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SOUHRN

Jiz dlouho se zkoumad, zda by jednim z markaterosklerézy mohl byt
homocystein a #které dalSi aminothioly (cystein, cysteinyl-glycinyyuzili jsme
simultdnniho stanovenédhto aminothial a methioninu metodou HPLC-ED u souboru
pacienti s aterosklerotickym kardiovaskularnim onemwdm. Zaznamenali jsme
zvySené hladiny cysteinu a homocysteinu a sniZzekouocentraci methioninu,
vyznamnou negativni korelaci mezi hladinami cysie{homocysteinu) a methioninu
a zarové hladiny kreatininu ve fyziologickych mezich. Mehiadinami cysteinu
a homocysteinu jsme nalezli silnou pozitivni kocel&Z toho usuzujeme na zvySenou
tvorbu cysteinu z homocysteinu transsulfuniacestou a na utlumeni remetyiadrahy,
pii které vznika methionin. To @Ze byt nasledkem zvySeného oxiddno stresu
spojeného s ateroskler6zou, ale také s vysokgkena pacient a s¢astym vyskytem
arterialni hypertenze. @fili jsme korelace &kterych latek s &kem. Vyznama

pozitivneé s wekem koreloval cystein a homocystein, negatismethionin.

Ve vzorcich pacieiitjisme stanovili vitamin E metodou HPLC-ED. Zjisfgime
vyznamnou negativni korelaci mezi vitaminem E aeik® aterogenity a také mezi
indexem aterogenity a pamem vitamin E/LDL. Z toho usuzujeme, Ze vitamin B m
vyznam jako antioxidant, ktery chrani LDiastice ped oxidaci a tim sniZuje jejich

aterogenni vlastnosti.

Vysetfili jsme lipidové spektrum u vSech pacig&niNalezli jsme vyznamnou
negativni korelaci mezi HDL-cholesterolem a homoselyem u pacieiit
s hyperhomocysteinémii. Je tedy mozné, Ze homanysieizuje hladinu HDL

cholesterolu.

Oweiili jsme pouzitelnost vypracované HPLC-ED metodyg ptanoveni volnych
aminothioh v séru. Nanili jsme niZSi koncentrace volnych aminothiiphez uvada
literatura. Tato metoda vyZaduje dalSi optimalizaoi nizSi koncentrace aminothiole

vzorcich a volbu pH mobilni fazefigkterém dojde k dostateé separaci ptk

Kli ¢ovéa slova:aminothioly, homocystein, ateroskleréza, HDL



SUMMARY

There is a research proceeding for a long timegediat question whether the
homocysteine and certain other aminothiols (cysteysteinyl-glycin) may be markers
of atherosclerosis. We have applied method of d¢amebus determination of these
aminothiols and methionin by HPLC-ED to pool ofipats affected by atherosclerotic
cardiovascular desease. We have registered indredmeels of cysteine and
homocysteine and lowered concentration of methmnsignificant negative correlation
between levels of cysteine (homocysteine) and roethe, together with creatinin
levels within physiological limits. We have founttag positive correlation between
cysteine and homocysteine levels too. We assumebwve stated is consequence of
increased transformation of homocysteine into éystby transsulfuration pathway and
suppression of remethylation pathway, during whiekthionine is created. This may be
caused by increased oxidation stress related gragblerosis, or to old age of patients
or to frequent occurrence of arterial hypertensidfe have checked the correlation
between certain substances and age. Cysteine ambchsteine have correlated

significantly positive, methionine has correlategative.

We have determined vitamin E by HPLC-ED method. \Wave found
significant negative correlation between vitaminakd atherogenity index and also
between atherogenity index and vitamin E/LDL raBecause of that we assume that
vitamin E function like antioxidant protecting LDparticles against oxidation and

thereby suppress their atherogenic effect.

We have also determinated concentrations of ligichmounds in all samples.
We found significant negative correlation betweewels of homocysteine and HDL
cholesterol by hyperhomocysteinemic patients. ®cetls possibility that homocysteine

lowers the level of HDL cholesterol.

We have verified usability of created HPLC-ED methm determine free
plasma aminothiols. However we have discovered lowencentrations of free
aminothiols than is declared by scientific publicas. This method needs additional
optimalization for lower concentrations of aminatkiand pH mobile phase option to

separate peaks sufficiently.

Keywords: aminothiols, homocysteine, atherosclerosis, HDL



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABCA 1 kazetovy transportér spojeny s ATP (ATP-lirgdcasette transporter)
AKO aterosklerotické kardiovaskularni oneméeh
Alb albumin

AO aterosklerotické onemoémi

Apo apoprotein

apoA-I apoprotein Al

apoA-I| apoprotein All

BMI body mass index

CBS cystathionirg-syntasa

CE cholesterol-ester

CETP cholesterolester transfer protein
CMP cévni mozkovaifhoda

CoQuo koenzym Qo

CRP C-reaktivni protein

Cys cystein

Cys-gly cysteinyl-glycin

DM diabetes mellitus

ED elektrochemicka detekce

fCys volny cystein

fCys-gly volny cysteinyl glycin

fHcy volny homocystein

FC volny cholesterol

fMet volny methionin

Glc glukoza

GSPx glutathionselenoperoxidasa
Hcy homocystein

HD hemodialyza

HDL lipoprotein o vysoké hustdthigh density lipoprotein)
HDL-C HDL cholesterol

HL jaterni lipasa

HLP hypolipidemika

HTGL hepatalni triglyceridova lipasa



IDL
ICHS

LCAT
LDL
LDL-C
LDL-R
LOOH
LP

LRP
Met
MTH
MTHFR
NAC
NOS
oxLDL
PAF-AH
PL

PLP
PLTP
PUFA
RTC
SAM
SR-BI
tCys
tCys-gly
TG
tHcy
TC
tMet
TRL

vit E
VLDL

index aterogenity

lipoproteiny se sedni hustotou (intermediate density lipoprotein)
ischemicka choroba srdé

infarkt myokardu

lecithin-cholesterolacyltransferasa

lipoprotein o nizké hustst(low density lipoprotein)

LDL cholesterol

LDL-receptor

lipidovy peroxid

lipoprotein

protein pibuzny LDL receptoru (LDL-receptor related protein)
methionin

methylentetrahydrofolat
methylentetrahydrofolatreduktasa

N-acetylcystein

syntasa oxidu dusnatého

oxidované LDL

platelet-activating factor-acetyl hydrolase

fosfolipidy

pyridoxal-5"-fosfat

phospholipid transfer protein

polynenasycené mastné kyseliny

reverzni transport cholesterolu

S-addenosyl methionin

scavenger receptdfdy B, typ | (scavenger receptor B type I)
celkovy cystein

celkovy cysteinyl glycin

triglyceridy

celkovy homocystein

celkovy cholesterol

celkovy methionin

lipoprotein bohaty na triglyceridy (triglycerrich lipoprotein)
vitamin E

lipoprotein o velmi nizké hustote (very low gty lipoprotein)
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Uvod

1 Uvod

A

pomérem se podili na mortalitve vysglych zemich. Multifaktorialni fi¢iny jejiho
vzniku a rozvoje vedou édce v celém sité k hledani novych markeér které by
pomohly odhalit pdinajici onemoceni. TradEni rizikové faktory jako je hypertenze,
koureni, obezitaci hypercholesterolémie se nemusi vyskytovat u vSpahient
av tchto pipadech by vyuziti novych marKerumoznilo asnou diagnostiku
aterosklerozy.

Jiz dlouho se zkouma, zda by jednim z novych markegroskler6zy mohl byt
homocystein. Jedna se o0 neesencialni sirnou anmsebiy, kterd je meziproduktem
metabolismu methioninu. Spolu s cysteinem, cystajihycinem a dalSimi latkami se
fadi mezi aminothioly. Metabolismus aminotliige vzajem# propojen, a proto se

¢asto vyuziva jejich simultanni stanoveni.

V nekterych studiich bylo zjigho, Ze homocystein snizuje hladinu HDL

cholesterolu. NaSi snahou bylo tuto skatest owfit.

