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ANOTACE

Tato bakaldrska prdce se zabyva ischemii modifikovanym albuminem a jeho vyuzitim v detekci
kardiovaskularnich onemocnéni a jejich rizikovych faktoru. V praci popisuji vznik, kinetiku a
moznosti stanoveni IMA. Dale je v praci popsano vyuziti IMA tykajici se cévnich chorob a jejich
rizikovych faktorii. Nakonec jsem se zamérila na vztah IMA k endotelové dysfunkci porovndanim

S rizikovymi faktory a markery, které jsou spojeny s aterosklerozou.

KLICOVA SLOVA

Ischemii modifikovany albumin, Albumin Cobalt Binding Test, myokardidalni ischemie,

endotelialni dysfunkce

TITLE

Practical use of ischemia modified albumin

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with ischemia modified albumin and its use in the detection of
cardiovascular diseases and their risk factors. In this work | describe the origin, kinetics and
possibilities of analysis IMA. Furthermore, the work describes the use of IMA related to
vascular diseases and their risk factors. Finally, | focused on the relationship of IMA to
endothelial dysfunctions focused on risk factors and markers that are associated with

atherosclerosis.

KEYWORDS

Ischemia modified albumin, Albumin Cobalt Binding Test, myocardial ischemia, endothelial

dysfunction
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SEZNAM ZKRATEK

IMA — ischemia modified albumin (ischémii modifikovany albumin)
FA — fatty acid (mastna kyselina)

ACB test — Albumin Cobalt Binding Test

RFU — relativni jednotka fluorescence

ABSU — jednotky absorbance

HSA — human serum albumin (lidsky sérovy albumin)

cTn — srdecni troponin

CK-MB - kreatinkinaza MB

EKG — elektrokardiogram

STEMI — infarkt myokardu s elevaci ST segmentu

NSTEMI — infarkt myokardu bez elevace ST segmentu

CRP — C-reaktivni protein

CIMT - carotid intima media thicknes (tloustka intimy medie na karotickych arteriich)
HDL — high density lipoproteins (lipoproteiny s vysokou hustotou)

LDL — low density lipoproteins (lipoproteiny s nizkou hustotou)



UvVoD

Albumin je protein tvofici onkoticky tlak v cévach a kontrolujici pH v krevnim fecisti.
Jeho dalSimi funkcemi je pfenos nékterych kovovych ionti, 1é€iv a lipidi. Hraje dale dilezitou
roli jako antioxidant. Tyto schopnosti vSak ztraci, pokud se setkava s tkani postizenou ischemii.
V dusledku toho se jeho ischemii modifikovana forma jevi jako dobry marker tohoto
patologického stavu. Jeho vyznam byl spatfovan zprvu zejména pro detekci myokardialni
ischemie, a tedy casného zachytu akutniho koronarniho syndromu. Dalsi vyzkumy vsak
ukazaly, ze IMA neni specificky jen pro srdecni onemocnéni, ale miize se také vyskytovat ve
zvySeném mnozstvi pii stavech jako je obezita, abdominalni ischemie, rakovina, svalova
ischemie, sepse, které¢ jsou rovnéz spojeny s ischemii tkan¢.

Stanoveni IMA je spojeno predevsim se snizenou schopnosti vazat kovové ionty
ptechodnych prvki jako je kobalt. Postupem ¢asu byly vyvinuty za acelem jeho stanoveni dalsi
metody s vyuzitim rentgenové fluorescenéni spektroskopie, povrchové plasmonové rezonance
nebo tekutych krystalti.

Tato prace se vénuje vyuziti IMA pro detekci onemocnéni ob&hové soustavy jako je
naptiklad infarkt myokardu nebo angina pectoris. Jista ¢ast je poté v€novana onemocnénim,
ktera jsou rizikovymi faktory kardiovaskularnich poruch. Dale jsou v této praci popsany
moznosti stanovovani IMA. Nakonec je popsan vztah IMA k endotelové dysfunkci v jejimz

dasledku se rozviji ateroskleroza.

11



1 ISCHEMII MODIFIKOVANY ALBUMIN

Albumin je nejvice zastoupeny protein v plazmé. Je tvofen v jatrech a cirkuluje v Krvi
S polocasem 3 tydny, nez je degradovéan nebo eliminovan. M4 dvé vyznamné funkce. Kromé
toho, Ze pfispiva k onkotickému tlaku a tim ovliviiuje distribuci tekutin mezi intracelularnim
a extracelularnim prostorem, ma také funkci transportniho proteinu. Je schopny vazat a prenaset
krvi napf. vapnik, bilirubin, 1éky, volné mastné kyseliny nebo kovy (1). Pii kontaktu albuminu
s ischemickou tkani dochazi ke zméné€ N-terminalni ¢asti albuminu, ktera za normalnich
okolnosti vaze kovy jako napt. méd’, kobalt a nikl. IMA ma v dasledku takto zménéné struktury

snizenou schopnost tyto kovy vazat (2).

1.1 Pri¢iny vzniku IMA

Piesny mechanismus vzniku IMA neni jesté zcela znam. Pivodné se predpokladalo,
ze IMA vznika pouze zménou na N-terminalni ¢asti albuminu, ktery se dostane do kontaktu
s ischemickou tkani, a je dusledkem endotelidlni nebo extracelularni hypoxie, acidozy
a pusobeni aktivnich forem kysliku. Dalsi vyzkumy vSak naznacuji, ze nemusi vzdy jit jen
o modifikaci N-konce albuminu (3), (4).

V jedné ze studii byla u 8 pacientl se zvySenou hladinou IMA sekvenovana N-koncova
¢ast albuminu Stépenim 11 aminokyselin. Normalni zbytky byly nalezeny u 6 ze 7 vzorki
pacientl a u jednoho neischemického vzorku. Zbyvajici vzorek pacienta s vysokou hladinou
IMA vykazoval dvé chybg&jici aminokyseliny (3).

V jedné ze studii prokézali vazbu Ni%*, Cu?*, Co?*, Cd?* a AI** na hovézi a lidsky sérovy
albumin. Silna vazba byla objevena mezi kovem a pravé tfemi aminokyselinovymi zbytky
na NH2 konci albuminu. Kromé toho je soucasti vazebného mista zbytek oznacovany Lys4.
Ve skute¢nosti vSak existuji v lidském sérovém albuminu jesté ¢tyfi dalsi mista, ktera vazi kov
s riznymi specifitami. Je to thiol v Cys34, misto A v¢etné histidinu v His67 a nelokalizované
misto B. Na N-konec albuminu se pfednostné vaze Cu?* a Ni?*. Cd?* se vaze na misto A i B,

Zn?* se vaze na misto A a Au* a Pt?* se vaze na Cys34 (5), (6).

1.1.1 Aktivni formy kysliku

Pii delSim vystaveni tkani oxida¢nimu stresu, dochazi k tvorbé reaktivnich forem
kysliku, které pusobi oxida¢ni poSkozeni mist na albuminu vazicich rizné ligandy za vzniku
oxidovaného albuminu. Dochazi zejména k oxidaci thiolové skupiny u Cys34 a karbonylaci
prolinu, argininu, lysinu, threoninu, tyrosinu a methioninu na molekule albuminu. Bylo vSak

zjisténo, ze takové poskozeni muize vést pouze k prechodné zméné N-konce albuminu, a tedy
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k pfechodnému zvyseni IMA u ¢lovéka po vétsi fyzické namaze. Oxidacni poskozeni je také
spojeno s chronickymi onemocnénimi jako je diabetes mellitus, nefroticky syndrom, pokrocilé
onemocnéni jater, chronické onemocnéni ledvin, kardiovaskularni onemocnéni a rakovina (7).

Ptredpoklada se, ze vlivem anaerobniho metabolismu dochazi k hypoxii tkané, ktera je
piic¢inou acidozy. Toto kyselé prostiedi podporuje uvolitovani Cu®* iontd z vazebnych mist
nékterych proteinti jako je ceruloplasmin. Jedna molekula tohoto proteinu je schopna vazat 6
atomtl médi. Ceruloplasmin vaze piiblizné€ 70 % celkové médi v lidské plazmé, dalSich 15 % je
neseno sérovym albuminem a zbytek nesou makroglobuliny. Pisobenim reduk¢niho ¢inidla
(napf. kyselina askorbova) se volna dvojmocna méd Cu?* redukuje na jednomocnou Cu*.
Redukovanid méd’ miize reagovat s volnym kyslikem, oxidovat se zpét na Cu?* a tak vytvaret
superoxidové volné radikdly (Oz¢7). Nésledné superoxiddismutéza pievadi volny superoxidovy
radikal na peroxid vodiku. H20, podléhé v pfitomnosti volnych Cu?" a Fe* jonti Fentonové
reakci za vzniku hydroxylovych radikald (OHe). Volné médnaté ionty se pevné vazi
na NH: konec albuminu a tento albumin je pak modifikovan volnymi hydroxylovymi radikaly.
Zména indukovand hydroxylovymi radikaly spociva v odstranéni tfi N-koncovych
aminokyselin albuminu (Asp-Thr-His v hovézim albuminu a Asp-Ala-His v lidském sérovém
albuminu) a uvolnéni médi, ktera se znovu zapojuje do procesu v fetézové reakci. V dusledku
modifikace N-konce albuminu hydroxylovymi radikaly a vazbé médi dochazi ke snizeni
vazebné kapacity albuminu pro kobalt a K jejimu stanoveni se pouziva Albumin Cobalt Binding
Test (ACB test) (2), (5).

) lrH @
K};sfuhk. @)
perfuze
-@ ~0) >
Protein »

plazmy 3)

< o

Ateroskleroticky plat

Obrazek 1 Mechanismus vzniku ischemii modifikovaného albuminu — upraveno (5)
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1.1.2 Volné mastné kyseliny

Dalsi moznosti vedouci ke vzniku IMA je, zZe sniZena vazebna schopnost albuminu je
zpusobena obsazenim vazebnych mist volnymi mastnymi kyselinami (FAS), které jsou hlavnim
zdrojem energie pro srdecni a kosterni sval. Mastné kyseliny se siln¢ vazi na albumin a v této
form¢ jsou transportovany krvi. Procentualni zastoupeni téchto mastnych kyselin v lidském
séru je: kyselina olejova (38 %), kyselina palmitova (25 %), kyselina linoleova (22 %), kyselina
stearova (10 %) a kyselina arachidonova (3 %). Porucha hladin nebo distribuce mastnych
kyselin je spojena s patologickymi poruchami jako je cukrovka, kardiovaskularni
a neurologicka onemocnéni a rakovina (7), (8).

