez ST elevace,
nestabilni angina pectoris), s chronickou formou CAD (stabilni angina pectoris) a
pacienti s progresivnim priabéhem CAD nebo pacienti, ktefi byli hospitalizovani
k dokonéeni revaskularizace po akutnim CAD. Dvacet devét pacienti mélo akutni
formu CAD, 22 chronickou formu a 17 pfislo k dokon¢eni RV. Nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil v prevalenci diabetu, pre-diabetu a onemocnéni ledvin mezi
sledovanymi skupinami (tabulka 15). RovnéZ nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
Vv poctu kutaki a hypertonikl. Byly zjiStény signifikantni rozdily v hladinach albuminu,
celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a stupné indexu aterogenity ve sledovanych
skupinach. Ve studii B byly zjistény statisticky vyznamné zvySené¢ hladiny
homocysteinu u pacientii s akutni formou CAD ve srovnani s pacienty s chronickou
formou CAD. Dle naSeho nazoru, rlizny pocet kuiakll ve skupiné¢ nebyl divodem
signifikantniho zvySeni hladiny homocysteinu, nebot’ rozdil v poctu kutaki byl téméft na
hranici vyznamnosti (p = 0,0433) ve srovndni s vyraznym rozdilem v hladinach
homocysteinu (p = 0,0003). Navic pacienti s akutnim CAD méli vyssi hladiny
homocysteinu nez pacienti, ktefi pfiSli k dokonceni RV po neddvném prodélani
akutniho CAD. Tito pacienti, ktefi byli neddvno akutn¢ léCeni, maji vyssi hladiny
homocysteinu ve srovnani s pacienty s chronickym CAD, i kdyZ tyto rozdily jsou na
hranici vyznamnosti. Dfivéjsi intervence neni divodem zvySeni hladiny homocysteinu,
protoZze pacienti se vraceli za 1-7 tydnli po prvni PCI a homocystein mé v plasmé kratky

biologicky polocas (3-4 hodiny). U pacientl, kteti se vratili k dokonceni RV, doslo
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k statisticky vyznamnému poklesu hladin cysteinu, cysteinyl-glycinu a methioninu pied
druhou intervenci ve srovnani s pacienty s akutni a chronickou formou CAD. Tento stav
je pravdépodobné spojen se zvySenym oxida¢nim stresem, kdy je preferovana
transsulfura¢ni draha, ktera zvySuje spotiebu cysteinu. Zda se tedy, ze cystein hraje
dualezitéjsi ulohu Vv organismu jako antioxidant nez jako rizikovy faktor u pacientt
s CAD. Nase zjisténi jsou v souladu s n¢kterymi studiemi, které tvrdi, Ze hladina
homocysteinu v plasmé je spiSe spojena se zvySenym rizikem CAD neZz hladiny
cysteinu. Charakteristika pacientli a vyhodnoceni vysledki je shrnuto v tabulkach 9,17 a
18.

Do studie C byli vybrani pacienti ze skupiny B (n=44, 35 muzi a 9 Zen), u

kterych nasledovala po angiografii PCIl. Vzorky krve se odebirali pted zakrokem, 24 a
48 hodin po PCI. Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily v hladinach
homocysteinu a cysteinu pred, 24 a 48 hodin po zékroku. Hladiny methioninu a
cysteinyl-glycinu byly signifikantné vyssi po 24 a 48 hodinach po PCI ve srovnani
s hladinami ptfed zakrokem (tabulka 19). V soufasné dobé se dokoncuje sbér
kontrolnich vzorkl pacientti piil roku po prodélaném zakroku PCI.
Pacienti vSech skupin uzivali aspirin, antagonisty vapniku, betablokatory, inhibitory
ACE, ACE 1 (inhibitory angiotensin konvertujiciho enzymu), nitraty a peroralni
antidiabetika. Informovany souhlas byl ziskan od vSech pacientti. Studie byla schvalena
etickou komisi Krajské nemocnice Pardubice z 13. prosince 2013 (Ptiloha 7).