Vyznamnou roli v patogenezi aterosklerézy hrajétaktioxid&ni latky, jako je
vitamin E ¢i koenzym Qo. Tyto antioxidanty maji schopnost chranit lipogiobvé
castice ped oxidaci a tim zabfiaji jejich usazovani vcévach a tverb

aterosklerotického plaku.

Cilem nasi prace bylo pratiit hladiny celkovych aminothidl a vitaminu E
u pacieni po zavazné koronarniiipod (infarkt myokardu, cévni mozkové&ipoda)
a pacieni s pozitivnim koronarografickym néalezem metodou BHED. Kroneg
klicovych latek jsme si dali za cil vy$gtzakladni biochemii a funkci ledvin, abychom
mohli ziskané vysledky kompleknposoudit, porovnat hladiny jednotlivych andlyt
a zjistit jejich gipadné vzajemné korelace.

M¢li jsme také oviit pouzitelnost vypracované HPLC-ED metody pro stemi

volnych aminothial v séru.
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Teoreticka éast

2 Teoretickacdast

2.1 Ateroskler6za

A

pomérem se podili na morbiditinvalidit¢ a mortali¢ ve vysglych zemich (Liao a kol.,
2007, Kiechl, Willeit 1999).

Ateroskleréza, neboli korn&ti tepen, je civilizani systémové onemoémni
postihujici velké a #dni cévy tepennéhdeciste. Negastji vznika v tepnach
z&sobujicich srdce, mozek, ledviny a dolni daimy. Jde o kombinaci patologickych
zmeén v intimg tepen, na jejimz gatku je podkozeni cévniho endotelu (Stipek a kol.,
2000; Masopust, 2003; Rucki, Strozicky, 2003 ).

PoSkozeni endotelu ihe byt mechanické (n&parterialni hypertenzi), ale
i funkéni pd zachovani jeho morfologické integrity. Tyto pohyc nazyvame
endotelovou dysfunkci (BuresS, Hoek, 2002).

Na rozvoji a vzniku ateroskler6zy se podili cétala faktoli zpisobujicich
endotelovou dysfunkci. Mezi ovlivnitelné faktory tfiakonzumace alkoholu, obezita,
fyzicka inaktivita, hypertenze, kéeni, zvySeni a modifikace lipoprotéiro nizké
hustot (low density lipoprotein, LDL), vysoké hladiny desterolu, triglyceridy (TG),
lipoprotein(a) [Lp(a)], stravovaci navyky, diabetesellitus (DM). Neovlivnitelné
faktory jsou @di¢né predispozice,&k a muzské pohlavi. V poslednich letech byly mezi
rizikové faktory z#azeny také chronické infekce vyvolané viry (cytomlegirus,
herpetické viry) nebo bakteriemiHélicobacter pylori Chlamydia pneumonidge
homocystein (Hcy), fibrinogen, oxidai stres, C-reaktivni protein (CRP) (Zakova,
Kand’ar 2006; Masopust, 2003; Racek a kol., 2004; Fmicaakol., 2004; Kiechl,
Willeit, 1999; Lee a kol., 2006).

Dysfunkce endotelu, figobena dmito vlivy, vede ke kompenzai odpowdi,
ktera néni normalni homeostatické vlastnosti cévniho erddddasopust, 2003).
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2.1.1 Patogeneze aterosklerézy

PoSkozeni endotelu (obr. 1) zvysSi pronikani LDa&stic do intimy (kam
v priméiené mie vnikaji normalg), a to zvlast tehdy, je-li vysSi hladina LDL v krevni
plasng. Lipidy v hromadicich se LDL podléhaji oxidaci,opginova slozka LDL téz
glykosylaci. Oxidaci napomaha kiani cigaret s hromadim volnych radikal,
obezita, glykosylaci pak hyperglykémigi gliabetu. Na zrnény LDL reaguji buiky

cévni stny, zvlasé endotelie, zattlivou reakci.

Aktivované endotelové hiky vystavuji adhezivni molekuly, které&ifahuji do
mista poSkozeni monocyty/makrofagy a T-lymfocytkrevniho recist¢ a buiky
vaskularni hladké svaloviny z medie. Makrofagy f@gézou vstebavaji lipidy
uvolnéné z LDL ¢astic a postuphse néni na @nové buiky. S€na cévy se v mist
poskozeni ztludije, tvai se zde tukovy prouzek a naslédmak s lipidovym jadrem
avazivovou gepikkou“ z burgk cévni hladké svaloviny. Pogd dochazi
k exulceracim, krvaceni do platu a agregaci krdvdesttek. Tyto dje mohou vést ke
vzniku trombu, ktery uzae cévu a tim zastaviipod kysliku a Zivin do oblasti na této
céw zavislé. Klinickymi nasledky potom mohou byt irkarmyokardu, mrtviceci
gangréna (Zakovéa, Kdidr, 2006; Stipek a kol., 2000; Masopust, 2003; Ruck
Strozicky, 2003).

Ateroskleréza vznika jiz vdstvi a v ptibéhu Zivota se vyviji. Rateni
aterosklerotické 1éze (ztlugti intimy cév) se mohou obijevit jizébem dospivani, ale
frekvence konénych aterosklerotickych Iézi se prudce zvySuje @doku &ku u muz

a u Zen po menopauze (Kiechl, Willeit 1999).

2.1.2 Vyvojova stadia aterosklerotickych lézi

Podle American Heart Association se stadia ateeostitkych 1ézi dli ndsledovs:

Typ 1. Inicialni Iéze — dochazi ke zvySeni ptu izolovanych makrofagv intimé, tvori
se tzv. ,@nové buiky", v této fazi jsou pouze chemicky mikroskopicky prokazatelna
depozita lipid:

Typ Il. Lipoidni prouzky - intracelularni akumulace lipid v intimé se hromadi
pénové buiky vzniklé z makrofad, hladka svalovina jeStheni zmnozZena, ale daaji
se v ni objevovat tukové kapénky. V pokitejSi ateromatozni 1ézi progreduji jen ty
lipoidni prouzky, které jsou bohaté na lipidy, mafagy, Zirné biikky a lymfocyty.
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Inicialni 1éze a lipoidni prouzky nachazime &tid u dosglych. Tyto dva typy

|ze fadit mezicasné léze aterosklerozy.

Typ lll. Preaterom — pievaZzuji intracelularni lipidy, zZ#naji se objevovat malé
izolované extracelularni depozita lipidTyto zmény se mohou objevit jiz brzy po
pubert, jednd se o fiedchidce pokrd@ilych ateromat6znich |ézi, které se vyskytuji
u dosglych.
Typ IV. Aterom — dochazi k intracelularni akumulaci ligigpolu s extracelularnim
vyskytem depozit typu lipidového jadra
Typ V. Fibroaterom - tvai se vyvySené vazivové lozisko s lipidovym jadrem
a fibrotickou vrstvou. Podle dalSich projeize clit na:

= typ Va. — Léze s kalcifikacemi — projevy jsou stejné jako wipact

fibroateromu, ale dochazi kqvaze kalcifikace
= typ Vb. — Fibrotické 1éze— prevaZuje fibrotizace

Typ VI. Komplikované léze — vznika povrchovy defekt, t¥bse hematom a iiie
nasledovat hemoragie, akumulace trombd@ytvznik trombu. Nakonec ime dojit az

k arterialni okluzi.

Typy IV. az Vl.fadime mezi pokrdlé aterosklerotické léze (Racek a kol., 2004;
Rucki, Strozicky, 2003).

POSKOZEN CEYNIHO
EMDOTELU

endatel /——_——_\ migrace leukocytd
hladks o ]
svalovina e
oSl
NN by =

Endotelialni permeabilita

ENDOTELIALMI
D SFUNKCE

FIBROZNI ™~ 3
PLAK —

— " tyarha pénavé
LIPIDON buriky
PROUZEK

migrace bunék
hladké svaloviny

. & 5 adheze a agregace
FIBROZNI ~ destiek
LEZE —

Obr. 1: Mechanismus poSkozeni endotelu (Jelinkova, 2008)
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2.1.3 Rizikové faktory aterogeneze

LDL cholesterol — LDL c¢astice mohou byt modifikovany oxidaci, glykaci
(u diabetu), agregaci, asociaci s proteoglykanyonetkorporaci do imunitnich
komplexi ajsou hlavni ficinou poSkozeni &by artérii. Protiaterogegn pasobi
reverzni transport cholesterolu do jater, ktery afng lipoproteinovécastice o vysoke

hustot (high density lipoprotein, HDL).