Vyzkumy ukazaly, Ze albumin ma nejméné sedm vazebnych mist pro mastné kyseliny
se stfednim az dlouhym fetézcem (C10-C18), tj. FAL1-7. Z nich FA2, FA4 a FA5 maji nejvyssi
afinitu pro mastné kyseliny. Za fyziologickych podminek se na kazdou molekulu albuminu
navaze v pruméru 0,1-2 mastnych kyselin. Molarni pomér mastnych kyselin k albuminu se
zvySuje béhem cviceni nebo u pacientll s jaternim nebo kardiovaskularnim onemocnénim
a muze dosahnout az hodnoty 6-7 (7), (8).

Ischémie myokardu vede béhem nékolika minut od néstupu bolesti na hrudi ke stavu,
kdy dochazi k rozpadu fosfolipidi tkani a také triacylglyceroll, coz vede ke zvySeni
koncentrace mastnych kyselin. Vétsina volnych mastnych kyselin se vaze pomémné silné
na albumin, coz zpisobuje konformaéni zmény v proteinové struktute albuminu a tyto zmény
jsou doprovazeny snizeni afinity albuminu ke kobaltu. EXistuje teorie, Ze sniZzena vazebna
kapacita kobaltu k albuminu neni zplsobena modifikaci N-konce albuminu, ale spiSe
obsazenim albuminu mastnymi kyselinami. Tuto teorii potvrzuje skuteCnost, Ze U pacienti
majici akutni ischemii myokardu byla objevena silnd pozitivni korelace mezi zvySenymi

hladinami volnych mastnych kyselin a zvy$enou hladinou IMA (7), (8).
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N-konec

Obrazek 2 Umisténi sedmi hlavnich vazebnych mist mastnych kyselin na lidském sérovém albuminu ve vztahu
k hlavnim vazebnym mistim A a B pro kobalt — upraveno (7).
1.1.3 Glykovany albumin

U Spatn€ kompenzovanych diabetiki dochazi k neenzymatické vazbé glukozy
na aminoskupinu albuminu. Jedna se o tzv. glykovany albumin, ktery ma porusenu schopnost
vazat dalsi ligandy jakym je napt. kobalt, ale 1 mastné kyseliny. Naslednou oxidaci vznikaji
glykaéni produkty, které se vazi na povrch albuminu. Jisty potencial pro vznik glykacnich
produkti ma také N-konec albuminu prostfednictvim 59 lysinovych a 24 argininovych zbytk.
Vyvoj glykace zavisi na stupni a trvani hyperglykémie. Pokud je albumin obsazen glyka¢nimi
produkty, bude namétena ACB testem vyssi hladina IMA v diisledku blokace vazebnych mist
pro kobalt (7).

1.2 Kinetika IMA

Zatézové testy se jevi jako dobry model pro vznik srde¢ni ischemie, s jehoZ pomoci je
mozné sledovat ménici se koncentraci IMA v urcitém ¢asovém intervalu. Jak jiz bylo uvedeno,
IMA neni specificky pro srde¢ni ischemii, ale mize vzniknout i v diisledku jinych zdravotnich
problémt. Fyzicka ndmaha pti cviceni mize byt efektivnim faktorem k zvySeni IMA a nésledné

divodem zvyseni markert srde¢niho poskozeni (9).
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Byla provedena studie, ktera zjist'ovala, jak se méni hladiny IMA v pribéhu ischemie
vyvolané pomoci zatézového testu. Toto testovani provedli u 43 pacienti rozdélenych
na 2 skupiny: zdravou skupinu, kterd byla pouzita jako kontrola a skupinu s potvrzenou
ischemickou chorobou srde¢ni. U téchto jedinct zméfili hodnotu pied cvicenim a po cviceni
Vv deviti ¢asovych bodech béhem 6 hodin. Tato studie prokazala, Ze kinetika IMA se liSila
u skupiny s ischemii a bez ischemie. Hodnota IMA byla mirné vyssi u ischemické skupiny
1 hodinu a vyrazné vyssi 3 a 4 hodiny po cviCeni, zatimco u kontrolni skupiny byla jeho
koncentrace sniZzena 5 minut po cviceni a po dobu ptulhodiny zlstala na stejné trovni. Za jednu
hodinu po zatézovém testu se vratila koncentrace IMA u kontrolni skupiny k vychozim
hodnotam. Citlivost pro detekci ischemie ¢inila 10,6 % a specificita dosahla 82 %. Dale bylo
mozné pozorovat, ze hladiny IMA se béhem prvnich Sesti hodin po cviceni zvysily u ischemické
skupiny a naopak snizily u kontrolni skupiny. Témito vysledky bylo dospéno k zavéru, ze aékoli
je detekce ischemie myokardu jedinym vzorkem IMA obtizna, mize byt IMA uziteCnym
biomarkerem, pokud je provedeno jeho sériové méteni po cvi¢eni. Mohl by tedy také slouzit
K potvrzeni ¢i vylouceni chybného vysledku zatézového testu. Jina studie dopliuje tuto studii
tim, Ze ¢as cviceni (rano nebo vecer) nema vyznamny vliv na hodnoty IMA, ackoliv rano byla
naméfena vyssi hladina IMA pted cvi¢enim nez vecer. Toto testovani vychazelo z faktu, ze
nejvice srdeénich ptihod nastava béhem dne a to hlavné brzy rano (9), (10).

Kinetiku IMA zkoumali v n¢kolika studiich v priabéhu chirurgickych zakroku jako je
angioplastika, perkutanni koronarni intervence a koronarni bypass. Témito zakroky lze vyvolat
ischemii, ktera je pfechodna a muze slouzit jako model pro méfeni koncentraci IMA v jejim
prubéhu. Studie, které métily IMA u pacientl podstupujicich angioplastiku ukazaly, ze
po nafukovani balénku dochazi k rychlému narustu hodnoty IMA s naslednym poklesem po 6
hodinach a ndvratem k normalu za 12 az 24 hodin. Pfi ischemii dochézi k narustu IMA dtive
neZ ke vstupu srde¢niho troponinu a natriuretického peptidu, jak je vidét na obrazku 3, a také
dfive, nezli dojde k prasknuti aterosklerotického platu (5), (11).

Byla dale zjisténa pozitivni korelace mezi zvySenim IMA a poctem a frekvenci
nafukovani balénku v pribéhu perkutanni korondrni intervence. Pomoci tohoto zékroku bylo
l1éceno 34 pacienti se stabilni anginou pectoris. U 44 % byl balonek nafouknut nejvice Ctytikrat
a u 56 % bylo provedeno nafouknuti vice nez pétkrat. Cim &ast&ji byl balonek nafouknut a &im
vétsi bylo jeho tlakové pusobeni, tim dosahovala koncentrace IMA vyssi hodnoty. IMA je tedy
schopen nejen detekovat vyskyt ischemie, ale také ukazat zdvaznost ischemie. ZvySeni IMA

souvisi také s naslednou revaskularizaci. V jedné ze studii u 60 pacientl, ktefi podstoupili
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perkutanni koronarni intervenci kvili stabilni angin€ pectoris, bylo zvySeni IMA piesahujici
hodnotu 130 kU/I spojeno s vyssi frekvenci obnoveni pratoku krve cilovou 1ézi (5), (12).
Niz8i koncentrace IMA byly objeveny u pacientd, u kterych byl v koronarnim fecisti
nalezen kolateralni ob¢h, ktery umoznil pritok krve potom, kdy doslo k pieruseni jejiho ptitoku
z ptirozeného zdroje krve. Sérové hladiny IMA po perkutanni koronarni intervenci byly vyssi
nez jeho vychozi hodnota u pacientli bez kolateralni cirkulace a nizsi u téch s vytvofenym
kolateralni obéhem. Kolateralni cirkulace ptfedstavuje kardioprotektivni u€inek proti ischemii

vyvolanou perkutanni koronarni intervenci s ¢imz souvisi niz$i hladina IMA (13).

Ischemie a nekréza v rizném poméru

Jen ischemie Jen nekroza

Ruptura platu

QUEY) IAISZOUN

IMA cTn

natriureticky peptid
B
e o~

ILIDNIEUW 90BN UddUOY|

-12az0 0 12 - 24 hodin Cas/h

Obrazek 3 Kinetika uvoliiovani albuminu modifikovaného ischémii. Ve spodnim panelu zmény hladin IMA
znaceny teckovanou carou, srde¢niho troponinu plnou ¢arou a natriureticky peptid pferuSovanou carou. Jejich

vztah K rozsahu poskozeni tkan¢ v ¢ase je znazornén v horni panelu — upraveno (5).
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2 STANOVENI IMA

2.1 Bar-Or’s Albumin Cobalt Binding Test

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv schvalil v roce 2003 The Albumin Cobalt Binding
Test jako metodu, s jejiz pomoci je mozné detekovat myokardialni ischémii pted tim, nez dojde
k nekroze tkané. Je zalozen na skute¢nosti, ze albumin ma u pacientli s myokardialni ischemii
niz8i vazebnou kapacitu pro kobalt v disledku modifikace N-konce albuminu. ACB test je
kvantitativni test, ktery mé&fi hladinu IMA v séru (2), (7).

Pti ACB testu se do séra piidava znamé mnozstvi exogenniho kobaltu ve formé CoClo.
Tento kobalt se nevaze na N-konec IMA. Volny kobalt reaguje dithiothreitolem za vzniku
tmav¢ zbarveného produktu. Tato reakce je zastavena ptidanim 0,9% NaCl po dvou minutach
inkubace a je mozno métit absorbanci barevného produktu na spektrofotometru pii vinové
délce 470 nm nebo na piistroji COBAS Mira Plus (Roche Molecular System, Pleasanton, CA)
pii vinové délce 500 nm. Jako blank je pouzito sérum s pifidavkem kobaltu, ale bez
dithiothreitolu. Vysledky jsou vyjadieny v jednotkach absorbance (ABSU). ABSU pak
poskytuji miru koncentrace nenavazaného kobaltu ve vzorku a odréazi tak neptimo hladinu IMA.
Cim vice je ve vySetfovaném séru nenavazaného kobaltu, tim vétii je barevna zména. MnoZstvi
IMA je také obvykle uvadéno v jednotkach U/ml nebo kU/I. (2), (7), (14).

Test byl automatizovan na jiz zminéném spektrofotometru Cobas MIRA Plus (Roche
Diagnostic) a upraven dale také pro LX-20 (Beckman Coulter, Brea, CO, USA), Hitachi 911
(Hitachi, Japonsko), Hitachi 7600 (Hitachi, Japonsko) a Konelab 20 (Thermo Scientific, Velka
Britanie) (5).