Hladiny celkového homocysteinu, cysteinu, methioninu a cysteinyl-glycinu byly
stanoveny metodou HPLC s coulometrickou detekci. Aminothioly byly separovany na
kolon¢ s vazanou reverzni fazi (C18). Eluce byla isokratickd, mobilni fazi byla smés 5%
acetonitrilu v roztoku 20mmol/l dihydrogenfosfore¢nanu sodného a 10mmol/l oktan-1-
sulfonanu. Kapravé pH (2,82) byla pouzita 85% kyselina trihydrogenfosforeéna.
Rychlost priutoku mobilni faze byla 1 ml/min a kolona byla temperovana pii 25 °C. Po
HPLC separaci byly aminothioly detekovany elektrochemickym detektorem Coulochem
II, vybaveny duélni analytickou celou (Model 5010) a ochrannou celou (Model 5020).
Nastaveni detektoru bylo nasledujici: Eg = +850 mV, E1 = +450 mV, citlivost 10 pA,
E2 = +750 mV, citlivost 100 pA; 0,1-7 min, 5 pA; 7,1-40 min, upraveno dle .
Srovndani s literaturou

Sarwar a kol. “®7) tyrdi, Ze signifikantni vztah mezi hladinami homocysteinu a
subklinickou fazi aterosklerézy ukazuje na potencidlni vyuZziti homocysteinu jako

ukazatele v brzké asymptomatické fazi rozvoje tohoto onemocnéni. Tato studie je
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vrozporu s autory Lin a kol. %8

, ktefi tvrdi, Ze homocystein neni vyznamnym
ukazatelem aterosklerotické zatéze a koronarni sten6zy. Gurel a kol. (189 dokonce ve své
studii uvadéji, ze homocystein neni uziteCnym parametrem pro c¢asnou predikci
subklinické aterosklerdzy. Situace neni vyjasnénd ani u pacientli se symptomatickou
aterosklerdzou. VétSina literatury prokazuje na statisticky vyznamné rozdily v hladinach
celkového homocysteinu v plasmé pacientd s pozitivnimi a negativnimi

koronarografickymi nalezy (182) (158) (159)

, avSak nékteré studie tvrdi, Ze tento rozdil byl
nevyznamny (158). Vysledky studie A (146) ge shoduji s vysledky autortt Donnor a kol. (170
ktefi tvrdi, Ze rozdil v hladindch homocysteinu mezi angiograficky odlisSnymi skupinami
je nevyznamny. Tyto kontroverzni zdvéry mohou byt ¢astecné vysvétleny tim, ze se
autofi zabyvali porovnavanim pacienti s riznymi rizikovymi faktory. VétSina autort
uvadi statisticky vyznamné rozdily ve véku, poctu kufdkl, diabetu, hypertonickych
pacient(i nebo hladinach lipidé %8 @59,

Zvysena hladina homocysteinu miize byt spojena se zvySenou nestabilitou CAD,
tedy s riznym stupném zavaznosti tohoto onemocnéni. V minulosti bylo publikovano
mnoho informaci tykajicich se homocysteinu, ale timto vztahem se zabyvalo jen né¢kolik
studii v poslednich deseti letech. Jejich zavéry jsou pon€kud nejasné. Stupen zavaznosti
onemocnéni bylo zkoumdno rlznymi metodami. Navic jsme v dostupné literatufe
nenasli informace tykajici se pacienti, ktefi byli hospitalizovani po dokonceni RV. Nase
zjisténi jsou v souladu s kolektivem autord Basati a kol. (189) kteii ve své studii zjistili
statisticky vyznamné vy$s$i hladiny homocysteinu u pacientli s nestabilni angina
pectoris ve srovnani se stabilni formou a kontrolni skupinou. Podobné Liu a kol. (187)
porovnavali pacienty s akutnim infarktem myokardu, pacienty se stabilni a nestabilni
angina pectoris a pacienty s nekoronarni srde¢ni chorobou. Poukazali na rostouci
prevalenci hyperhomocysteinemie s rostouci zavaznosti onemocnéni. Na druhou stranu
Vizzardi a kol. “®® dospéli k zavéru, Ze hladina homocysteinu nekoreluje se zavaznosti
CAD ve skupiné pacientl s nestabilni anginou.