Hypertenze- Angiotensin Il (hlavni produkt renin-angiotensu&ého systému),
ktery je silnym vazokonstriktorem a {gobuje hypertenzi, fspiva k rozvoji
aterogeneze stimulaci proliferace Bkincévni hladké svaloviny. Vaze se totiz na
specificky receptor, coz ma za nasledek ustolmeaktivnich forem kysliku a dusiku v
raznych buikach sén arterii (Masopust, 2003).

Diabetes mellitus - Hyperglykemie sdruzend s DMiigpiva ke vzniku
oxidatniho stresu, a tim k endotelové dysfunkci. Hypédgiyie podporuje adhezi
leukocyti k endotelu, navozuje aktivaci vaskularni hladk@leviny. To vede ke
zvySeni tonu shy arterii, k ¥tSi proliferaci bugk hladké svaloviny a tim ke ztl@$t

intimy uz vcasné fazi aterogeneze.

Homocystein- ZvySené koncentrace Hcy v plazmrejmé navozuje dysfunkci
endotelu (zvySuje oxidai stres), ovliviuje tlouStku intimy a medie arterii, pruznost

stny arterii a ma protrombotickyiinek (Masopust, 2003; Welch, Loscalzo, 1998).

Infekce - Je stéle viceikaz, Ze chronickd infekce ma souvislost s rozvojem
aterogeneze. Byla nalezensitpmnost herpetickych uir a Chlamydia pneumoniae
v ateromovych platech a zvySeny titr protilatek tproiznym infelkknim agens
(Helicobacter pylorj cytomegalovirus, virus Epsteina a Barrovelemophilus
influenzae Mycoplasma pneumonipel pacieni s akutnim koronarnim syndromem.
RovnéZ chronicky za#t periodontia je povaZzovan zafigpivajici faktor rozvoje
aterosklerdzy. Infekce cévni¢aly indukuje tvorbu latek, které napomahaji rozvoji

dysfunkce endotelu svalovych kikncév (Masopust, 2003; Hyanek a kol., 1997).

Koureni cigaret- Cigaretovy koé obsahuje kromznamych karcinogeni fadu
toxickych latek, jako CO, Nk akrolein, aceton, nikotin, benzpyreny, hydrochino
oxidy dusiku. Mnohé tyto sl@eniny moduluji funkci imunokompetentnich [&kn
(Masopust, 2003).
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Lipoprotein (a) — Jedna se o lipoproteinovogastici s nizkou hustotou
a s typickym apoproteinem(a) kovaletitrazanym k molekule apoB-100 disulfidickym
mustkem. Analogie bilkovinnéc¢asti Lp(a) s plazminogenem tgobuje jeho
protrombotické a proaterogenniitiky. Lp(a) brani vazb plazminogenu na fibrinogen
a monomery fibrinu a inhibuje ¢inek tk&oveho aktivatoru plazminogenu. Navic

podporuje proliferaci butk hladké svaloviny cévni&ty (Racek a kol., 1999).

Fibrinogen — Jedna se o vlaknity glykoprotein, jehoz koncergra plazns
stoupa u akutnich stavjako je zast, trauma, operace nebo infarkt myokardu.
Fibrinogen zvySuje viskozitu krve, infiltruje ari@&ni s€nu, vaze na sebe lipoproteiny
(LP) a stimuluje bu&nou proliferaci. Dale podporuje agregaci trombécattvorbu
fibrinového trombu (Racek a kol., 1999).

C-reaktivni protein— Jedna se o bilkovinu akutni faze, nejvyznggimmarker
probihajiciho z&ftu a potencialni marker kardiovaskularniho onemntn Hraje
vyznamnou roli v firozené imunitni odpasdi. Je produkovan také bkami hladké
svaloviny cév a je exprimovanigrnostd v mis¢ poruseni cévni &y. CRP nize
piimo ovlivnit expresi adheznich molekul, fibrinolyza tim zgsobit endotelialni
dysfunkci (Ridker a kol., 2004).

2.2 Lipoproteiny

2.2.1 Strieny piehled

Lipoproteiny jsouiastice, které se skladaji z nekovaleérdsociovanych lipidl a
proteini, nazyvanych apoproteiny (apo)ud®bi v plazm jako grenasée lipida, které
se vyskytuji vectyiech fGznych formach — TG, fosfolipidy (PL), cholesterol a
cholesterol-ester (CE) (Harper a kol., 1998).

Plasmové LP vytv&ji kulovité ¢astice, které obsahuji nepolarni jadro z TG a
CE. Toto jadro je obklopeno vice polarnim obalempa, PL a cholesterolu (Voet,
Voetova, 1995; Forti, Diament, 2006).

Apoproteiny maji #kolik funkci: 1) Jsou pdebné pro syntézu a sekreci
specifickych LP. 2) Aktivuji enzymy modifikujici LP3) Vazi se na specifické
receptory na povrchu bgk, a tim zajiguji odstragni LP z krevniho okhu (Racek a
kol., 1999).
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Lipoproteiny jsou Klasifikovany podle jejich veligt, hustoty a lipidového

a proteinového slozeni (Forti, Diament; 2006). Maladt téchto vlastnosti se&tl do

péti skupin (Tab.

).

Tab. I: Tridy lipoprotein: a jejich vlastnosti (Voet, Voetova, 1995)

Tiida S ) Pramér ¢astice
lipoproteini Hlavni lipidy Apoproteiny Hustota g/mL (nm)
Chylomikrony & . A-l, A-ll, B-48,
exogenni TG | C-I, C-II, C-llI, <0,95 80 - 500
zbytky E
VLDL e”do%eE””' TGiB.100, c-1. c-n| 0,95 - 1,006 30- 80
IDL CE, TG, 15100 c-n, E| 1,006-1,019 25 — 35
cholesterol
LDL CE, Cr%esmro' B-100 1,019 - 1,063 18— 28
A-l. A-ll. C-1,
HDL CE, cholesterol C-llI, C- I, A- 1,063 - 1,210 512
IV

2.2.1.1 Chylomikrony

Chylomikrony jsou LP majici neftSi velikost, nejutSi podil lipich a nejnizsi

hustotu. Vznikaji ve #w z TG a cholesterolu ifimanych v potray a jsou

uvolovany do stevni lymfy, odkud se dostavaji do krevnihcilob. Zde adheruji na

vazebna mista viiitiho endotelu kapilar. Po vstupu do krevnie®isté jsou Ehem

nékolika minut hydrolyzovany imsobenim lipoproteinové lipasy (LPL). Uvelmé

mastné kyseliny slouZzi jako zdroj energie pro sweatlalSi tka# jsou uloZzeny v tukové

tkani nebo resyntetizovany v jatrech (Racek a BK899; Voet, Voetova, 1995).

2.2.1.2

Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou

Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (very low diydipoprotein, VLDL) jsou
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syntetizovany v jatrech. Jejich jadro je bohatéTia, v menSi nie obsahuji také
cholesterol. Jejich Ukolem je transport TG do eenich tkani. Stefh jako
chylomikrony jsou VLDL Speny LPL. Zbytky VLDL se objevuji v krevnim &hu
nejdiive jako lipoproteiny se #dni hustotou (IDL). IDL jsou pak vychytany jatry
a metabolizovany pomoci jaterni lipasy (HL) za ¥zniiDL (Racek a kol. 1999; Voet,
Voetov4, 1995).