2.1.1 Odbér, transport, skladovani vzorku

Odbér plné krve se provadi rano nala¢no. Pro stanoveni IMA se pouziva sérum. Analyzu
je tfeba provést do dvou a pll hodiny nebo lze krevni séru zmrazit na teplotu —20 °C.
Pokud pouzijeme k analyze zmrazené sérum, je tfeba vyckat do uplného rozmrazeni a sérum
dobfe promichat. Dale je tfeba zabranit zfedéni vzorku. Pfi rozmrazeni vzorku pii 4 °C neni
narust hladiny IMA vyssi nez 4 %. Jako nevhodné se povazuje rozmrazeni pti pokojové teploté
po dobu 20 minut, kdy se hladina IMA muze zvysit az o 15 %. Vzorek IMA se jevi také jako
stabilni, pokud je skladovan v uzavienych zkumavkach 24 hodin pfi teploté +4 °C a praimérny

narust hodnoty IMA v tomto ptipadé ¢ini méné nez 4 % (14), (15).
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Obrazek 4 Princip ACB testu - upraveno (5).

2.1.2 Referen¢ni hodnoty

Fyziologické rozmezi hodnot IMA bylo ziskdno vysetfenim 283 zdravych jedinct.
Hladiny IMA se pohybovaly mezi 52 az 116 U/ml s95% percentilem pii 85 U/ml.
V nésledujicich studiich poté detekovali myokardidlni ischémii pfi hladinach vysSich
nez 85 U/ml a tato hodnota byla zvolena jako optimalni cut-off pro IMA Kk vylouceni ACS.
Dolni mez detekce je 14 U/ml a linearita je zachovana do 200 U/ml. Analytické charakteristiky
se zdaji byt dobré, pokud nedochézi k interferencim s 1éky a varia¢ni koeficient je nizsi nez 9 %
(14).

2.1.3 Vztah mezi albuminem a IMA

Koncentrace albuminu v séru negativné koreluje se sérovym IMA. U pacientl
s albuminem niz§im nez 34 g/l je pozorovana vys§i negativni korelace nez u pacientl
s hladinami albuminu v referen¢nim intervalu. V klinickych studiich je uvadéno, ze vysledky
ACB testu je proto tieba interpretovat s opatrnosti, pokud je koncentrace albuminu nizsi
nez 2,0 g/dl nebo vyssi nez 5,5 g/dl (14), (16).

2.1.4 Nedostatky ACB testu

Bar-Or’s ACB test byl zaloZen na pfedpokladu, Ze sniZend vazebnd afinita kobaltu

k albuminu je zptsobena modifikaci specifického vazebného mista pro kobalt na N-konci
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tohoto proteinu. Albumin ma vsak dalsi vazebna mista pro kobalt, ke kterym ma vyssi afinitu
nez k N-konci. Je to vazebné misto A, B a Cys34. Kobalt se po pridani do séra vaze prevazné
na vazebné misto A a B a v mensi mife na N-konec. Proto ma ischémii indukovana modifikace
N-konce albuminu nevyznamny vliv na celkovou vazebnou kapacitu albuminu ke kobaltu.
Jak jiz bylo v této praci uvedeno diive, modifikace nebo konkrétnéji delece aminokyselinové
sekvence NH2-Asp-Ala-His-Lys nebyla prokazana u vSech vzorkt pacientt s diagnostikovanou
myokardialni ischémii. Albumin pfi ischemii tedy nemusi mit vzdy modifikovany N-konec (7).

Ackoli ACB test se spektrofotometrickou detekci IMA schvalil afad pro kontrolu
potravin a 1é¢iv, je nevyhodny z divodu nepiimé detekce, falesné pozitivnich nebo negativnich
vysledkt a jeho spolehlivost je snizena, pokud ma pacient v krvi nizsi koncentraci albuminu
nez 34 g/l. Analyza IMA prostiednictvim ACB testu je vSak také spojena s interferencemi
S jinymi latkami v séru. Jak jiz bylo uvedeno diive v této praci, v pribéhu myokardidlni
ischemie jsou uvoliovany mastné kyseliny, které alostericky inhibuji vazbu kobaltu
na albumin. Dalsi interferujici latkou je laktat. Interference laktatu pii ACB testu byla zjisténa
po silovém cvicebnim testu predlokti. Behem tohoto cvi¢ebniho testu dochazelo k zvyseni
tvorby laktatu a amoniaku. Kdyz doslo ke zvysSeni koncentrace amoniaku, hladina IMA zustala
nezménéna. Jakmile vsak vzrostla koncentrace laktatu, hodnoty IMA poklesly. Koncentrace
laktatu 3 az 11 mmol/l zptsobila pokles IMA o 7-25 % a u hladin laktatu mezi 4 a 5 mmol/l se
snizil IMA az 0 9 %. Tyto interference vedou k poklesu citlivosti ACB testu. Z tohoto dtvodu

v

jsou hledany nové spolehlivéjsi zpisoby stanoveni IMA (7), (17).

2.2 Albumin Copper Binding Test

Korejsti védci se zabyvali vytvofenim testu k detekci hladin IMA, ktery je zalozen
na vazebné kapacité¢ albuminu k médi se zkratkou ACuB test. Myslenka vytvofit tento test
vznikla na popud skutecnosti, ze albumin vaze silnéji méd’ nez kobalt. Pro ACuB test se stejné
jako u ACB testu pouZziva a obdobné ziskava sérum. Do séra se déle ptiddva znamé mnoZstvi
exogenni médi ve form€ CuCl; a tato smés se nechd inkubovat po dobu 10 minut. Médnaté
ionty se vazi na vazebné misto na NHz-konci albuminu. Jako barvici ¢inidlo je pouzit zluty
fluorescenéni protein luciferin, pomoci néhoz jsou kvantifikovany volné médnaté ionty.
Fluorescence je detekovana pii excitacni vinové délce 430 nm a emisni vinové délce 540 nm.
Vysledky jsou vyjadfovany ABSU nebo v relativnich jednotkach fluorescence (RFU). Pri
tomto testu je vhodné udrzovat pH 7,4, nebot’ v neutralnim prostedi dochazi nejvice k zhaSeni
fluorescence luciferinu. Vhodnym pufrem pro tento ucel je napiiklad 50mM

dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2PO4). Fluorescence luciferinu je nejaéinngji zhasena pti
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koncentraci médi 0,025 pmol/l. Uzitecnost ACuB testu byla potvrzena na laboratornich
krysach, kdy u zdravych krys byla intenzita fluorescence vyssi nez u krys, u kterych védci
vyvolali mrtvici. Plati, Ze ¢im je niZsi intenzita fluorescence, tim je ve vySetfovaném vzorku
séra vyss§i koncentrace IMA. Pfi tomto zplisobu provedeni stanoveni IMA byla také feSena
otazka ceruloplasminu, ktery by mohl méd’ véazat a tim by analyzou byly stanoveny nizsi
hodnoty IMA. Ceruloplasmin se v$ak vyskytuje v séru v pfiblizn¢ 150-krat niz$i koncentraci
nez albumin. Navic je lidsky ceruloplasmin bez vazby na méd’ nestabilni, je degradovan

V jatrech, a proto je pravdépodobné, Ze je v analyzovaném séru jiz obsazen médi (18).

2.3 Imunosenzor vyuzivajici povrchové plasmonové rezonance

Cinskym védciim se podaiilo vytvofit &asticovy zesilovaé pomoci koloidnich zlatych
nanocastic o velikosti 10 nm pro imunosenzory vyuzivajici povrchové plasmonové rezonance
k detekci IMA. Metoda je zalozena na excitaci povrchovych plasmont a pro detekci se pouziva
rozdil v indexu lomu materiald na zlatém ¢i jiném vhodném povrchu. Jeji vyhodou je stanoveni
analytu bez pouziti znaceni, rychla analyza a detekce v realném cCase. Samotnd metoda
povrchové plasmonové rezonance ma pro IMA detekéni limit 100 ng/l a vyuziti zlatych

nanocastic zesili analyticky signal natolik, Ze se mez detekce posunuje az na 10 ng/1 (19), (20).

134,70

Obrazek 5 Zobrazeni kiemikového ¢ipu modifikovaného IMA (vlevo) a komplexem IMA-zlaté nanocastice

(vpravo) ve stejné koncentraci (19).

Principem tohoto imunosenzoru je imobilizace anti-IMA na modifikovany povrch zlatého
Cipu. Aktivace zlatych nanostrukturovanych elektrod je provedena s pouzitim
11- merkaptoundekanové kyseliny, ktera je na povrch deponovana rozpusténim v absolutnim
ethanolu. Tato kyselina patii mezi alkanthioly, které na povrchu zlatého Cipu vytvoii

samostatné sestavenou monovrstvu prostiednictvi svych -SH skupin. Dale byl funkcializovan
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povrch 16- merkaptohexadekanovou kyselinou a 11- merkaptoundekanolem v poméru 1:9, kdy
metoda povrchové plasmonové rezonance poskytuje nejlepsi odpovéd’. Hydroxylové zakonceni
poskytované 11- merkaptoundekanolem je pouzito jako spacer pro vytvoieni povrchu ¢ipu a
karboxylem zakonéena kyselina 16- merkaptohexadekanova jako funk¢ni linker pro vazbu
protilatky proti IMA. Karboxylaty dale reaguji s NHS za pfitomnosti karbonimidd jako je
1 - ethyl - 3 - (3 - dimethylaminopropyl) karbonimid. Touto reakci vznikaji stabilni NHS estery,
které mohou vézat primarni aminy. Dal§im krokem je vlastni imobilizace protilatky anti-IMA
v PBS pufru na zlaty povrch. Na takto modifikované zlaté elektrodé védci zkoumali vazbu na
protilatku samotného IMA a IMA v komplexu se zlatymi nanoc¢asticemi. IMA v komplexu se
zlatymi nanoc¢asticemi poskytoval vyssi signal nez IMA samotny (19), (21).

Toto stanoveni se jevi jako velmi specifické, jelikoz pii testovani touto metodou nebyla
objevena interference sjinymi latkami. Tim padem je také zvySena citlivosti detekce

pro diagnostiku akutnich koronarnich syndroma (19).
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Obrizek 6 Princip pouziti imunosenzoru zalozeném na povrchové plasmonové resonanci. Pfi pokusu byla nejprve

navazan na anti-IMA samotny IMA a poté byl pfidan IMA v komplexu se zlatymi nano¢asticemi (19).
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V jiné studii vyuzili ke stanoveni IMA také povrchova plasmonova rezonance, ale zde
pro tento Ucel pouzili jako senzor galvanicky naneseny film nanocastic stiibra, na ktery je poté
zabudovana protilatka proti IMA. Pouziti stiibrnych nanoc¢astic vedlo k zesileni analytického
signalu a dosazeni detek¢niho limitu 4,7 ng/l. 'V procesu imobilizace protilatky se pouzivaji
stejné reagencie a ve stejném pomeru jako v piedchozim piipadé se zlatymi nanocasticemi. U
tohoto testovani nebyly zjistény zadné interference, které by poskytovaly falesné pozitivni

vysledky (20).