Dalsi moznosti je urCeni stupné zavaznosti onemocnéni podle poctu postizenych
koronarnich artérii. Vysledky, které publikovali Chai a kol. (189) podporuji hypotézu, ze
homocystein je nezavislym prediktorem u pacientl s viceCetnym postizenim
koronarnich artérif. Podobné Oudi a kol. ® a Shenoy a kol. ™V dospéli k zavéru, ze
zvysené hladiny celkového homocysteinu koreluji s poctem postizenych artérii. Naopak,
nektefi autofi tvrdi, Ze neexistuje Zadna korelace mezi hladinou homocysteinu a

rozsahem CAD na zéklad¢ poctu stenotickych koronarnich artérii (182)
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Jini autofi nalezli korelaci mezi hladinou homocysteinu v plasmé a indexem
perfize myokardu u pacientd se scintigraficky prokdzanym CAD, nebo zjistili
souvislost mezi zvySenymi hladinami homocysteinu a koronarnimi angiografickymi

nalezy, délkou sledovénti, srdeéni smrti a nefatalnim infarktem myokardu @92 %3,

Yurtas a kol. ¢

ve své studii poukazuji na vyznamnou patofyziologickou
souvislost mezi zvySenymi hladinami homocysteinu, stupném ischemickych nélezl a
zavaznosti pomalého pritoku u pacientli s pomalym koronarnim tokem.

Wu a kol. @ tvrdi, ze vysoké hladiny homocysteinu mohou zpiisobit sniZzeni
aktivitu thioredoxinu, coz uizce souvisi s rozsahem a zavaznosti CAD.

Koubaa a kol. %9

ptedpokladaji, ze vztah mezi vysokou hladinou homocysteinu
a stupném zavaznosti CAD muze byt casteén¢ vysvétlen snizenymi hodnotami
thiolaktonasové aktivity u téchto pacienttl.

Nase vysledky podporuji hypotézu, Ze homocystein nelze vyuZzit pro vcasnou
diagnostiku stendzy v koronarnich arteriich, ale zda se, ze by mohl byt dobrym

biomarkerem zévaznosti jiz prokdzaného CAD.
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[ Zavér

Prvni Cast prace byla zamétfena na ovéfeni endogennich hladin kyseliny lipoové
v plasm¢ nesuplementovanych dobrovolnych darci krve. Byly optimalizovany
chromatografické podminky a pfiprava vzorku. Byla nastavena maximalni citlivost
detektoru, minimalizovano fedéni vzorku a modifikovan proces extrakce na pevné fazi.
Mez detekce a kvantifikace této metody byl 1,85 a 5,18 nmol/l, tedy niz8$i nez
v predchozich dvou studiich (2,4 a 4,9 nmol/l), které se zabyvaly taktéz stanovenim
kyseliny lipoové u nesuplementovanych jedinci. Nicméné i pfesto nebyly hladiny
kyseliny lipoové u vSech 40 dobrovolnych darct detekovatelné. Vysledky nasi studie
naznacuji, ze endogenni koncentrace kyseliny lipoové jsou nizsi nez 1,85 nmol/l. Tato
metoda byla vyuzita k ovéfeni hladin kyseliny lipoové v plasmé u suplementovanych
dobrovolnych darct krve a je pfipravena pro dalsi studie zabyvajici se podavanim LA
pacientim.

V druhé ¢asti prace byla zkoumana cytotoxicita kyseliny lipoové na erytrocyty.
Byl zkouman vliv nizkych (1, 5, 10 pmol/l) a vysokych (50, 100, 250 pmol/l)
koncentraci kyseliny lipoové na viabilitu a pocet erytrocyti po 24 a 48 hodinové
inkubaci. Cely rozsah nami testovanych koncentraci nezpusobil statisticky vyznamné
zmeény ve viabilité erytrocyti ani po 48 hodinové inkubaci. RovnéZ nizké koncentrace
nezpusobily statisticky vyznamné zmény v poctu erytrocytd ani po 48 hodinové
inkubaci. Avsak na pocet erytrocytt mély vysoké koncentrace statisticky vyznamny vliv
JiZ po 24 hodinové inkubaci.

V tieti Casti prace byly stanoveny hladiny homocysteinu, cysteinu, methioninu a
cysteinyl-glycinu v plasmé pacient vysokoudinnou kapalinovou chromatografii
s elektrochemickou detekci. Studie se ucastnilo 68 pacientd s prokdzanym
onemocnénim korondrnich artérii, kteti byli rozd€leni do tfi skupin podle zavaznosti
onemocnéni. Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily v prevalenci diabetu,
pre-diabetu a onemocnéni ledvin mezi sledovanymi skupinami. RovnéZ nebyl nalezen
statisticky vyznamny rozdil v poctu kutdki a hypertonikd. Byly zjiStény signifikantni
rozdily v hladinach albuminu, celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a stupné
indexu aterogenity ve sledovanych skupindch pacientli. Byly zjiStény statisticky
vyznamné zvySené hladiny homocysteinu u pacientli s akutni formou ve srovnani
s pacienty s chronickou formou tohoto onemocnéni. Nase vysledky podporuji hypotézu,