2.2.1.3 Lipoproteiny s nizkou hustotou

Pri preméné VLDL na LDL jsou témd vSechny proteiny kroth apoB
odstragny a \tSina jejich cholesterolu je esterifikovana enzymeercitin-
cholesterolacyltransferasa (LCAT), kteriepasi zbytek mastné kyseliny z lecitinu na
cholesterol. LDL jsou hlavnim typem lipoprotéirptenasejicich cholesterol. Jejich
jadro obsahuje té& vyluené CE. LDL jsou vychytavany LDL-receptory
(transmembranovymi glykoproteiny na povrchu #&uynkteré specificky vazi apoB
a apoE) a prostupuji do btknreceptorovou endocyt6zou. Cholesterol, kteryadeot
dostal do biiky je bul’ vyuzit ke stavb bure¢cnych membran, nebo je reesterifikovan
a uloZzen do zasoby (Racek a kol. 1999; Voet, Vagtd995).

2.2.1.4  Lipoproteiny s vysokou hustotou

HDL jsou ze vSech lipoproteinnejmensi, maji neftSi hustotu a vznikaji
v plazne predevSim ze slozek vzniklych rozkladem jinych lipmpmi. Jejich hlavnim
ukolem je penos endogenniho cholesterolu z tkani do jater. 2| antiaterogenni,
protizarétlivé a antioxidé&ni inky. (Kontush, Chapman, 2006; Rader a kol., 2006;
Ansell a kol. 2005; Voet, Voetova, 1995).

2.2.2 Lipoproteiny a ateroskleroza

Vysoké krevni koncentrace LDL a nizké koncentrad@LHsou primérnimi
faktory pro rozvoj aterosklerotického onem&eh(AO) (Forti, Diament, 2006).

To, jak velké je riziko vzniku AO tedy &mje nerovnovaha mezi nadbytkem
cirkulujiciho cholesterolu ve forénapoB obsahujiciho lipoproteinu, tzv. proaterogenni
apolipoprotein a nedostatkem antiaterogennich apoBsahujicich lipoprotein ApoB
je prevladajici proteinovou sloZzkou proaterogennich LMLDL a IDL ¢astic, zatimco

apoA-I1 je hlavni proteinovou slozkou antiaterogehrtiDL ¢astic.
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Hypercholesterolémie agobené zvySenou koncentraci LDL-Ggstou formou
aterogenni dyslipidemie (skupina metabolickych obocharakterizovanych zmou
hladin lipida a lipoproteiri v plazn€). LDL je hlavni genaSé cholesterolu nejen do
perifernich tkani, ale také do arterialnirst Interakce mezi pozitivn nabitymi
doménami apoB s negati&mabitymi proteiny extracelularniho matrixu (praggdan,
kolagen, fibronektin) vede k retenci lipoprotiinbsahujicich apoB, coZ je hlavnim

iniciacnim faktorem aterogeneze.

DalSim vyznamnym inicianim faktorem aterogeneze je snizena hladina HDL
cholesterolu (HDL-C) vyskytujici se igdevSim u paciedit s metabolickym
onemocgnim, jakym je DM 2. typu a metabolicky syndrom. dlg¢ koncentrace
HDL-C jsoucasto spojeny s dlouhskosti (Kontush, Chapman, 2006).

Popul&ni studie provedené v minulosti prokazaly vysocabifti negativni
korelaci mezi plasmatickou koncentraci HDL-C akézn vzniku aterosklerotického
kardiovaskularniho onemo&mi (AKO) u c¢loveéka. Existuji také tkazy, Ze HDL
zabraiuje rozvoji aterosklerdzy u lidi i zkdt. HDL brani vzniku AKO progeédnictvim
reverzniho transportu cholesterolu (RTC), coz gngport cholesterolu z perifernich
tk&ni do jater (Liao a kol., 2007).

2221 Struktura a metabolismus HD&Astic

HDL je ¢astice s vysokym obsahem cholesterolu, ktera rdilrod ostatnich LP
neobsahuje apoB. Sklada se z 1) povrchové mongvddigahujici apo, PL a volny
cholesterol (FC) a z 2) hydrofobniho jadra, kteb&ahuje neutralni lipidy (CE a TG)
(Obr. 2). Vice nez 50% hmotnosti HDastice tvai apo, ze kterych 90%ini apoA—I
a malé mnozstvi apoA-Il. Zbytek ticostatni apo jejichz slozeni je pronmé (Rader
a kol., 2006).

Zasadni roli v reverznim transportu cholesterolu vg@ojovy cyklus ¢astic
HDL. Tyto ¢astice slouZi jako univerzalni akceptor cholestemburgk, a tim udrzuji
homeostdzu cholesterolu vitkéch. OilezZitou sloZkou HDL ¢astic jsou enzymy
a proteiny zprosedkujici vyngnu lipidi mezi lipoproteiny: PLTP (phospholipid
transfer protein), umdadjici prenos PL mezi jednotlivymi lipoproteiny, LCAT,
katalyzujici esterifikaci FC, CETP (cholesterolestansferprotein), umadaibijici
vzajemnou vyminu nepolarnich lipidd mezi jednotlivymi lipoproteiny. Dale nesou HDL

castice také enzymy s antioxigami &inky, jako je PAF-AH (platelet-activating
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factor-acetyl hydrolase), paraoxonasa 1 (PON1)ugatilionselenoperoxidasa (GSPXx).
Antioxidatni aktivitu vykazuje také LCAT a dalSi proteiny eppidy, jako je nafdklad
sérovy amyloid A - hlavni pozitivni reaktant akutfize neboa-l-antitrypsin —
potencialni inhibitor serinové proteasy. Predhictvim &chto antioxid&nich enzyni
jsou schopny HDL chranit lipidovou i proteinovowzku LDL pred oxidaci a branit
akumulaci produkt oxidace v LDL (Kralova Lesna a kol., 2006; Kontus&hapman,
2006).

Obr. 2: SloZeni HDLcastice (Forti,Diament, 2006).

2.2.2.2 Reverzni transport cholesterolu

Reverzni transport cholesterolu (obr. 3) je fyzgidky antiaterogenni proces,
prostednictvim kterého je cholesterol z perifernich tki@ansportovan HDI¢asticemi
do jater a steroidogennich orgarkde je vyuZzit pro syntézu LP, Zlovych kyselin,
vitaminu D a steroidnich hormén VétSina perifernich butk nema schopnost
katabolizovat cholesterol a proto jej pouze i do extracelularniho prostoru, kde jej
prijimaji extracelularni akceptory, jakymi jsou HOdastice (Rader a kol., 2006; von
Eckardstein a kol., 2001).

Reverzni transport cholesterolu Ize rélzddo peti kroka:
1. Intracelularni transport cholesterolu k b&mé membrés

2. Transport cholesterolui@s bugtnou membranu do extracelularniho prostoru

a jeho navazani na HDiastici.

3. Funkini zména HDL ¢astice esterifikaci FCéinkem LCAT a gesun &chto
nepolarnich estérdovnit ¢astice HDL.
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4. Pasobenim CETP j€éast cholesterolu z HDL vy&néna za TG chylomikroin
a VLDL.

5. HDL c¢astice obsahujici CE jsou vychytany v jatrech a @anspecifickych

receptot je cholesterol fenesen do hepatodyt

NaruSeni kteréhokoliv Z¢hto kroki muze vést ke snizeni RTC. CE je
v cytoplazné buiky uchovavan ve forn kapének. Jejich hydrolyzou pomoci
cholesterylesterhydrolasy je zahajen RTC. Vzniklg ke nasled& transportovan

k burecné membra# (Kralova Lesna a kol., 2006).

Transport FC fes bugénou membrdnu se uskiteije ftemi riznymi
mechanismy — aktivhpies ABC receptory (Al, G1, G4) a naslednym navazamm
vhodny akceptor, pasi¥npies jaterni receptory SR-BI (scavenger receptor [ ty
a prostou difuzi (Rader a kol., 2006).

Transport FC a PL z iy pres cytoplazmatickou membranu a jejich navazani
na apoA-l umo#tuje receptor ABCALl (kazetovy transportér spojen&T®, ATP-
binding casette transporter). Tent§ dyZzaduje ATP jako zdroj energie (Liao a kol.,
2007; Cuchel, Rader, 2006; Kralova Lesna a ko620

Mutace na obou alelach ABCAligobuje absenci fugkiho receptoru ABCA1
u paciend s tangierskou nemoci. Tato mutace vede k intréelukumulaci lipidh.
ABCAL hraje také zasadni roli v ocheapred akumulaci cholesterolu v cévnérst
(Rader a kol., 2006).