2.4 Rentgenova fluorescencni spektroskopie s kvantovymi teCkami

Pro stanoveni IMA byla zkoumana metoda rentgenova fluorescen¢ni spektroskopie
(XRF, z angl. X-ray fluorescence spectroscopy) s vyuzitim kvantovych tecek. Rentgenova
fluorescenéni spektroskopie se hojné pouziva v geologii k detekci kovovych elementt diky své
vysoké citlivosti, specificité a jednoduchosti provedeni. Metoda je zalozena na ozafovani
kvantovych tecek primarnimi rentgenovymi paprsky a nasledné emisi sekundarnich
rentgenovych paprskl, které je mozno detekovat pomoci rentgenového fluorescenéniho
spektrometru. Mnozstvi prvku ve vzorku je mozno kvantifikovat méfenim intenzity piku
rentgenové fluorescence. Pro el stanoveni IMA je mozno pouzit kovy jako kobalt, zelezo,
zinek nebo nikl, které slouzi jako vhodné detekéni sondy. Vyhoda Zeleza a zinku tkvi v nizké
toxicité. Kobalt zase tvoii charakteristicky pik spektra pti 6,93 keV. Tento pik odliSuje kobalt
od ostatnich kovovych prvku v séru, a proto je vyuzit pii rentgenové spektroskopii pro detekci
biomolekul, které se s nim specificky vazi. Vyhodnési se vSak zda vyuziti niklu, ktery
poskytuje silngjsi rentgenovy signal nez kobalt. Ve studii zabyvajici se touto metodou stanoveni
porovnali jeji citlivost a specificitu s ACB testem svyuzitim ROC kiivky. Citlivost
u rentgenové spektroskopie c¢inila 89,3 % a u ACB testu 87,9 %. Plocha pod kifivkou byla
s hodnotou 0,93 vyssi nez u ACB testu s hodnotou 0,89. Tento typ stanoveni nevykazuje zadné
interference s cholesterolem, triacylglyceroly, sérovym imunoglobulinem G, fibrinogenem
a hemolyzou. (22), (23).

Prvnim krokem u metody s kvantovymi teckami je modifikace povrchu mikrodesticky
monoklondlni protilatkou proti lidskému sérovému albuminu (HSA). Konkrétné se jedna o
protilatku proti klonu HSA-9. V dal$im kroku je vytvotena kalibra¢ni fada zfedénim standardu
HSA fedicim roztokem. Poté je vytvofen komplex smichanim protilatky proti HSA-11 a
kvantové tecky znacené streptavidinem. Tato smés je inkubovana po dobu 2 hodiny pii 25 °C.
Koncentrace stanovovaného IMA piedstavuje rozdil mnozstvi intaktniho neboli

nemodifikovaného HSA od celkového HSA. Celkova koncentrace albuminu je méfena pomoci
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sandwichové imunoanalyzy. Intaktni albumin je méfen rentgenovou fluorescencni
spektroskopii. Teno postup je v jednoduchosti naznac¢en na obrazku 7 (23).

Celkovy HSA je stanoven pomoci sandwichové imunoanalyzy. Do detek¢ni jamky
modifikované monoklonalni protilatkou je nejprve pipetovan vzorek séra. Na monoklonalni
protilatku se vaze jak intaktni HSA tak IMA. Déle je pfiddna sekundérni anti-HSA protilatka
v komplexu s kvantovou teckou, ktera se vaze jak na nemodifikovany albumin, tak i na IMA.
Nakonec je zméfena intenzita fluorescence pii 565 nm. Zjisténa intenzita fluorescence je pak
umérna celkovému mnozstvi intaktniho HSA s IMA (23).

Pro ucely rentgenové fluorescencni spektroskopie se do jamky mikrotitracni desticky
pipetuje sérum s HSA a ten se vaze na piislusnou monoklonalni protilatku. Po inkubaci je
desticka promyta a nakonec je do detek¢nich jamek pfidan roztok CoClz. Kobalt vytvori
komplex sintaktnim HSA, ale nikoliv s IMA. Nenavazany kobalt je odstranén dal$im
promytim. Takto zpracovany vzorek je pak proméfen na rentgenovém fluorescenénim

spektrometru (23).
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Obrazek 7 Stanoveni IMA pomoci rentgenové fluorescencni spektrometrie s pouzitim kvantovych tecek jako
znacky — upraveno (23).
2.5 Biosensor s tekutymi krystaly

Principem je imobilizace protilatky anti-IMA na povrch sklenéného sklicka pomoci
N, N - dimethyl - N - oktadecyl (3 - aminopropyl) trimethoxysilyl chloridu a polyetherimidu.
Vazba protilatky anti-IMA a antigenu, ktery Vtomto piipadé piedstavuje IMA, vede
ktopologicko-geometrickym zménam. Jednak je touto vazbou zménéna orientace molekul
uspotadani, ale také dochazi k modulované transmitanci svétla. Tyto zmény jsou detekovatelné

pouhym okem s pouzitim polarizacniho mikroskopu. Na obrazku 8 mizeme vidét,
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ze pti vertikalnim uspofadani zadné svétlo neprojde ptes bunku tekutého krystalu a optickym
signalem je jednotny ¢erny obraz. K propustnosti dopadajiciho svétla dojde po navazani IMA
na specifickou protilatku, kdy je pravidelné usporadani tekutych krystalti naruseno v diasledku
jejich razného naklonéni. Z toho diivodu je mozné vidét v polarizacnim mikroskopu svétlé
skvrny na ¢erném pozadi. K tomuto stanoveni neni tfeba pouzivani zadného znaceni a vysledek
muze byt odecten pouhym okem. V klinické studii bylo prokazéano, Ze tyto biosensory dokazi
detekovat IMA v koncentracich az 50 pg/ml. Ve srovnani s jinymi metodami mohou byt
biosenzory s tekutymi krystaly pouzity diky své jednoduché obsluze, vynikajici selektivité,

nepotiebé znaceni fluorescencnimi, enzymovymi a jinymi znackami a nizkym nakladum (24).
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Obriazek 8 Tvorba butiky tekutych krystali (LC), imobilizace protilatky na povrch sklicka pomoci DMOAP
(N, N - dimethyl - N - oktadecy! (3 - aminopropyl) trimethoxysilyl chloridu) a PEI (polyetherimidu) a princip

detekce IMA polariza¢nim mikroskopem — upraveno (24).
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3  ONEMOCNENI OBEHOVE SOUSTAVY

Onemocnéni ob¢hové soustavy se fadi mezi civilizacni onemocnéni a jsou nejcastéjsi
pfi¢inou Umrti v zapadni civilizaci. 1 pfes zna¢né snizeni poctu umrti, které spocivalo
Vv soustiedéni piislusné péce do center pro kardiovaskularni onemocnéni a specializovanych
center pro cévni mozkoveé piihody, zlstava ischemicka choroba srde¢ni a cévni mozkova
ptihoda p¥i¢inou nejvétiiho podtu umrti v Ceské republice (25).

Vétsina onemocnéni kardiovaskularniho systému se vyskytuje v dospélosti, zejména po
50. roce zivota, kdy pocet piipadii onemocnéni obéhového systému stoupa. Vice jsou ohrozeni
muzi neZ Zeny. Zeny jsou v produktivnim véku chranény pohlavnimi hormony (estrogeny), ale
v klimakteriu tento ochranny ucinek mizi (26).

Nasledujici text se vénuje uziteCnosti IMA v diagnostice chorob kardiovaskularniho

systému a ptipadnych rizikovych faktort jejich vzniku.

3.1 Akutni koronarni syndromy

Nejvétsi vyznam IMA se ukazuje byt v diagnostice akutnich koronarnich syndromt, a
to pfedevsim Kk vylouc¢eni myokardialni ischemie. Akutni koronarni syndrom je projevem
ischemické choroby srdec¢ni. Mezi klinické projevy ischemické choroby srde¢ni patii stabilni
angina pectoris, néma ischemie myokardu, nestabilni angina pectoris, akutni infarkt myokardu,
srdeéni selhani, arytmie a nahla smrt (27).

Akutni korondrni syndrom je mozné dale délit na infarkt myokardu s elevaci
ST segmentu (STEMI), infarkt myokardu bez elevace ST segmentu (NSTEMI) a nestabilni
anginu pectoris. Angina pectoris a infarkt myokardu maji podobny patofyziologicky zaklad,
tj. progrese aterosklerotického platu, jeho nestabilita az prasknuti, vznik trombu v koronarnim
feCisti a nasledna embolizace fragmenti trombu. U infarktu myokardu si bez elevace
ST segmentu jsou vSak na rozdil od anginy pectoris pii biochemickém vySetfeni pozitivni
kardiospecifické markery (27), (28).

V souc€asné dobé¢ jsou akutni koronarni syndromy obvykle diagnostikovany nalezem
na EKG a zhodnocenim hladiny srde¢niho troponinu I a T (cTnl a cTnT) a kreatinkinaizy MB
(CK-MB) z krve. Mnoho pacientl pfijimanych na pohotovostni odd€leni s bolesti na hrudi a
dalSimi ptiznaky ACS jsou vSak na zdklad¢ negativniho nélezu na EKG a nezvySenych hladin
téchto kardiospecifickych markert propusténi z nemocnice. Je totiz znamo, ze cTn a CK-MB
se uvolnuje do krve az po zaniku bun¢k myokardu a jsou obvykle detekovatelné 3 az 4 hodiny
po nastupu symptomd. Myokardialni ischemii jako projev akutniho koronarniho syndromu

by bylo vSak mozné identifikovat pomoci IMA u pacientli pfijimanych na pohotovostni
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oddéleni Vv reverzibilnim stadiu, nez by doslo k nekr6ze myokardu a zabranit tak vyb&rem
vhodné 1é¢by infarktu myokardu. IMA se jevi jako neinvazivni a lehce dostupny marker, ktery
poskytuje vysledky v casnych fazich ischemie myokardu, cirkuluje v krvi dostatecné dlouho,
aby byla mozna jeho detekce, je snadno méfitelny, levny a ma vysokou citlivost. Navic se jeho
koncentrace v krvi normalizuje za 12 az 24 hodin, coz umoziuje pifedpovédét opakujici se
ischemické ataky (27), (29).