ze homocystein nelze vyuzit pro v€asnou diagnostiku stendzy v korondrnich arteriich,
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ale zda se, ze by mohl byt dobrym biomarkerem zavaznosti jiz prokazaného
onemocnéni koronarnich artérii. ZvySené hladiny homocysteinu koreluji s nestabilitou
onemocnéni a potiebou 1é¢by. U pacientt, ktefi se vratili k dokonceni revaskularizace,
doslo k statisticky vyznamnému poklesu hladin cysteinu, cysteinyl-glycinu a
methioninu pfed druhou intervenci ve srovnani s pacienty s akutni a chronickou formou
onemocnéni. Tento stav je pravdépodobné spojen se zvysenym oxida¢nim stresem, kdy
je preferovana transsulfuracni draha, ktera zvySuje spotiebu cysteinu. Zda se tedy, ze
cystein hraje dulezitéjsi ulohu v organismu jako antioxidant nez jako rizikovy faktor u
pacientli s onemocnénim koronarnich artérii. Z této skupiny pacient bylo vybrano 44
pacienttl, u kterych nasledovala po angiografii perkutanni koronarni intervence. Vzorky
krve se odebiraly ve tfech casovych bodech, pfed zakrokem, 24 a 48 hodin po
intervenci. Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily v hladinach
homocysteinu a cysteinu pred, 24 a 48 hodin po zékroku. Hladiny methioninu a
cysteinyl-glycinu byly signifikantné vys$§i po 24 a 48 hodinach po intervenci ve

srovnani s hladinami pted zédkrokem.
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8 Prilohy

Ptiloha 1 Dotaznik a pisemny informovany souhlas dobrovolnych darct krve.

Ptiloha 2 Pisemny informovany souhlas pacientt.

Ptiloha 3 Dotaznik pacienta, vypis z chorobopisu.

Pfiloha 4 Chromatograficky zaznam standardu LA (500 nmol/l) a interferujiciho amylenu.
Ptiloha 5 Vzor karty pacientd.

Ptiloha 6 Charakteristika pacientii a vysledky studie A.

Pfiloha 7 Souhlas etické komise.
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Priloha 1 Dotaznik a pisemny souhlas dobrovolnych darct krve.

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE
VéZzena pani, vazeny pane,

V soucasné dobé probiha ve spolupraci s Univerzitou Pardubice studie ,,Dynamika zanétu po implantaci
koronarniho stentu”. Tato vyzkumna prace je zaméfena na sledovani ukazatel zanétu a oxidacniho stresu v krvi pacientd
se ziZenim koronarnich tepen po implantaci stentu. Pro vyhodnocent je tieba jednotlivé parametry porovnat s hodnotami

u skupiny zdravych osob.

Zatéz vyplyvajici ze zatazeni do studie spociva v jednom odbéru 25 ml krve a v odpovéedi na ne¢kolik nize uvedenych

otazek. Dalsi podrobnosti a informace Vam budou na pozadani sdéleny.
Vase ucast na této studii je zcela dobrovolna.
Zena - muZ: e Odbérové cislo: ...............
VVSKQ:..c.oooiiiiiininnann. Vaha: ......ccccooooveviiinininens
Nelécite se pro onemocnéni Stitné zZlazy?.................c.........
Trpite néjakym ONEMOCHENIM? ............cccccciviiiiiiiiiiiiiiie it

PISEMNE PROHLASENI O SOUHLASU S UCASTI VE STUDII

Byl(a) jsem seznamen(a) s povahou studie a souhlasim se zafazenim do tohoto vyzkumného projektu.

Dale souhlasim s tim, Ze Gidaje 0 mé osob¢, které byly ziskany béhem studie, budou piedavany tretim osobam pouze

v anonymni formé, tzn. bez uvedeni mého jména.

V Pardubicich dne ................ Podpis (ucastnika studie): .........................

Se ziskanymi osobnimi udaji bude nakladano jako s ochrafiovanymi skute¢nostmi a tyto tidaje budou vyuzity pouze
pro potieby studie. Resitel odpovida za to, Ze s krvi bude nakladano dle pravidel platnych pro biologicky material.

V Pardubicichdne ................ Podpis (fesitele studie): ...........ceeeeinnne.
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Ptiloha 2 Pisemny informovany souhlas pacienta.