Nové vzniké tzv. nascentni HDEAstice maji diskoidni tvar a pochazeji z jater
a tenkého seva. Nascentni HDkastice pijimaji FC z jinych LP a také z batnych
membran. FC je nasledresterifikovan za katalyzy LCAT a jeho kofaktorepoa-I.
Takto z polarni molekuly FC na povrcliastice vznikaji hydrofobni estery, které se
piesouvaji do jadra&astice HDL a vznika takastice HDIlg (Kralova Lesna a kol.,
2006).

Aktivni transport cholesterolu na zratéstice HDL zahajuji i dalSi receptory
z rodin receptar ABC — tzv. ABCG1 a ABCG4. Na rozdil od ABCAL, kfereaguje
scasticemi obsahujicimi apoA-lI a pouze malé nebo adnozstvi lipid, receptory
ABCG1 a ABCG4 pedavaji buaény cholesterol na zral&stice HDL, nebo HDlg
(Wang a kol., 2004). ABCG1 jsouippmny zejména na makrofazich a byl prokazan

jejich vliv na patogenezi aterosklerdzy. ReceptdBCG4 jsou pitomny gedevsim
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v mozku, v malé nite také na makrofazich.

SR-BI jsou povrchové receptory HDiastic, které umaiiji obousndrny tok
cholesterolu uvnit a vre burgk. Nejvice exprimovany jsou v jatrech a ve
steroidogennich organech. Tyto receptory jsou pieadobré zodpowdné za peménu
monocyti na makrofagy a naslednodepénu makrofa§ na gnové buiky. SR-BI
receptory mohou vazat i jiné ligandy nez HDL, hafhDL, LDL a oxidované LDL
(oxLDL) a maji tedy proaterogenniiaky, zarové se ale tastni RTC a umaiji
eflux intracelularniho cholesterolu Zmovych bugk na HDL a maji i protiaterogenni
acinky. Inaktivace SR-BI vede ke snizeni RTC a zvy&emcentrace HDL cholesterolu

v plazne.

Cast cholesterolu je schopna se uvolnit zdsuh prostou difuzi. Stejh jako
v piipac¢ SR-BI se pesun cholesterolu uskudieije pouze ve simu koncentraniho
spadu (Krélova Lesna a kol., 2006; Trigatti a kb@99).

Castice HDI; je dale v intravaskularnim prostoru obohacovaneholesterol
a PL uvolkgné hydrolyzou TG zVLDL a chylomikrdn (ozn&ovanych jako
triglyceride-rich lipoproteins, TRL). Ty jsour@naseny progtdnictvim PLTP a vznika
vétSi ¢astice HDlz, Na castice HDLy, jsou dale penaSeny za dinku CETP tSi
molekuly TG z TRL vyminou za menSi molekuly CE, coZ vede KtZevani objemu
HDL za vznikucastic HDLy,. Takto modifikované HDL jsou pak vhodnym substméte
pro HL, ktera hydrolyzuje jejich TG a PL.&astic HDLy, jsou tak zptné regenerovany
HDL; (obr. 4). V konéné fazi cyklu ¢astic HDL dochazi k jejich delipidaci, a to

nékolika cestami:

Selektivnim vychytavanim FC i jeho esiggomoci jaterniho receptoru SR-BI.
Takto navazan&astice HDL vstupuje do hepatocytu endocytézou aodebrani
cholesterolu je resekretovana ve férdiskovitécastice, ktera je schopnadma sebe

vazat lipidy.

Vychytavanim celychéastic zralych HDL pomoci receptoru LRP (protein
piibuzny LDL receptoru, LDL-receptor related proteina ktery se s vysokou afinitou

vaze apoprotein E a kteryte byt gfitomen na povrchoastic HDL.

Cholesterol, ktery byl z HDL ignesen na TRL (nesouci apoB-100 a apoE) je
z cirkulace odstraim s €mito lipoproteiny po jejich vazbna LRP¢i LDL - receptor
(LDL-R) (Kralova Lesna a kol., 2006).

24



Teoreticka ¢ast

Ledviny
ApoA1

ABC

preﬁ HDL
LCAT
ApoA1 >
F
PLff Fc Cf FCT
ABCAT ABCA1

SR-BI,

ApoA1

Stfevo

Obr. 3: Schematické zobrazeni reverzniho transportu ctestdst HTGL- hepatalni

triglyceridova lipasaKralova Lesné a kol., 2006)

Ziskanivolného

cholesterolu a
\95terifikace

TG

Obohaceni
cholesteral esteru

tryghycerichy

Obr. 4: Vnit/ni konverze mezi HRla HDL; frakcemi. HL = jaterni lipasa;
(Forti, Diament, 2006)
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2.3 Role zawtu a oxida¢niho stresu v patogenezi aterosklerozy

Nerovnovaha mezi cirkulujicimi hladinami cholestargiendSeného v HDL
a v apoB obsahujicicikasticich je Uzce spojena s indukci endotelidlnifuhfsce
i oxidatniho stresu v arterialniéste, jejichz vysledkem je z&h Dyslipidemie, oxidani

stres a zatt maji velky vliv na vznik aterosklerozy (Chisol®teinberg, 2000).

2.3.1 Oxid&ni stres

Oxidatni stres je definovan jako nerovnovaha mezi proatiudimi
a antioxidativnimi  faktory a je zakladem patofypigie aterosklerdzy
a kardiovaskularnino onemagn. Analyza slozeni plaku odhalila produkty oxidace
proteini a lipidi. Prednostni zadrZzovani LDtastic v arteridlni ghé z nich d&la hlavni
substrat pro oxidaci prooxidanty produkovanymikami arterialni siny. K oxidaci
LDL castic gispivaji fizné oxidé&ni systémy. Mezi ty nejdezit¢jSi pati NAD(P)H-
oxidasa, xanthinoxidasa, myeloperoxidasa, syntasaduo dusnatého (NOS),
lipoxygenasy afettzec mitochondrialniho transportu elektiioontush, Chapman,

2006).

2.3.2 Zarst

Zarét je systematickd odpéd organismu zagfend na sniZeni toxicity
Skodlivych latek a na opravu poskozenych tkaniladkm znakem zétlive odpowdi
je aktivace fagocyt které produkuji reaktivni slgeniny kysliku, dusiku a chloru.
Lokalni a systémové infekce, poeam arterialni stny a nadmirné zadrzovani LDL
mohou potencovat aktivaci makrotay arterialni sin¢ a produkci prooxidativnich
latek. Proinflamani stav odpovida hladinCRP, je vySSi u kaka, starSich osob
a obéznich). CRP Ize povaZovat za faktor citlivestteroskler6ze (Kontush, Chapman,
2006).

2.3.3 LDL, HDL a oxidaéni stres

Nativni LDL obsahuje pouze jeden neporuSeny polyideppoB-100, zadné
peroxidy ¢i aldehydy a je bohaty na polynenasycené mastnédeikys (PUFA)
a antioxidanty. V zavislosti na lipidech v potéaa patologickych podminkach mohou

nativni LDL obsahovat i malé mnoZzstvi lipidovéhagedu (LOOH)¢i dalSi produkty
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degradace. Tyto LDL jsou pak nachgjBi k oxidaci. Bi mensi oxidaci vznikaji mign
oxidované LDL, u kterych nedochazi ke &rdm na ApoB-100, ale pouze k oxidaci
lipida a snizeni mnozstvi PUFA a antioxidan®i vétSi mie oxidace vznikaji zriaé
oxidované LDL, u kterych je apoB-100 degradovanstmé kyseliny jsou kompletn
oxidovany na LOOH a je velmi sniZzeny obsah antiarii. Velkou oxidaci vznikaji
modifikované LDL, které neobsahuji PUFA ani antaaty. V cirkulaci se tytgastice
nevyskytuji iibec, nebo jsou rychle odstemy jatry (Parthasarathy, 1999).