3.1.1 Infarkt myokardu

Akutni infarkt myokardu je hlavni pfi¢inou umrti na celém svété. Jeho nejcastéjSim
ptiznakem je bolest na hrudi, kterd obvykle vystreluje do krku, zad nebo paze. Obvykle vzniké
snizenim nebo zastavenim toku krve do ¢&asti srdce, coz vede k ischemii. Pokud ischemie
ptetrvava, dochazi k nekroze srde¢niho svalu. Tento proces je vysledkem srazeniny v tepné
zasobujici urcitou cast srdecniho svalu. Zanik bunék myokardu ma za nasledek uvoliovani
strukturalnich proteinti a dalSich intracelularnich molekul. Mezi tyto molekuly patii srdecni
troponiny T a | (¢cTnT a cTnl), kreatinkinaza (pfedevs§im izoenzym CK-MB), myoglobin a
laktatdehydrogenaza. (30), (31).

3.1.2 STEMI a NSTEMI

V pocatecnich stadiich akutnich koronarnich syndromii jsou pacienti rozdéleni
na STEMI nebo NSTEMI skupinu podle nalezu na EKG. Pacient s akutni bolesti hrudniku a
soucasnym vyskytem ST elevaci na EKG se fadi do STEMI skupiny. Jedinec s typickou bolesti
na hrudi na jehoz EKG nejsou patrné elevace ST segmentu, se fadi k NSTEMI skupiné. IMA
se ukazala byt dobrym nezavislym markerem v diagnostice téchto akutnich korondrnich
syndromu a zaroven je dokaze odlisit. V jedné studii zabyvajici se timto problémem zjistili
mezni hodnotu pro IMA piti STEMI 89 U/ml a u NSTEMI 80,9 U/ml. Tyto hodnoty jsou
vyrazné vys$s$i nez primérnd hodnota 69 U/ml ziskand z méfeni kontrolnich vzorkti zdravé
populace. Dale nebyla zjisténa korelace mezi IMA a CK-MB a stejné tak mezi IMA acTnu
NSTEMI. U STEMI byla objevena negativni korelace mezi IMA a CK-MB. (32), (33).

3.1.3 Angina pectoris

Angina pectoris vznikd nedostatkem kysliku v myokardu a jejim projevem je palciva

vvvvvvvv

prasknuti aterosklerotického platu, po kterém nasleduje vznik trombu véncité tepny. Toto
zuzeni se projevuje zachvatem bud’ po stejné zatézi, kdy se jednd o stabilni anginu pectoris,

nebo vznika poprvé nebo ndhodné, a potom jde o nestabilni anginu pectoris. MoZnou
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komplikaci je distadlni embolizace fragmentl tohoto trombu. Méné Castou pfic¢inou je
vazospasmus veéncité tepny, ktery je zptisoben endotelovou dysfunkci nebo dysfunkci hladké
svaloviny cév (Prinzmetalova angina pectoris resp. vazospasticka angina). V tomto piipadé
zachvaty piichazeji bez predchozi namahy nejcastéji brzy rano pied probuzenim. Koronarni
stendza vede ke sniZeni pratoku krve zdsobovanou oblasti, coz vede k myokardialni ischemii a
je také piic¢inou diastolické dysfunkce levé komory srdecni. (34), (35).

V jedné ¢inské studii zkoumali zmény sérové hladiny IMA u 88 dobrovolnik, kteti byli
rozdéleni do 3 skupin: s nestabilni anginou pectoris, se stabilni anginou pectoris a zdrava
kontrolni skupina. U pacientli s nestabilni anginou pectoris byla koncentrace IMA vyssi nez u
pacienti se stabilni anginou pectoris. Rozdil mezi hladinami IMA u pacientti se stabilni anginou
a zdravymi kontrolami byl zanedbatelny. Nebyl nalezen ani rozdil mezi hladinou CK-MB
mezi témito skupinami. Dale byla objevena negativni korelace mezi koncentraci IMA a ejekéni
frakci levé komory. Hladina IMA se vyrazné zvysila u pacientd s nestabilni anginou pectoris,
U nichz byla zjisténa ejekéni frakce nizsi nez 50 % ve srovnani s témi, ktefi ji mé&li normalni

(> 50 %) (35).

3.1.4 IMA v kombinaci se standartnimi markery nekrézy k vylou¢eni ACS

Diagnostika akutnich koronarnich syndromt zstdva dodnes velkou vyzvou. Ackoli
testovani srde¢nich markert jako je myoglobin, CK-MB a ¢Tn usnadnil diagnostiku akutnich
koronéarnich syndromd, nejsou tyto markery vhodné pro diagnostiku ischemie myokardu, ktera
je zékladni pfic¢inou akutniho korondrniho syndromu. Akutni koronarni syndromy zahrnuji
nestabilni anginu pectoris, které jsou spojeny s pfechodnym vyskytem ischemie, ale ne nekrozy
myokardu. Soucasné biomarkery pouzivané pro diagnostiku akutnich koronarnich syndromu
jsou v8ak detekovatelné az za n€kolik hodin, kdy je jiZ srde¢ni svalovina zaji$t'ujici funkci srdce
nevratné poSkozena. Dal§i omezeni spociva v tom, Zze CK-MB neni specificka jen pro srdec¢ni
sval, ale stopovad mnozstvi jsou detekovatelnd i v kosternim svalu, a proto je hladina tohoto
markeru vys$i u pacientli s poranénim svalu. Pomoci IMA je vSak mozno detekovat ischemii
myokardu jesté pied tim, nez dojde k nekroze tkang (29), (36).

V nékolika studiich se zabyvali vylepSenim diagnostiky akutnich koronarnich
syndromil a soucasn¢ vylou€eni ischemie kombinovanim IMA se standardnimi biomarkery
myokardidlni nekrézy. S pouzitim naméfenych dat sestrojili ROC (Receiver Operating
Characteristic, operacni charakteristika pfijimace) kiivku a zjistili, Ze IMA je velmi citlivy, ale
jen malo specificky na pfitomnost ischemie. Jako mezni hodnota byla stanovena 90 U/ml a

ACB test m¢l 80% citlivost a 31% specificitu pro diagnézu ischemie. Negativni prediktivni
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hodnota dosahovala 92 %. Nizka specificita IMA pro diagnostiku akutniho infarktu myokardu
je zpusobena skutec¢nosti, ze IMA je markerem ischemie, ale nikoliv infarktu myokardu
charakteristického nekrozou srde¢ni tkan¢. Dale byl navrzen postup, ktery zahrnuje rychlou
analyzu pii pouziti vysoce citlivych biomarkera, jejichz hladina se zvySuje kratce po nastupu
ischemie (tj. IMA, ale i myoglobin) spole¢né s markerem s vysokou specificitou (tj. cTn).
Pokud je vzorek séra IMA pozitivni, bude tfeba provést nasledné meéteni cTn k potvrzeni
akutniho infarktu myokardu. Na obrazku muzeme vidét, ze pii pfijeti na pohotovost jsou
pacienti rozdéleni do skupin podle rizikovosti srde¢ni piihody. Na zéklad¢ trojndsobného
negativniho testu (IMA <85 U/ml, cTn < 0,03 pg/l, normalni EKG) je zatazena vétSina pacientii
do skupiny s velmi nizkym rizikem. Méteni IMA a myoglobinu, po kterém nasleduje testovani
cTn se jevi jako idedlni postup, ktery nabizi jak velkou citlivost, tak i specificitu a negativni
prediktivni hodnotou. S pomoci vyss§i negativni prediktivni hodnoty IMA Ize spolehlivéji
vyloucit pfitomnost myokardialni ischemie a v kombinaci s markery nekrézy nasledny rozvoj
infarktu myokardu (29), (37).

Pacient piijaty na pohotovost s bolesti na hrudi
(predchozi diagnozy, fyzické testy, EKG)

Vysoke Stfedni riziko Nizké riziko
riziko
IMA/Myo+
Pacient na JIP, sériové Pacient na luzku, sériové Pri prijmu IMA,
vySetieni cTn vysetieni cTn myoglobin, cTn
1 VySetieni cTn 6-8

¢ hodin po pfijmu

Propusténi z
nemocnice

Obriazek 9 Zaclenéni IMA do diagnostického algoritmu pii pfijeti pacientl s bolesti na hrudi na pohotovostni

oddéleni — upraveno (29).

3.2 Ischemicka cévni mozkova prihoda
Ischemicka cévni mozkova piihoda neboli mrtvice je vysledkem déletrvajici ischemie

mozku, ktera vede ke smrti mozkovych neuront a pfi preziti vede obvykle k trvalému postizeni.
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Podle Svétové zdravotnické organizace je mozkova mrtvice druhou hlavni pfi¢inou Gmrti
po ischemické chorobé srde¢ni. Zakladnim kamenem diagnézy jsou zobrazovaci techniky jako
pocitacova tomografie nebo magneticka rezonance. Pouziti té€chto zatfizeni vSak zabere spoustu
Casu, pristrojové vybaveni je drahé, a proto nejsou Siroce dostupné. Vysledek terapie zavisi
na véasné diagnoze a zahdjeni 1écby. Rychly a levny krevni test pro detekci IMA, ktery je
dostatecné citlivy miize pomoci okamzité prevést pacienty na trombolytickou terapii (38), (39).

Oxidacni stres hraje dilezitou roli pti poskozeni mozku po cévni mozkové piihodé
Z divodu uvolnéni znacného mnozstvi volnych kyslikovych radikalii. N-konec je zejména
béhem oxidac¢niho stresu nachylné;jsi k degradaci. (38).

Do indické studie bylo piijato 50 pacienti s mrtvici, u kterych byl objeven vyrazny
vzestup IMA na hodnotu 108 U/ml prvni hodinu po pfijeti do nemocnice v porovnani
s kontrolami, jejichz IMA dosahovalo hodnoty 79 U/ml. Celkova citlivost pro diagnosu akutni
ischemické cévni mozkové piihody ¢inila 85,71 % a specifita dosahla 84,31 %. Dalsi studie
rozdélila pacienty s mrtvici do skupiny s diabetem a bez diabetu. Pfi proméfeni na
spektrofotometru hodnoty IMA u téchto skupin pievysSovaly 0,20 ABSU vV porovnani se
zdravou skupinou, kde primérna hodnota byla vyrazné nizsi a ¢inila 0,16 ABSU. U diabetikt
s mrtvici byla dale pozorovéana negativni korelace mezi hodnotami IMA a sérovym albuminem.
To by mohlo znamenat, ze niz§i sérové hladiny albuminu jsou spojeny s vyssi

pravdépodobnosti vzniku mrtvice a naslednou zvySenou umrtnosti (38), (39).