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE
Vazena pani, vazeny pane,

v soucasné dobé probiha na naSem pracovisti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice vyzkumna préce (studie)
S nazvem ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stentt‘.

Tato vyzkumna prace je zaméfena na sledovani ukazatelli zanétu a oxidacniho stresu v krvi pacientii po
perkutanni  koronarni  intervenci (PCI) a  vyhodnoceni jejich vyznamu v  zavislosti na
typu pouzitého stentu.

V soucasné dobé¢ je standardni 1é¢bou ischemické choroby srdec¢ni tzv. perkutanni koronarni intervence (PCI),
ktera spociva v roztazeni zizeného mista véncité tepny specialnim balonkem a jeho nasledné vyztuZeni stentem.
Stentli je n€kolik typl, nejcastéji jsou pouzivany stenty kovové, jejichz struktura je potazena lécivou latkou,
kterd se postupné uvolituje a brani naslednému opétovnému zuzovani véncité tepny v reakci na cizi material
stentu. Tyto stenty oznaCujeme jako tzv. ,lé¢kové stenty”. Novéji jsou dostupné stenty, které jako kostru misto
kovu vyuzivaji organickou latku (kyselinu polymlécnou), kterd se v organismu postupné rozklada, az ptiblizné
po dvou letech z organismu zcela zmizi. Vyhodou tohoto typu stentu je moznost navraceni véncité tepny do
stavu blizkého stavu ptivodnimu, tedy se zachovanou schopnosti reagovat na pfirozené podnéty k rozsiteni ¢i
zuzeni tepny. Nevyhodou je pak nemoznost zavést tyto stenty do vSech typt zaZeni, tj. nelze je vyuzit ve vSech
situacich. Tyto stenty nazyvame ,absorbovatelné stenty” a jsou rovnéz potazené vyse uvedenym léCivem
zabranujicimu opétovnému zuZeni tepny.

V piedkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni téchto dvou typi
stentll. Pfedchozi prace prokazaly, Ze ¢im vys$i je zanétliva reakce po vykonu na véncité tepné, tim vyssi je
riziko pozdéjsich komplikaci ve smyslu opétovného zuzovani véncité tepny ¢i srde¢niho infarktu.

Kcasti v této vyzkumné praci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, Ze Vas zdravotni stav vyzZaduje oSetfeni
zuzeni véncité tepny stentem a zaroven jde o zuzeni tepny, které je vhodné k zavedeni obou typt stentd.

V ptipad€, Ze se rozhodnete pro ucast v této vyzkumné praci, bude na zakladé nahodného vybéru (tzv.
randomizace) zvolen k oSetfeni z(izeni véncité tepny jeden z vyse uvedenych typu stentd. Rizika spojena s tcasti
ve studii se neli$i od béznych rizik v souvislosti s PCI a zavedenim stentu. Tato rizika jsou podrobné popsana
V Informovaném souhlase s provedenim koronarografie/PCI, ktery jste pfed vykonem podepsal/a.

Zatéz vyplyvajici ze zatazeni do studie spociva ve tfech odbérech 19 ml krve béhem stavajici hospitalizace a ve
vyplnéni dotazniku, dale v klinické kontrole a odbéru krve po jednom roce. Dal$i podrobnosti a informace Vam
budou na pozadani sdéleny.

Vase tcast na této studii je zcela dobrovolna.

Jméno:
Poradové ¢islo:

PISEMNE PROHLASENI O SOUHLASU S UCASTI{ VE STUDII
Byl(a) jsem seznamen(a) s povahou studie a souhlasim se zafazenim do tohoto vyzkumného projektu.
Dale souhlasim s tim, Ze udaje o mé osobé, které byly ziskany béhem studie, budou

predavany tietim osobam pouze v anonymni formé, tzn. bez uvedeni mého jména a identifikac¢nich
udaju.

V Pardubicich dne ................ Podpis (G¢astnika studie):

Se ziskanymi osobnimi udaji bude nakladano jako s ochranovanymi skute¢nostmi a tyto
udaje budou vyuzity pouze pro potieby studie a nebudou sdélovany tietim osobam.