Oxidované LDL vznikaji oxidaci konjugovanych dvogtyvazeb v mastnych
kyselinach gsobenim volnych kyslikovych radikalOxidace LDL pozitivi koreluje
s obsahem polynenasycenych mastnych kyselin (P@FR#gopak negati¥ns obsahem
mononenasycenych kyselin v lipoproteinovysticich, a dale s obsahem ubichinolu
(koenzym Qg) a FC. Ubichinol inhibujgasné stadium oxidace LDL a je vyznamny

jako prvni antioxidans, které vychytava volné radijk

Volny cholesterol sniZuje fluiditu povrchtéstic a brzdi tak difuzi volnych
radikai do nitra castice. Naopak urychleni oxidaceuagpbuji Cu, Fe, Ni, Cd, dale
nedostatek Mg a stlo. Oxidace LDL¢astic se prawpodobrt nedje v krevni plazm,
ale ve sin¢ arterii, kde mzZe dojit snad§ji k oxidacnimu stresu (Masopust, 1998).
Krevni plazma obsahuje ho#lrantioxidant i latky vazajici kovové ionty ptgbné
k Fentono¥ reakci, i které vznika z peroxidu vodiku wipomnosti ionii nékterych
kova vysoce reaktivni hydroxylovy radikal se silnymiidecnimi inky (Racek,
Holecek, 1999).

Oxidované LDL vykazuji proz&tovou, imunogenni, apoptotickou
a cytotoxickou aktivitu. Jsou pohlcovany makrofagg, ketrych se hromadi. Na rozdil
od LDL jsou oxLDL gijimany makrofagy pomoci receptorkteré nejsou down-
regulovany nadbytkem ligandu. Toto vede ke vznikwlesterolem naptmych
pénovych burk. Prozastlivé Gcinky oxLDL zahrnuji chemoatrakci cirkulujicich
monocyf, indukci exprese adhezivnich molekul v endoteildirbuikach, podicovani
diferenciace monocitv makrofagy, indukci produkce a uviovani prozaétlivych
cytokini a chemokif z makrofag a inhibici motility (hybnosti) makrofag(Chisolm,
Steinberg, 2000).

Naproti tomu HDL ¢astice se vyzraji Sirokym spektrem antiaterogennich

Gcinka zahrnujicim 1) reverzni transport cholesterolu,o2hranu LDL ¢astic fred
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oxidaci, 3) protizégtlivé Geinky v arteridlni sin¢, 4) antiapoptotické dinky,
5) vasodilatani (inky, 6) antitrombotické &inky a 7) antiinfekni aktivitu (Kontush,
Chapman, 2006).

Kochrarg LDL pied oxidaci slouzi takdéada antioxidarit Mezi né pafti

nagiklad vitamin E (vit E)g¢i koenzym Qo (CoQuo).

2.3.4 Antioxidanty

2341 Vitamin E

Pod pojmem vit E rozumime skupinékolika v prirodé se vyskytujicich latek:
a-, B-, y-, 6-tokoferolr a tokotrienal. a-Tokoferol se v firodé vyskytuje ve fornd d-a-

tokoferolu a vyznéuje se nejvyssi biologickou aktivitou (Landvik, )0

a-Tokoferol je vzhledem k lipofilnimu charakteru sv&prenoveé struktury
antioxidantem membran. V plaznje pritomen ve VLDL a LDL, které chrani proti
oxidaci volnymi radikaly. Ve tkanich chrantgaevsim nenasycené mastné kyseliny
membranovych PL proti oxidaimu poSkozeni a lipoperoxidaokTokoferol reaguje s
hydroxylovymi, peroxylovymi a alkoxylovymi radikalg se singletovym kyslikem.
Byla také prokadzana schopnost vit E inhibovat feddici bugk hladké svaloviny
vyvolanou LDL ¢asticemi, a to f&s inhibici aktivity proteinkinasy C (Kartal a kol.
2003; Kanar, Zakova, 2007).

Snizené hladiny vit E mohou posilit imunitni reakéi E dale reguluje agregaci
krevnich destiek inhibici produkce prostaglandinu (tromboxanufkci mitochondrii,
metabolismus nukleovych kyselin a prote& produkci hormaoin Chrani také vitamin

A pied destrukci a vyt¥azasobu selenu (Landvik, 2002).

OH

HaC CHs

HiC
CHz

H3C, H3C
Hyc? ™ Ha

Obr. 5: Vzorec vitaminu E

28



Teoreticka éast

2.34.2 Koenzym

Koenzym Qq je latka lipofilniho charakteru péti mezi ubichinony, coz jsou
latky sloZené ze substituovaného benzochinonovéti@ja postranniho izoprenového
fetzce. Jeho chemicky nazev je 2,3-dimetoxy-5-methgeBaprenyl-1,4-benzochinon
(Vokurka, Hugo, 2004).

Koenzym Qo se vyskytuje ve vSech tkanich lidského organismrkivi, a to
v oxidovanéci redukované fora Krom¢ jeho koncentrace je tedyilezity také jeho

redoxni stav. Ve &tSin¢ tkani kron¢ mozku a plic pevliada redukovana forma.

V krvi je CoQy diky jeho lipofilnimu charakteru transportovanipobproteinech
(60% v LDL, 25% v HDL a 15% v ostatnich LP). Do &rse dostavéa jak endogenni, tak

exogenni Co@ z potravy.

Hlavni funkci plni CoQp Vv respir&nim mitochondrialninfettzci, kde se podili
na produkci ATP. Cog zde slouZi jako ignaseé elektrori ziskanych z priméarnich
substral a zarové se podili na f&nosu protol z matrix mitochondrii vé& vnittni
membrany. Cog pienasSi elektrony z komplexu | (NADH-ubichinonredwddn
a komplexu Il (sukcinatubichinonreduktasa) na kamplll (ubichinol-cytochrom-c-

reduktasa).

Koenzym Qo mé také antioxidai inky a pisobi gedevsSim v bu&nych
membranach a krevnich lipoproteinech. Ubichinol4Baguje s volnymi radikaly,
dochazi k jeho oxidaci nejprve na semiubichinorasledr az na ubichinon-10. Mezi
enzymy nezbytné pro #mou redukci CogQ na &inny CoQoH, pati cytozolicka
NADH-CoQ-dependentni-reduktasa, NADH/NADPH-oxidarkthsa (DT-diaphorasa)
a NADH-cytochrom-b5-reduktasa (Crane, 2001).

Koenzym Qo dokaze (na rozdil od vit E) zasahovat nejen dpggace, ale také

do iniciace lipoperoxidace.

CHs

H30C
CHs

H30C

0
Obr. 6: Vzorec koenzymu,Q
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2.4 Aminothioly

Aminothioly jsou latky, pro které je charakterigic —S—H skupina, pouze
methionin je tvéen —-S—CH skupinou. Thiolovad skupina jeakZitym meznim
intracelularnim a extracelularnim reduakm pufrem, ktery snadno podléha oxidaci
a tvorke disulfida (-S—S— vazby) (Nolin a kol. 2007).

Lze je rozdlit na vysokomolekularni bilkovinné thioly (napprotein-homo-
cystein) a nizkomolekularni volné thioly (cystefitmmocystein a jejich disulfidy) (Bald
a kol.,, 2004). V biologickych tekutinach se vysKkituv riznych formach,
tj. redukované, oxidované nebo vazané na krevrkowily. V plazné se vazi

predevsim na albumin (Zima, 2002).
2.4.1 Vyznam jednotlivych aminothiofi

2411 Methionin

Methionin (Met) se do organismu dostava v bilkoem@&bsazenych v potrév
Muze byt ogt vyuzit jako stavebni jednotka bilkovin, jako iiditor proteosyntézy,
nebo se mze spojit s energeticky bohatym adenosintrifosfatenytvdit univerzalni
methyla&ni koenzym S-adenosylmethionin. U jedirse vzacnou genetickou poruchou
metabolismu Met dochazi ke zvySeni hladiny Hcyrazvoji aterotrombdzy v cévnim
systému (Ridker a kol., 2004).

o

5
HsC “/\)kDH

MH,

Obr 7: Vzorec methioninu

24.1.2 Cystein

Stejre jako methionin i cystein (Cys)tighazi do &la spolu s potravou a slouzi
také jako stavebni jednotka bilkovin. Lidsky organus vSak vyZadujeigsre fizenou
tvorbu Cys z Hcy, atim népmo z Met. Pro syntézu Cys z Hcy je nutny enzym
cystathionin-syntasa (CBS), ktery aktivuje sk®ni Hcy se serinem za vzniku
cystathioninu. Jeho rozftenim vzniknou Cys a homoserinti@oupilova, Ristoupil,

2002). Bylo zjis¢no, Ze zvySené hladiny Cys v plagmytvai oxidatni prostedi
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a zvysuji tedy nachylnost k cévnimu poskozeni @viélkol., 2000). Reakci dvou Cys
vznika disulfid cystin (Obr. 8).i#Pporuchach metabolismu Cysu#e dochazet k jeho
hromadni, a to niize byt gicinou cystinurie. Koncentrace celkového Cys v sé&u |
u zdravych lidi okolo 250 pmol/l (Ueland a kol. 0B).