3.3 Plicni embolie

Pomérné Casto se vyskytujici a Zivot ohrozujici kardiovaskularni poruchou je plicni
embolie. Symptomy byvaji nespecifické a jeji diagnoza stale ¢ini potize. Hypotenze, dysfunkce
pravé komory a zvySeny troponin jsou spojeny se Spatnou progndzou. Detekce této poruchy
vyuziva diagnostickych postupti jako plicni scintigrafie nebo CT-plicni angiografie, které vSak
predstavuji pro pacienta jistou zatéz v podobé¢ vystaveni se radiaci. Navic jsou tyto zobrazovaci
D-dimer. V jedné z klinickych studiich porovnavali specifitu a citlivost IMA a D-dimeru
Vv diagnostice plicni embolie. Primérné hodnoty IMA zjisténé spektrofotometricky u pacientii
s plicni embolii piesahovaly 0,3 ABSU, kdy mezni hodnota ¢inila 0,25 ABSU. Citlivost IMA
pro ucel diagnostiky plicni embolie dosahovala 93 % a 75% specificity. Dale pravdépodobnost,
Ze je osoba opravdu nemocna, kdyz vysel pozitivné dosahovala 79,4 % a negativni prediktivni
hodnota 78,6 %. Oproti IMA ma D-dimer o néco niz8i specificitu, pozitivni prediktivni

hodnotu, ale nepatrné vyssi negativni prediktivni hodnotu. IMA v kombinaci s D-dimerem ma
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pozitivni vliv na negativni prediktivni hodnotu a citlivost D-dimeru. Dale se IMA zda byt
dobrou a levnéjsi alternativou k D-dimeru. Dalsi klinicka studie se zabyvala hleddnim vztahu
mezi hladinou IMA, zavaznosti plicni embolie a radiologickymi charakteristikami, jakou je
napf. index obstrukce pulmonalni arterie a pomér mezi pravou a levou komorou srde¢ni ziskany
vypoctem poméru mezi Sitkou pravé a levé komory. Mezi témito parametry a IMA nebyla
nalezena vyznamna korelace. To by znamenalo, ze méfenim IMA nelze stanovit zavaznost této

kardiovaskularni poruchy (40), (41).
3.4 Perzistujici ductus arteriosus

Zménu perfuze orgdnd naruSenim toku krve do tkdni miize zpUsobit perzistujici ductus
arteriosus. Z tohoto divodu se u kojenci, ale také u dospélych mize vyskytovat hypoxie
v mnoha tkénich. Diagnostika a 1é¢ba v détskych centrech je béznd. U dospélych vyssiho véku
nebyva diagnodza tak Casta a pficinou vzniku této poruchy mize byt plicni hypertenze. Jedna ze
studii objevila vyznamné vyssi hladiny IMA u pied€asné narozenych déti s perzistujicim ductus
arteriosus, které vzrostly v praméru na hodnotu 1,26 ABSU, zatimco u kontrolni skupiny
novorozencu po 1é¢bé ¢inila hodnota IMA 0,65 ABSU. Hodnota 0,78 ABSU byla stanovena
jako mezni hodnota s citlivosti 88,89 % a s 90,24% specificitou. Pro tuto poruchu také ve studii
zjistili 92,5% pravdépodobnost, ze kdyz vyjde test pozitivni je novorozenec skutecné postizen
a také pomérné vysokou 85,71% negativni prediktivni hodnotu. Lze tedy fici, ze IMA je mozné
pouzit jako marker, ale také k monitorovani UspéSnosti 1écby perzistujiciho ductus arteriosus
(42), (43).

3.5 Preeklampsie

Preeklampsie se vyskytuje pouze v té¢hotenstvi a ptedstavuje ohrozujici stav jak pro matku,
tak plod. Hlavni roli v patogenezi tohoto onemocnéni hraje invaze trofoblastu do spiralnich
artérii placenty. Jednim z hlavnich ptiznaki je hypertenze. Dalsi symptomy tohoto onemocnéni
zahrnuji ischemii a hypoxii, endotelidlni dysfunkci, vazospasmus cév a zanét. ZvySeny IMA je
nalézan v normalné probihajicim té¢hotenstvi z ditvodu hypoxického intrauterinniho prostiedi
ve fazi Casné tvorby trofoblastu. V jedné prospektivni studii zjistili, ze preeklampsie se
rozvinula u t€hotnych pacientek s vysokymi hladinami IMA mezi 11. a 14. tydnem jako
dasledek abnormalni invaze trofoblastu. Z toho diivodu mtze byt vétsi zvyseni IMA dobrym
prediktorem komplikaci v t¢hotenstvi, jakou je preeklampsie. V jiné studii namétili hladiny
IMA dosahujici primérné hodnoty 15,7 U/ml u t€hotnych zen s vaznou preeklampsii, ktera se

.....
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preeklampsii se mirné li§ily od hodnot pacientek s méné¢ zavaznou preeklampsii Cinici
v pruméru 13,2 U/ml. Z toho vyplyva, ze IMA dokéaze v tomto ptipad¢ zjistit, zda je nebo neni

pfitomno, ale nedokaze urcit jeho zavaznost (44), (45).
3.6 Henochova-Schonleinova purpura

Henochova-Schonleinova purpura je systémova vaskulitida zprostfedkovana IgA. Béhem
tohoto onemocnéni dochazi k ukladani imunokomplexti do malych cév ledvin a tim se spousti
proces zanétu, pii kterém se obvykle zvySuje C-reaktivni protein (CRP). V klinické studii
pod vedenim tureckych védci studujicich toto onemocnéni zaznamenali, ze hladina IMA
pozitivné koreluje s hodnotou sérového CRP. Tato korelace naznacuje, ze by mohl existovat
vztah mezi IMA a zanétem. Ve srovnani s kontrolami jejichZ primérnd sérovd koncentrace
IMA ¢inila 1,77 ng/ml odpovidajici 0,43 ABSU, bylo u postizenych aktivni vaskulitidou
naméfeno v pruméru 2,01 ng/ml odpovidajici 0,67 ABSU (46).

3.7 IMA a onemocnéni ledvin jako pFifina kardiovaskularni poruchy

Ischemicka choroba srde¢ni vznika bézné u pacientti s poruchou funkce ledvin a je jejich
nejcastéjsi pri¢inou umrti. Jedna klinicka studie popisuje, ze pti terminalnim stadiu onemocnéni
ledvin IMA pozitivné koreluje se zvétsenim levé komory srde¢ni, snizenou systolickou funkci
levé komory a plnicimi tlaky levé komory. Tim dokaze IMA piedpoveédét progndzu konecného
stadia onemocnéni ledvin. Jina studie detekovala ischemickou chorobu srdec¢ni u pacientd
S kone¢nym stadiem onemocnéni ledvin zatéZovou dobutaminovou echokardiografii. Pomoci
ni byla vyvoldna ischemie. Nartist hladiny IMA o vice nez 20 U/ml dokazal identifikovat
ischemii u terminalniho stadia onemocnéni ledvin s citlivosti 81 % a se specificitou 72 %,
kdy byla pro tento ucel zvolena mezni hodnota IMA 95 U/ml. Toto zvySeni IMA spole¢né
S pozitivnim zatézovym testem znamenalo hor$i prognézou srde¢niho onemocnéni a vyssi
incidenci umrti (47), (48), (49).

O mnoho vys$§i Umrtnost na kardiovaskularni onemocnéni je pozorovéana jedincl
podstupujici hemodialyzu. Hemodialyza je spojena s neptiznivymi Uc¢inky jako je ischemie
vznikla v souvislosti s arteriovendznim pfistupem a hypoperfuze, ktera vede ke snizené
dodavce kysliku do myokardu. V klinickych studiich je popsano, Ze u pacienti po hemodialyze
je sérova koncentrace IMA a srdecniho troponinu vys$i nez fyziologicka. IMA
pfed hemodialyzou dosahoval primérné hodnoty 79 U/ml a po dialyze se zvysil az na hodnotu
105 U/ml. Tyto vysledky naznacuji, ze béhem hemodialyzy dochazi k oxidaénimu stresu

s tvorbou ROS, které modifikuji albumin. V této souvislosti bylo dale prokazano, ze arterialni
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ztuhlost, ktera se vyskytuje u pacientll podstupujicich hemodialyzu, spolehlivé predpovida smrt
z diivodu srdecniho onemocnéni. V jedné ¢inské studii zjistili, ze IMA dokéze tuto arterialni
ztuhlost dobie detekovat. Pii této poruse byly také naméteny vyssi hodnoty superoxiddismutazy
a sérového CRP, a proto by IMA mohl byt z tohoto divodu spojen s chronickym zanétem a
oxidac¢nim stresem u pacientd podstupujici hemodialyzu. Z diivodu snizené vazebné kapacity
albuminu k médi v dasledku ischemie byla dale naméfena zvySena koncentrace médnatych
iontd, ktera participuje na vyvolani zanétu, apoptodzy a oxidativniho stresu. VSechny tyto vyse

popsané zmény jsou rizikovymi faktory arterialni ztuhlosti (49) (50).

3.8 Diabetes mellitus typu 2 jako pric¢ina kardiovaskularni poruchy

Hyperglykemie a oxidac¢ni stres miize vyvolat ischemii u pacientti s diabetem. Ta mize
vést k nekréze riznych tkdni. Diabetes mellitus je metabolické onemocnéni charakterizované
hyperglykémii, ktera je vysledkem poruchy produkce inzulinu, poruchy ptsobeni inzulinu nebo
jejich kombinaci. S chronickou hyperglykémii souvisi vznik poruch, dysfunkce nebo selhani
normalni funkce riznych orgdnd. Nejvice postizenymi organy jsou oci, ledviny, nervova
soustava, srdce a cévy. Dale je diabetes mellitus charakterizovan glykosurii, hyperlipidemii a
ketoacidézou. Komplikacemi, které provazi diabetes jsou napf. nefropatie, neuropatie,
retinopatie. Komplikace diabetu vznikaji v disledku makro- a mikroangiopatologickych
procesii, béhem nichz jsou produkovany ve zvySené mife reaktivni formy kysliku a naopak
klesaji hladiny antioxidantt, které brani modifikaci molekuly albuminu na IMA. Dale je toto
relativné rozSifené onemocnéni provdzeno zvySenym krevnim tlakem, aterosklerozou,
metabolickym syndromem a ndslednym rozvojem srde¢niho onemocnéni. Srde¢ni onemocnéni
byva nejcastéjsi pficinou umrti pacientti s cukrovkou (51), (52).