V Pardubicich dne ................ Jméno a podpis (tesitele- studie):
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Ptiloha 3 Dotaznik pacienta.
STUDIE ,,Dynamika hsCRP po PCI pro stabilni anginu pectoris ”

Poradové ¢islo: ¢. chorobopisu:
1/ Jméno a pFijmeni:
2/ Pohlavi: a/ muz b/ Zena rodné Cislo:
3/ Adresa bydlisté:
telefon:
4/ Datum narozeni: Vék:
5/ Vyska: Viha: BMI:
Obvod pasu:
6/ Krevni tlak p¥i prijeti:
7/ Jaké je vaSe nejvyssi dokoncené vzdélini?
a/ zékladni skola
b/ vyuceni bez maturity
¢/ vyuceni s maturitou
d/ stiedni §kola s maturitou
e/ vysoka Skola
8/ Mél vas otec, bratr ¢i syn projevy anginy pectoris nebo infarkt myokardu ve véku
mladSim 55 let?
a/ ano b/ ne
9/ Méla vase matka, sestra ¢i dcera projevy anginy pectoris nebo infarkt myokardu ve
véku mladSim 65 let?

a/ ano b/ ne
10/ Rekl Vam nékdy lékat, Ze u Vis byla zji$téna cukrovka (diabetes mellitus)?
a/ ne
b/ano  Pokud ano, jak se lécite?
a/ jen tabletami

b/ jen insulinem
¢/ insulinem 1 tabletami
d/ jen dietou

11/ Rekl Vam nékdy léka¥, Ze mate zvySeny nebo vysoky krevni tlak?
a/ ne
b/ ano - kdy to bylo:
12/ Kourite nyni cigarety?
a/ ne
b/ ano
Pokud ano:  koufite pravidelné alespori 1 cigaretu denné? a/ ano b/ ne
kolik cigaret v praméru vykoufite za den? (uvedte) ...........
v kolika letech jste zacal koufit? (uved'te) .........

133



Ptiloha 3 Dotaznik pacienta (2. ¢ast).

13/ Pohybujete se ¢asto v zakoufeném prostiedi? a/ano b/ ne

14/ Kolik piva, vina a destilati jste vypil v poslednim tydnu pfed hospitalizaci (primérné

pijete tydné)?
Pivo (v litrech, s pfesnostina 0,5 I): .............. litru
Vino (v litrech, s pfesnosti na 0,2 I): ...............litru

Destilaty (pocet malych pandkd, tj. 0,02]) ............
15/ Byla u vas zji§téna tato onemocnéni? Pokud ano, uved’te i ve kterém roce.
a/ angina pectoris 5]y S
b/ ischemicka choroba dolnich koncetin - stupefi, od . ........
¢/ cévni mozkova pithoda - vr. ......
d/ infarkt myokardu kdy:
e/ ostatni zavazné prodéland onemocnéni
16/ Uzival jste statiny pied prijetim?
a/ ne
b/ ano
Pokud ano, uved'te nazev:
déavku:
jak dlouho je uzivéte
16/ Uzival jste béhem posledniho tydne pied hospitalizaci néjakeé léky nebo vitaminy
nebo dostal jste néjaké injekce?

a/ ne
b/ ano
Pokud ano, jaké léky to byly?
Nézev léku a davka Davkovéni Zplsob podéni | UZivani
(pravidelné nebo

(firemni nazev, sila)
dle potieby)
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Ptiloha 3 Dotaznik pacienta - Vypis z chorobopisu (3. ¢ast — vypliuje 1ékar).

Vypsat z chorobopisu:
Diagnéza pri prijeti:

Medikace p¥i pFijeti (v den prijmu)

Nazev léku a davka Davkovani Zpisob podani

(firemni nazev, sila)

Komplikace pribéhu:
Projevy levostranné srdeéni insuficience dle Killip - Kimballa béhem prvnich 48 hod.:

[ II 1T IV

Arytmie v prubéhu hospitalizace :
a/ ne
b/ ano - do 48 hod. od pfijeti, jaka a kdy:

po 48 hod. od pfijeti, jaka a kdy:

Recidiva ischemie

Umrti — piicina, kdy:

Diagnéza p¥i propusténi z nemocnice, pribéh hospitalizace:
Echokardiografie:

Ejekéni frakee:

Kazdy den EKG

Datum propusténi z nemocnice, ev. datum Gmrti:

KO - Pocet neutrofili:

Hemoglobin:
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Ptiloha 4 Chromatograficky zaznam standardu LA (500 nmol/l) a interferujiciho
amylenu.

20-
LA
104
2
s
£
]
%
o
o
S

A
-104

B
20 . . : . .