0 0 0
HSf\HJ\DH HOJ\/‘“ ’“\)k
5—5 OH
MH; MH., MNH,

Obr. 8: Vzorec cysteinu a cystinu

2.4.1.3 Homocystein

Homocystein je neesencialni sirna aminokyselinerékie meziproduktem metabolismu
Met. Prekurzorem pro jeho vznik je S-adenosylmetimo(Hultberg a kol., 1995;
Zakova, Kad’ar 2006).

Obr. 9: Vzorec homocysteinu

Vysoké hladiny Hcy jsou vSeobetpovazovany za rizikovy faktor aterogeneze

a trombogeneze (Andersson a kol., 1993)

Homocystein v plazg existuje v mnoha formach. 70% Hcy se v plazm
vyskytuje ve vazé na albumin. Zbyvajicich 30% nachazime ve fédrrolnych
disulfida, negasgji je to smiSeny disulfid Hcy-Cys. @bfrakce — volny Hcy i ten
vazany na proteiny zahrnujeme pod pojem celkovy Hdgy). Dale rozliSujeme Hcy
redukovany (tedy Hcy jako takovy) a oxidovany vazima protein, dalSi molekulu Hcy
nebo jiného aminothiolu za vzniku disulfidu (Nygaal kol., 1999) (Obr. 10).

Analogicky dtlime i ostatni aminothioly.

Homocystein je struktugnpodobny Cys: stefnjako Cys obsahuje -SH skupinu,
mé vSak delSi alifatickyrettzec obsahujici jeden uhlikovy atom navic. Chemické
vlastnosti jsou u Hcy a Cys také podobné¢ aminokyseliny jsou schopné fto
disulfidické mistky s jinymi molekulami obsahujicimi koncovou -Skkupinu.

Takovouto molekulou i¥e byt nap dalsi Hcy, Cysci diaminokyseliny jako je
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cysteinyl-glycin (Cys-gly). Vytveenim disulfidického mastku mezi déma Hcy vznika
molekula zvanid homocystin. V jinéntipad se vzniklé molekuly obeé&nnazyvaji
smesné disulfidy. Na rozdil od Cys, se vSak Hcy nefpamh stavk proteini a jako

takovy nema strukturni funkci (Zak, 2001).

Redukované HC'}l’SH

formmy Homocysten

| |

HeyS-SHcey
Homocystin

. , Yolné Celkovy
Oxidavané HcyS-SCys formy homocystein

formy Homocystem ve vazhe na cystemn

HcyS-SR

Homocystein va wazhé na jiné aminothioly

HeyS-Albumin Frotein-

_ _ vazang
Homocystein ve vazbeé na proteiy formy

Obr. 10: Rizné formy homocysteinu v krvi, upravenasd@stiny podle Nygard a kol.,
(1999)

24.1.4 Cysteinyl-glycin

Cysteinyl-glycin je metabolit glutathionu a spoluisn mize mit antioxidani
vlastnosti. V lidské plazepati k nejhojréjSim aminothiokm. Plazmaticka koncentrace

Cys-gly se pohybuje okolo 30pumol/l (Ueland a kb@96).

8]
HS/\ANKWOH
Ho o

MH4
Obr. 11: Vzorec cysteinyl-glycinu
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2.4.2 Metabolismus homocysteinu a dalSich aminotHio

Homocystein hraje zasadni roli v iném metabolismu a to konkrétue dvou
procesech: metabolismus Met, tzv. remefyla draha a biosyntéza Cys, tzv.
transsulfurani draha. Hcy je spojovacim bodem oba@ghto drah. Vznika jako
meziprodukt remetytmiho cyklu, ktery se nachazi v cytoplazifbe Caterina a kol.,
2004). V tomto cyklu je Hcy fieménén na Met. Reakce vyZzaduje kyselinu listovou
(folat) a vitamin B12 (kyankobalamingj betain v alternativni cest jako kofaktory
(Andersson a kol., 1993). Transsulftmadraha je zavisla nafipomnosti pyridoxal-5"-
fosfatu (PLP). V reakci kondenzuje Hcy se serinentystathionin.

Vyznamny podil Met je aktivovan v ifpomnosti ATP za vzniku S-
adenosylmethioninu (SAM), v reakci katalyzované hiatinkinasou. Molekula SAM
slouzi jako univerzalni donor methylovych skupino pcelou fadu akceptdr
(fosfatidyletanolamin, guanidoacetat, dopamin, grot, DNA, RNA). Jako vedlejsi
produkt demetylace SAM vznika S-adenosylhomocystkiary je hydrolyzovan na
adenosin a Hcy, v reakci katalyzované S-adenosylitysteinhydrolasou (Obr. 12)
(Zé&k, 2001).

p| Methionin =

Glycin  Serin

S-adenosyl-
methionin
THF ——— /’ Dimethylelyein
l Betain-Hev methvl-

3,10-MTHF @ k transferasa

S-adenosyl-
Methionin- homocyste);n “— Betain
svitasa
5.10-MTHFR A
Adenosin
5-MTHF — '

A
Cystemyl-glycin
Custathionin Bsyntasa l/Serm *
Glutathion

Cystathlonm

Cstathionasa
a-Ketobutyrat
Glycin
cysteinsulfinat | ._%. | y-Glutamylcystein |

\ Glutamat
C SA dekarboxviasa

Sulfat

Obr. 12: Metabolismus aminothis) upraveno da@estiny podle Suliman a kol. (1999)
THF- tetrahydrofolat; 5,10-MTH -5,10-methyltetralmgtblat; 5-MTH -5-
methyltetrahydrofolat; 5,10-MTHFR-5,10-methyltetydiofolatreduktasa
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24.2.1 Enzymy éastnici se metabolismu aminothibl jejich poruchy

Cystathioninp-syntasa katalyzuje kondenzaci Hcy a serinu a @ipa@dna za
katabolismus fiblizné¢ poloviny z celkového mnozstvi Hcy produkovaného
v remetyl&nim cyklu. Kofaktorem CBS je PLP (De Caterina a &fl04). Defekt CBS
blokuje kondenzaci Hcy a serinu, cozugpbuje snizenou koncentraci cystathioninu
a hromadni Hcy, ale také homocystinu a Met v tkanich (MdZull969). Vznik4
onemocgni zvané homocystinurie. Oneme@ain miZze postihnout cévni systém
(dochazi kiasnému vzniku aterosklerotického platu), centralefvovou soustavu
(mentélni retardace, psychdzy, deprese, epilegsifekty neuralni trubice) a pojivovou

tkan (Ectopia lentis osteoporéza).

Druhym typem enzymatické poruchy je kvalitativniboekvantitativni zmina
enzymu 5,10-MTHFR. Ta katalyzuje transformaci Met IHcy a zpt, pii které je
methylovd skupina iendSena z/na 5,10-MTH. Tento defekt usgbuje
hyperhomocysteinémii (hHcy) - Hcy se hromadi v kavcévni endothel je vystaven
jeho toxickym @inkam, dochazi k urychlenému vzniku aterosklerozy @aterina
a kol., 2004).