V disledku hyperglykémie mtze IMA vznikat glykaci albuminu. V jedné studii se
podaftilo dokézat, Ze pacienti s cukrovkou, kteti maji onemocnéni perifernich cév, maji zvySené
IMA a jeho hodnota pozitivné koreluje s hodnotou glykovaného hemoglobinu (HbA:C).
Vysoka koncentrace HbA1C poukazuje na Spatnou glykemickou kontrolu. IMA se ukazala byt
vys$Si u pacientl se Spatnou nebo velmi Spatnou glykemickou kontrolou v porovnani s témi,
jejichz glykemicka kontrola byla normalni. Tato skute¢nost hraje roli ve vyuziti IMA jako
indikatoru glykemické kontroly a markeru onemocnéni perifernich cév. Dalsi studie doplnila
tyto zjiSténi o poznatek, Ze ackoliv jsou diabetici bez cévnich komplikaci, jsou u nich sérové
hladiny IMA vys8i neZ u zdravé populace. Tento fakt je spojen s ischémii tkan€ a oxidacnim

stresem, které provazeji diabetes mellitus (51), (52), (53).
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Hyperlipidemie nejvice ptispiva ke vzniku vaskularnich komplikaci. HDL cholesterol
ma protektivni roli proti rozvoji oxidaci indukované aterosklerdzy, naopak LDL tomuto rozvoji
napomaha. V nékolika studiich je uvedeno Ze hladina celkového cholesterolu pozitivné koreluje
s IMA. Dale bylo objeveno, ze jedinci s nizkym HDL cholesterolem maji vyssi koncentrace
IMA vséru nez ti svysokym HDL cholesterolem. Naopak pozitivni korelace je mezi
zvySenymi sérovou hladinou triacylglyceridt, sérovym LDL-cholesterolem a IMA (52), (53).

Dalsi vyzkumy se zabyvaly hodnocenim sérovych koncentraci IMA u pacientd
s cukrovkou s nebo bez komplikaci diabetu. Jednim z nich je nefropatie, kterou IMA dokaze
detekovat se 100% specifitou a 100% citlivosti. V porovnani s pacienty s diabetem
bez komplikaci je hladina IMA vyrazné vyssi u jedinct s nefropatii. V této souvislosti byla také
nalezena pozitivni korelace mezi IMA a sérovym kreatininem. Pomoci sérového IMA Ize také
prokazat neuropatii s citlivosti 62,5 % a specifitou 62,7 %. Pfi retinopatii je primérna hodnota
IMA 125,13 U/ml vyrazné vyss$i nez u jedinct se zdravou sitnici, kde ¢ini pouze 69,95 U/ml.

IMA ma navic schopnost piedpovidat retinopatii s citlivosti 96 % a specifitou 95,5 % (53).
3.9 Syndrom spankové apnoe jako pri¢ina kardiovaskularni poruchy

Pfi syndromu spankové apnoe dochazi ke kolapsu dychacich cest béhem spanku,
k opakovanym apnoe, intermitentni hypoxii a reoxygenaci. Je dale spojena s rozvojem
systémového zanétu a oxidac¢niho stresu, které hraji hlavni roli pfi vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni. V klinické studii se zabyvali vztahem mezi IMA a obstrukéni spankovou apnoi.
Zvysena hladina IMA byla objevena u pacientll se spankovou apnoi, kde primérna hodnota
IMA ¢inila 0,46 ABSU ve srovnani s primérnou hodnotou IMA u kontrol ¢inici 0,31 ABSU.
Dale hladina IMA pozitivné¢ Korelovala s CRP, sdistribu¢ni $ifi erytrocyti a pomérem
neutrofilu a lymfocytu. Jiné vyzkumy dopliiuji, Ze hlavni pfi¢inou nartst sérové koncentrace
IMA muze byt spiSe nez reoxygenace a hypoxie zanétlivy proces provazejicim obezitu jako

primarni pfi¢inu tohoto syndromu (54), (55).
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4 ENDOTELOVA DYSFUNKCE A IMA

Vznik dysfunkéniho endotelu je odpovédi na jeho rizikové faktory, kterym miize byt
diabetes mellitus, hypertenze, obezita, snizena fyzicka aktivita a koufeni. Predstavuje prvni
stadium rozvoje aterosklerdzy, ale ovliviiuje jeji priabeh i v jejich pozdnich stadiich. Diisledkem
dysfunkce endotelu je zvySena propustnost cévni stény pro aterogenni lipidy, zvySena produkce
cytokini a exprese adhezivnich molekul, coz vede k hromadéni monocytl v cévni sténé.
Nasledné se monocyty preménuji v makrofagy a pénové bunky. Dale je sniZzena produkce oxidu
dusnatého, ktery normalné inhibuje migraci hladké svaloviny do subendotelu. V subendotelu je
také produkovano extraceluldrni vazivo aterosklerotickych 1ézi. V dal§im stadiu urychluje
dysfunk¢ni endotel rozvoj aterosklerdzy participaci na hromadéni makrofaghi a pénovych
bunék. Z diivodu vyssi syntézy von Willebrandova faktoru a tkanového faktoru dojde k rozvoji
protrombogenniho stavu, kdy ruptura trombu s platem muize zpusobit uzavieni tepny a tim je
zastaven ptivod kysliku do zasobované oblasti. Z tohoto divodu vznika ischemie, ktera vede

ke vzniku IMA (56), (57).
4.1 TlouStka komplexu intimy medie na karotickych arteriich a IMA

V pribéhu rozvoje aterosklerdzy dochazi k patologickym zménam v cévni sténé, které lze
detekovat jiz v asymptomatickém stadiu pomoci méfeni tloustky komplexu intimy-medie
karotickych arterii (CIMT) za pouzitim ultrazvuku. Toto méfeni mize slouzit k posouzeni
souvislosti IMA s aterosklerotickym procesem (58).

Ve studii tureckych védcli se zabyvali studiem IMA jako markeru aterosklerozy
V porovnani s bézn€ vyuzivanou hodnotou tlouStky intimy-medie na karotickych arteriich,
ktera se bézné pouziva pro detekci aterosklerotickych 1ézi. Hladiny IMA se zvysily u pacientt
s revmatoidni artritidou, u kterych byla ateroskler6za hodnocena. IMA v tomto ptipadé
pozitivné korelovala s hodnotou CIMT. Hladina IMA pfi revmatoidni artritidé pravdépodobné
vzrusta v disledku systémového zanétlivého procesu. Védci se domnivaji, ze IMA Ize diky
pozitivni korelaci s CIMT vyuzit k hodnoceni rozvoje ateroskler6zy u pacientti s revmatoidni
artritidou. Jina studie vénovala pozornost syndromu spankové apnoe jako potencialniho rizika
pro vznik aterosklerdzy. Hladina IMA byla vyrazn€ vyssi u pacientl se spankovou apnoi
a stejné jako u pacientl s revmatoidni artritidou objevili védci pozitivni korelaci mezi IMA
a CIMT. K podobnym zavérim pro tyto parametry bylo dospéno také u familiarni sttedomoiské
horecky, u které chronicky systémovy zanét také zvySuje moZnost rozvoje vzniku

ateroskler6zy. Zjisténim té€chto skutecnosti 1ze usuzovat, Ze koncentrace IMA v séru se zvySuje
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1 u dalSich zanétlivych onemocnéni spojovanych s rizikem vzniku aterosklerdzy. Systémovy
zanét ma piimy uGéinek na cévni tkang, periferni tkané a organy. Tyto ucinky vedou
k endotelialni dysfunkci zptsobujici oxida¢ni stres. Vlivem oxida¢niho stresu dochazi
ke zvyseni tvorby volnych kyslikovych radikalt a ke vzniku aterosklerdzy, coz ma za nasledek
ischemii nebo hypoxii tkan¢€. Hypoxie tkan€ a oxidacni stres zptusobuji zvySeni hladin IMA. Za
normdlnich okolnosti funguje albumin jako antioxidant a jeho nizkd hladina mulze byt
rizikovym faktorem vzniku cévnich chorob. Vztah mezi IMA a CIMT podporuji skute¢nost, Ze
IMA pozitivné koreluje i s aterosklerozou. (59), (60), (61).

4.2 Rizikové faktory endotelové dysfunkce a IMA

4.2.1 Obezita

VEtsi narast télesné hmotnosti je spojen S rozvojem aterosklerézy a naslednych
kardiovaskularnich potizi. K onemocnéni obéhového systému v této souvislosti mtize dochazet
v disledku hyperglykémie, zvySené hladiny lipidi a chronického zanétu, které vedou
k produkci volnych kyslikovych radikala. V disledku velké télesné hmotnosti mize také dojit
k rozvoji diabetu, hypertenze, dyslipidemie a nékdy i rakoviny. Jednou z nachylnych skupin
ke vzniku obezity jsou Zeny po menopauze. Ve studii pod vedenim feckych védca zjistili,
Ze obézni Zeny v menopauze a stejné tak zeny v postmenopauze s ischemickou chorobou
srde¢ni maji vyssi hladiny IMA ptesahujici 110 U/ml. Naproti tomu u zen bez obezity IMA
nepresahuje 100 U/ml. K takovému zvySeni IMA dochéazi pravdépodobné pusobenim
oxida¢niho stresu spojen¢ho s obezitou. CRP a natriureticky peptid, které s hladinou IMA
pozitivné koreluji, nebyly na rozdil od IMA zvyseny ani u jedné ze skupin Zen tak, aby odrazely
riziko vaskularni poruchy. Sérové hladiny IMA by proto mohly odrazet globalni
aterosklerotickou zatéz, kdyz si uvédomime, ze dokaze poskytnout Casnéji informace o
piitomnosti ischemické choroby srdec¢ni, jak bylo uvedeno diive v této praci (62), (63).

V souvislosti s obezitou muze hrat roli leptin akumulaci reaktivnich forem kysliku
generovanych v bunkach endotelu, které mohou poskodit strukturu albuminu. Zaroveil
k oxida¢nimu stresu pfispiva zvysSena [B-oxidace v disledku velkého mnozstvi sérovych

mastnych kyselin (62).