8 10 12 14 16 18

Cas, min

Chromatograficky zaznam interferujiciho stabilizatoru. (A) vodny standard kyseliny lipoové pro
demonstraci reten¢niho ¢asu, (B) interferujici stabilizator obsazeny v dichlormethanu.
Podminky HPLC analyzy: isokraticka eluce (mobilni faze: 35% ACN v 20mmol/l NaH,PQO,, pH
2,8), pratok mobilni faze byl 1 ml/min, separace probihala pti 37 °C.
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Ptiloha 5 Vzor karty pacienta.

Pohlavi:

Pacient ¢islo:
Zakladni DG

Dalsi DG

STENT NOVE IMPLANTOVANY
Pocéet:

Material:

Lokalizace:

(% restenozy)

STENT v MINULOSTI
Ano x Ne
DalSi problematicka tepna: Ano x Ne

KOMPLIKACE ZAKROKU
Periproceduralni IM:

Levostranna insuficience
(béhem prvnich 48 hodin):

DM — Ano x Ne

Koureni — Ano X Ne

ovw 7

Tlak p¥i prijeti-

PULZ:

Lécba pro hypertenzi: Ano x Ne

AIM v minulosti: Ano X Ne
CMP v minulosti: Ano x Ne
ICHDK v minulosti: Ano x Ne

Rodinna anamnéza

Otec, bratr, syn AP nebo AIM pod 55 let:

Matka, sestra, dcera AP nebo AIM pod 65
let:

Statiny:

Jiné zavazné onemocnéni:

Dlouhodoby vyvoj:

IM infarkt myokardu; DM diabetes mellitus; AIM akutni infarkt myokardu; CMP cévni mozkova
ptihoda; ICHDK ischemicka choroba dolnich konéetin; AP angina pectoris
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Ptiloha 6 Charakteristika pacientl a vysledky studie A.

Negativni nalez Pozitivni nalez Hodnota p

(n=38) (n=237)

61,0 let (40-79) 64,4 let (47-83)
muzi (n) 19 (50,0 %) 24 (65,0 %) -

55,3 let (40-72) 62,9 let (47-83) -
zeny (n) 19 (50,0 %) 13 (35,0 %) -

66,6 let (48-79) 67,2 let (53-80) -
kufaci 0 (0 %) 5 (13,5 %) 0,023
ex-kutaci 2 (5,3 %) 7 (18,9 %) NS
hypertenze 28 (74,2 %) 28 (75,6 %) NS
diabetes 7 (18,5 %) 14 (37,8 %) NS
pre-diabetes 0 (0 %) 1(2,7 %) NS
onemocnéni 6 (15,9 %) 6 (16,2 %) NS
ledvin
BMI 27,9+3,9 28,1+ 4,6 NS
glukosa (mmol/l) 6,8+1,4 75+17 NS
albumin (g/l) 41,2+3,3 39,6 +5,4 0,026
tCh (mmol/l) 53+0,9 54412 NS
LDL-C (mmol/l)  3,1+0,7 33+0,9 NS
HDL-C (mmol/l)  1,3+0,3 1,1+03 0,031
TAG (mmol/l) 15+05 2,1+0,6 0,013
1A 34+1,1 4,1 +1,7 0,023
statiny 13 (34,5 %) 21 (56,7 %) NS
fibraty 5 (13,3 %) 3 (8,1 %) NS

BMI body mass index; tCH celkovy cholesterol; TAG triacylglyceroly; 1A index aterogenity; NS zadny
vyznamny rozdil (z angl. no significant)
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Pfiloha 7 Souhlas etické komise.

Stanovisko Etické komise pri Pardubické krajské nemocnici, a. s.
ze dne 13. 12. 2013 (15.00 h)

Piitomni: MUDr. Josef Hajek. CSc.. MUDr. David Stuchlik, MUDr. Jan Mejzlik, Ph.D.,
Megr. Jaroslav Prochazka, JUDr. Josef Rokos, Mgr. Jana Skvriakova. Ph.D..
MUDr. Marek Sychra, MUDr. Petr Formanek. doc. MUDr. Edvard Ehler. CSc..
Omluveni: MUDr. Zuzana Kala Grofova, Anna Némcova.

Schuzi zahgjil a fidil MUDr. Josef Hajek. CSc. )
Sekretarka EK seznamila ¢leny s korespondenci se SUKL a multicentrickymi etickymi komisemi za obdobi
25.11.2013 —13.12.2013.