4.2.2 Hypercholesterolemie
Jednim zrizikovych faktorG vzniku endotelidlni dysfunkce a aterosklerozy
je hypercholesterolemie. Je znamo, Ze oxidovany LDL cholesterol hraje vyznamnou roli

Vv rozvoji ateroskler6zy a autoprotilatky proti nému byvaji pfitomny v aterosklerotickych 1ézich.
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V casnych stadiich ateroskler6zy dochazi také k produkci reaktivnich forem kysliku a albumin
podléhd nadmérmému oxida¢nimu stresu, dochazi k jeho oxidaci a vznikd IMA. U jedinci
s hypercholesterolemii byla objeveny vyssi hladiny glukézy, celkového cholesterolu, LDL
cholesterolu, triacylglyceridu, protilatek proti oxidovanému LDL cholesterolu a sérového CRP.
Hladina IMA byla také zvySena a pozitivné€ korelovala s témito parametry, zatimco negativné
korelovala s koncentracemi HDL cholesterolu a paraoxonazy - 1. Snizend aktivita
paraoxonazy - 1 je spojena se vznikem endotelialni dysfunkce a byla objevena u pacienti
s nekrdzou dolni koncetiny z divodu onemocnéni perifernim cév. Nasledné byla nizsi aktivita
paraoxonazy - 1 nalezena u diabetikli s ischemickou chorobou dolnich koncetin nez u diabetikti
bez této komplikace. Je predpokladano, ze tento rozdil je zptisoben infekci a periferni ischemii
provazejici tuto komplikaci diabetu (64), (65).

Tvorba aterosklerotického platu u jedinci s hypercholesterolemii je spojena
s chronickym zanétem a mutze byt také spojena s ischemii, coz naznacuje pozitivni korelace
mezi celkovym cholesterolem, CRP a IMA. Vztahy mezi t€mito parametry miizou byt vyuzity
k detekci hypercholesterolemie u asymptomatickych jedinci pomoci IMA. Diky pozitivni
korelaci mezi IMA a protilatkami proti oxidovanému LDL by mohl byt vyuzit IMA k zjisténi
subklinickych aterosklerotickych 1ézi (64).

4.2.3 Hyperglykemie

V turecké studii zkoumali vztah biomarkerti endotelové dysfunkce u pacientt
s diabetem 2. typu. V tomto piipad¢ je jednou z pfi¢in vzniku endotelové dysfunkce zanétliva
reakce ve struktufe cévy, ktera je vysledkem hyperglykémie. Primérné hladiny sérového CRP
a IMA byly vyssi u diabetikid s endotelovou dysfunkci nez bez ni. Tato skute¢nost svéd¢i o tom,
ze by IMA, ale i CRP mohli byt spojeny s procesem endotelové dysfunkce. Mozny
mechanismus zvyseni IMA u pacientd s diabetem 2. typu mize byt zvySeni interleukinu-1
v disledku aktivace B bun€k vaznou hyperglykémii a zvySenim hladiny NADP. Dale vznika
enzym NADPH oxidéaza, ktery pienasi elektron na molekularni kyslik prostiednictvim
enzymového komplexu mitochondriich za vzniku superoxidového radikalu. To zptisobi zvyseni
reaktivnich forem kysliku cyklooxygenazovou cestou. Zvyseni reaktivnich forem kysliku vede
k modifikaci albuminu za vzniku IMA. Soucasné IMA i CRP pozitivn¢ korelovaly s tloustkou
intimy-medie na karotickych arteriich a s proteinurii. Ukazalo se, ze IMA a sérovy CRP jsou

dobrymi nezavislymi rizikovymi faktory endotelové dysfunkce. (66), (67).
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4.2.4 Asymetricky dimethylarginin

Stejné¢ jako IMA je mozZno pouzit asymetrického dimethylargininu k hodnoceni
ischemie a oxidativniho stresu. Vzhledem k tomu, Ze zvySené hladiny dimethylargininu jsou
uzce spojeny s hypercholesterolemii, endotelovou dysfunkci a ateroskler6zou, muze byt pouzit
ke srovnani s hladinou IMA pro tyto poruchy. V jedné z klinickych studii zkoumali narust jejich
sérovych koncentraci u pacientli Se spankovou obstruk¢ni apnoe. U tohoto typu onemocnéni je
endotelidlni dysfunkce zpiisobena stfidanim faze hypoxie a reoxygenace a vysokého
oxidacniho stresu. Védci zjistili vyrazny vzestup koncentrace IMA u skupin s mirnou a tézkou
apnoi a u asymetrického dimethylargininu byl vyznamny nariist hladiny pozorovan jen u tézké
apnoe. Tento vysledek svéd¢i o tom, Ze na rozdil od dymethilargininu dokédze IMA urcit
zavaznost tohoto onemocnéni, a tedy moznost ¢asnéjsiho zachytu poruchy cévni stény. Podil

IMA a dymethylargininu na vznik endotelialni dysfunkce neni vSak zcela objasnén. (68).

4.2.5 Sepse

Sepse je spojena s patologickou infekci a fyziologickymi zménami charakterizujici
syndrom systémové zanctové odpovédi. Vysledkem této odpovedi je poSkozeni na Grovni
kapilarniho endotelu. Hlavnimi znaky spoleénymi pro sepsi a endotelidlni dysfunkci
U pretrvavajicich a chronickych onemocnéni je zvySeny oxidaéni stres, degradace glykokalyxu,
zvySena adheze leukocytl, smrt endotelovych bunék, naruSeni bariéry mezi krvi a tkani
a indukce pro-koagula¢niho a anti-fibrinolytického stavu. (69), (70).

Pii hodnoceni syndromu systémové zanétové odpovédi a sepse objevili ve studii
vyznamné vys$S§i hladinu IMA, kterd stejné jako v predchozich ptipadech pozitivné korelovala
s hodnotou CRP. Pokud vychazime z diikazt, Ze aterosklerdza je zanétlivy proces, tak se CRP
mezi zanétlivymi biomarkery zdd byt nejlepSim v detekci kardiovaskularniho rizika.
Proaterogenni ptisobeni CRP by mohlo byt zprostiedkovano jeho lokalnim ptisobenim v cévni
sténé, ve které je ulozen. Dale CRP pftispiva k rozvoji zdnétu za produkce reaktivnich forem

kysliku, které modifikuji albumin (71).
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5 ZAVER

Kardiovaskularni onemocnéni jsou nejcastéjsi pti¢inou tmrti na celém svété a stejné tak
v Ceské republice. Véasny zachyt téchto chorob miize znamenat ¢asnéjsi zvoleni vhodné 1é¢by
a tim vést k preziti vice jedinct. Pro tento Gcel byli hledany spolehlivé markery detekujici
zejména myokardialni ischemii a z nich se nejvice osvéd¢il ischemii modifikovany albumin.

Zvysena tvorba IMA je vysvétlovana zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku,
které modifikuji albumin pii oxida¢nim stresu, ischemii, hypoxii nebo zdnétu. K naristu sérové
koncentrace IMA vSak miize dochazet také obsazenim vazebnych mist na albuminu mastnymi
kyselinami a glykaci albuminu.

Jedinou metodou stanoveni IMA schvalenou Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv je
ACB test. Jeho vyhodou je rychld a ve vétSinu spolehliva detekce ischemie. V nékterych
ptipadech vSak poskytuje falesné negativni nebo pozitivni vysledky a jeho spolehlivost je nizsi
u pacientll s hypoalbuminemii. Vyznamna je interference s laktatem, kdy v jeho zvySené
ptitomnosti v séru poklesne hladina IMA. Tim padem je citlivost ACB testu snizena
Vv ptipadech, kdy ke kardiovaskuldrnim potizim dojde béhem t€zsi fyzické namahy. V nedavné
minulosti byla projevena snaha najit spolehlivéjsi cestu stanoveni IMA. Variantou k ACB testu,
ale také s nepfimou detekci se zda byt ACuB test. Diivodem je vysSi vazebna afinita médi
k albuminu na jeho N-konci. Dale se védcim podafilo vyvinout metody stanoveni IMA
zalozené na senzorech vyuzivajicich povrchové plasmonové rezonance, rentgenové
fluorescencni spektrometrie s kvantovymi teckami a tekuté krystaly. U vSech tfech metod hraje
roli vyuziti protilatek. V piipadé téchto metod nebyly dosud zjistény interference s jinymi
latkami vyskytujicimi se v séru. Dal§i vyzkumy jsou nutné pro objasnéni, zda jsou tyto metody
skutecné dostate¢né spolehlivé pro uvedeni do bézného laboratorniho provozu.

IMA je vysoce citlivy, ale o néco méné specificky pro prokdzani ACS. Pfi¢inou nizké
specificity IMA pro identifikaci ACS je skuteCnost, ze dokaze dobie dokazat ischemii
myokardu, ale nikoliv nekrozu, ktera se objevuje pfi infarktu myokardu. Hlavni vyhoda vyuziti
IMA je jeho negativni prediktivni hodnota umoziujici spolehlivéji vyloucit ischemii, ktera je
prvotni pfi¢inou ACS. K zvySeni hladiny IMA dochazi kratce po nastupu ischemie. Z toho
divodu je schopny predpovédét nasledné zvyseni markert srde¢niho poskozeni a tim infarkt
myokardu. Dale dokaze také rozlisSit STEMI pacienty od NSTEMI pacienti a zaroven
od zdravych jedinci. ACS také zahrnuje nestabilni anginu pectoris spojenou s piechodnym
vyskytem ischemie. IMA dokaZe rozliSit u pacientl nestabilni anginu pectoris od zdravych

jedincd, ale nikoliv od stabilni anginy pectoris.
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Jistou nevyhodu mé IMA v tom, Ze neni specificky jenom pro myokard. Jeho vyssi
hladiny byly nalezeny i pti sepsi, gynekologickych potizich, rakoving, cirhdze jater a dalsich
moznych onemocnénich nesouvisejicich s postizenim myokardu. Mize vsak slouzit jako
marker u onemocnéni spojenych s rizikem vzniku kardiovaskularnich potizi jako je diabetes
mellitus, syndrom obstruk¢ni spankové apnoe, preeklampsie a dalSich.

Mnohé studie prokazaly, ze IMA muize byt markerem endotelidlni dysfunkce jako
prvniho stadia ateroskler6zy. Neni vSak zcela prokazano, jak je do téchto patologickych procesii
zapojen. Pozitivni korelace s CRP, CIMT, ale i asymetrickym dimethylargininem
pfi ateroskler6ze naznacuje, ze by se modifikovany albumin mohl podilet na tvorbé
aterosklerotického platu. Pravdépodobné je, Ze albumin pisobici pivodné jako antioxidant, je
modifikovan reaktivnimi formami kysliku v procesu zanétu a oxida¢niho stresu. Vznikly IMA
neni schopen vazat ptrechodné kovy jako je méd’. Volna méd’ pak katalyzuje radikalové reakce
a proces endotelové dysfunkce zhorsuje toxickym ptisobenim na cévni sténu. Zanét je soucasti
rizikovych faktort aterosklerdzy jako obezita, sepse a diabetes mellitus, ale hraji zde roli i
autoimunitni onemocnéni jako revmatoidni artritida a mnoho dalSich. Pokud dokadze IMA

nasledné rychlejsi zvoleni 1é¢by pted tim, nez dojde k cévnim komplikacim.
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