434/13.12.2013

. MUDir. Vojtéch Novotny. Iékai kardiologického odd. PKN. a.s.. pozadal ¢leny EK o souhlas

s provadénim studie s nazvem ,,Zanétliva odpovéd’ po implantaci absorbovatelnych koronarnich stentua“.
Studie je zaméfena na sledovani zanétlivé reakce, novych markeru oxidac¢niho stresu a dalsich biochemickych
parametra u pacientt s ischemickou chorobou srde¢ni a uskute¢ni se v ramei spoluprace Pardubické krajské
nemocnice, a.s., Kardiologického centra Agel, a.s. a Univerzity Pardubice na Kardiologickém oddéleni

s védomim a pod dohledem prim. MUDr. Petra Vojtiska, CSc. a MUDr. Iva Varvaiovského, Ph.D.

Studie nema komeréni charakter a rozsituje jiz probihajici studii. schvalenou Etickou komisi pii PKN, a.s. dne
11.5.2012. Ziskana data vyuzije MUDr. Vojtéch Novotny k sepsani diserta¢ni prace v ramci doktorského
studijniho programu (Ph.D.) na Lékatské fakulteé Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, skolitelem je doc.
MUDr. Josef Stasek, Ph.D.

Na studii se budou podilet:

Kardiologické oddéleni: prim. MUDr. P. Vojtisek, CSc.. MUDr. V. Novotny

Kardiologické centrum Agel. a.s.: MUDr. I. Varvafovsky, Ph.D., MUDr. J. Matéjka, Ph.D.. MUDr. V.
Rozsival, CSc.. MUDr. V. Novotny.

Oddeleni klinické biochemie a diagnostiky: prim. PharmDr. J. Skalicky, Ph.D., Mgr. J. Kovarik

Univerzita Pardubice:MUDr. V. Muzakova. Ph.D.. Mgr. P. Zakova., Ph.D.. Doc. Mgr. R. Kand'ar, Ph.D.

Byly ptedlozeny dokumenty: protokol studie, informovany souhlas, pacientsky dotaznik, informovany souhlas
s provedenim koronarografie /PCI, informace vyrobct o stentech.

Clenové EK studii po prostudovéni predlozenych dokumentii — v souladu s ICH GCP — schvalili.

V Pardubicich 13. 12. 2013
Zapsala: Ivana Faiklova

Predbézny termin piisti schuize etické komise: 24. 1. 2014

B EE R Revorannnns
MUDY. Josef Hajek. CSc.
predseda Etické komise pti Pardubické krajské nemocnici. a. s
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Eticka komise p¥i Pardubické krajské nemocnici, a. s.

- jeji slozeni na schuzi konané

7 ] -
Jh A /s 7.

I T Tol XA )
Qe ssicsiiisisavionvensons '

podpis

MUDTr. Josef Hajek, CSc. — predseda EK S L
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. \ hor | F
Boc. MUDr. Edvard Ehler, CSc. — Clen EK ‘ | (},\ ﬁf
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. L \’f o
MUDr. Petr Formének — ¢len EK \ i
zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s. | tk ‘ 1’,\ o

MUDr. Zuzana Kala Grofova — ¢lenka EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

|MUDr. Jan Mejzlik, Ph.D. - ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

Anna Némcova

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

Mgr. Jaroslav Prochézka — ¢len EK

neni zaméstnan v Pardubickeé krajské nemocnici, a.s.

JUDr. Josef Rokos — ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

MUDr. David Stuchlik — ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemocnice, a.s.

MUDr. Marek Sychra — ¢len EK

zaméstnanec Pardubické krajské nemochice, a.s. | »'* W T
Mgr. Jana Skvrnakova, Ph.D. ‘ / i
// 7 i ‘

neni zaméstnana v Pardubické krajské nemocnici, a.s.
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Prohlaseni / Declaration

a novelizovanou vyhlaskou o Spravné klinické praxi ¢. 226/2008 Sb., a Ze vyjadreni bylo

poskytnuto dostateénym poc¢tem ¢lent EK.

)

the Amended Act on Pharmaceuticals No. 378/2007 Coll. and the Amended Decree of Good
Clinical Practice No. 226/2008 Coll., and that the notification was provided by a sufficient

number of members.

V Pardubicich dne ........

Eticks Xomise

...............................................................................

Etické komise pFi Pardubické krajské nemocnici, a.s.

EC Chairman’s /Designee’s Signature
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