Mezi dalSi vyznamné defekty enzygmmethioninového cyklu p#t nagiklad
defekt methioninsyntasy a methioninsyntasaredukt&$gchny tyto poruchy souvisi

s rizikem vzniku AKO.

2.4.2.2  Volné aminothioly

Volné4 frakce aminothdl zahrnuje vSechny frakce vyjma aminothieiazanych
na proteiny. ProtoZze Hcy a dalSi aminothioly asemi@ s proteiny pravgodobr
nejsou biologicky aktivni, volné formy (redukovanéxidované) hraji nejspis hlavni
roli v patogenezi aterosklerézy. Jelikoz dochazrozsahlé interkonverzi mezi
jednotlivymi metabolity aminothidl pro zjis&ni jejich biologické funkce je zapebi
jejich simultanni stanoveni (Bayle a kol., 2004).

2.4.3 Hyperhomocysteinémie

Homocystein je ve vyvazeném rytmudbpreménén na Met, nebo je degradovan
na Cys. Pokud se rytmus naruSi¢rma se Hcy hromadit, a tim se narugilgh vSech

navaznych pochdd(Pristoupilova, Ristoupil, 2002). Asi 50 % Hcy je remetylovano na
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Met. Pokud je Hjem proteiri ¢i Met nadngrny, wtSi podil Hcy je katabolizovan
transsulfuraéni cestou. B zvySené tvorb Hcy v porovnani s jeho sgebou dochazi
k exkreci Hcy z bugk, coz detekujeme jako zvySenou hladinu Hcy v pkazséruci
moci (Nygard a kol., 1999).

Fyziologické koncentrace tHcy v plagmalano se pohybuji v rozmezi od 5,0
do 15,9umol/l. V pripac, Ze je koncentrace vysSi, mluvime o hyperhomouyéteii
(hHcy). RozliSujemeit stupré: mirna hHcy s hodnotami od 16,0 do 3Qthol/l.
Stredre téZka hHcy méa horni hranici 1000mol/l a €zZka hHcy se pohybuje nad touto

koncentraci (De Caterina, 2004).

Hyperhomocysteinémie je vyznamny na lipidech nest@vizikovy faktor AKO
(Liao a kol., 2007). Na manifestaci hHcy se podigravidla interakce exogennich
faktori s endogennimiciniteli. Mezi exogenni ficiny pati nadnérny privod
Zivocisnych bilkovin, snizenyifjem folat z potravy, nedostatay piivod kobalaminu,
pyridoxinu a cholinu, které jsou kofaktory remetylech a transsulfueaich pochod
¢i chorobné stavy. Hyperhomocysteinémiézm byt disledkem zvySené tvorby nebo
zpomaleného odbouravani Hcy v transsulforaii remetyl@&ni cest (Ridker a kol.,
2004; Zak, 2001).

2.4.3.1  Hyperhomocysteinémie a riziko kardiovaskuliich onemocrni

| kdyz je toxické fisobeni Hcy opakov&nprokazovano a iftomnost hHcy
u cévnich onemoeni respektovana, stale neni jednotny nazor na de, je hHcy

pri¢ina nebo jen nasledek aterosklerotickych cévnicknzfHyanek a kol., 1997).

V mnohych studiich byl prokazdn vztah mezi hladinoalkového Hcy
a kardiovaskularnim onemasimim koronarnich i perifernich tepen, mozkovou nwitvi
Zilni trombdzou a cévnimi chorobami. Hyperhomodystmie je zarovie prediktorem
ischemické choroby srdei (ICHS) (Liao a kol., 2007).

Z popul&niho hlediska Ize hHcyfsoudit 10 % rizika pro vznik ICHS. ZvySeni
koncentrace Hcy o kazdych fmol/l predstavuje zvySeni rizika ICHS, které je
ekvivalentni naistu celkového cholesterolu v plagzro 0,52 mmol/l, coZini zhruba
vzestup rizika ICHS 0 20 % .

Na rozdil od slabé asociace mezi hHcy a AKO, &iStu zdravych osob,
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sledovani nemocnych s ICHS, systémovym lupus emybedes, s rendlnim selhanim,
s DM ¢i tromboembolickou nemoci prokazalo, Ze hHcy jeéahto osob velmi silnym
prediktorem vzniku AKO (Zak, 2001; Boushey a k@95).

2.4.3.2 Léba hyperhomocysteinémie

Hyperhomocysteinémie jako rizikovy faktor aterosély je vyznamnym
stimulem pro studium vlivu folatu, vitaminB;, a B a také betainu na metabolismus
Hcy (Nygard a kol., 1999; Bostom a kol., 1995). e zaloZena na roliéthto

vitaminid v metabolismu Hcy je popsana v mnoha publikacich.

Bylo nagiklad zjiS€no, Ze zvySeny ffiem folatu v potra¥ redukuje hladinu
Hcy cca 0 25% a dopdni vitaminu B> sniZuje hladinu o dalSich 7%nKazy o tom, Ze
snizeni hladiny Hcy prosdnictvim folatu a vitaminu B vede ke sniZeni rizika vzniku
AKO vSak stale chybi (Ridker a kol. 2004; Bostonkd., 1995; Woodside a kol.,
1998). Podobné vysledky byly zj$ty v mnoha dalSich studiich (Lobo a kol., 1999;
Heijer a kol., 1998; Saw a kol., 2001; McKinleyal.k2001)

DalSi studie ukéazala, Ze folat snizuje hladinu Hw@ano, ale vitamin B,
Gcinkoval pouze u subjekts deficitem tohoto vitaminu. VitamingBiengl na hladiny
Hcy nal&no zadny vliv, ale bylo pozorovano snizeni konaadr Hcy po zébi
methioninem. Winky betainu nejsou zatimtiis prozkoumané (Ueland a kol., 1993;
Nygard a kol., 1999).

Ridker a kol. zkoumali vliv statinna hladinu LDL-C a Hcy a pozorovali malé

snizeni koncentrace Hcyipéché lovastatinem (Ridker a kol., 2002).

Woodside a kol. (1998) studovali vliv suplementacgioxidanti na hladiny
Hcy. Mezi kyselinou askorbovou-tokoferolem,B-karotenem, pyridoxal-5"-fosfatem

a Hcy vSak nebyla zji&a zadna korelace.

Bylo zjisténo, Ze N-acetylcystein (NAC) rusi disulfidické vgzbLp(a) a mezi
Hcy a plazmovymi proteiny. Wiklund a kol. (1995) sentiili na studium moZznosti
snizeni hladiny Lp(a) a Hcy prostinictvim tohoto mechanismu. Vysledkem studie
bylo zjis€ni, Ze hladiny Lp(a) nebyly vyrazrsniZzeny dginkem l&by NAC, ale hladiny
Hcy, Cys a Cys-gly vyznandrpoklesly.

Spencer a kol. (2004) popisuji snizeni homocysteimelukované endotelialni
dysfunkce v artériich prasatidkem estrogenu.
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2.4.4 Mozné mechanismy patologickéhocinku homocysteinu

PosSkozeni cévniho endoteld predevsim volnymi radikaly, které se tvob¢hem
autooxidace Hcy. Doché&zi k aktivaci krevnich dedtia k jejich akumulaci v mist
poSkozeni. PosSkozeny endotel navicitvoxidy dusiku a prostaglandiny, zvySuje
sekreci koagukanich faktoii, adheznich molekul a cytoKi{fWelch, Loscalzo, 1998).
PosSkozeni antikoagukni funkce — antitrombogenni rovnovahuéni v trombogenni,
pravdEpodobré zvySenim aktivity sradzecich fakforV a Xl a snizenim aktivace
proteinu C. Je zde také mozny vliv Hcy na Lp(agrktinhibuje fibrinolyticky systém
diky své analogii s plazminogenem (Nygard a k9% Ridker a kol., 2004, Welch,
Loscalzo, 1998; Zak, 2001)

Zmeény oxidoredul¢ni rovnovahy — @i autooxidaci Hcy dochazi k oxidaci vysoce
reaktivni thiolové skupiny v molekule Hcy a k ing&mi tvorke peroxidu vodiku,
superoxidu a hydroxylovych radikalcoz ma za nasledek peroxidaci lipighredevsim
aterogennich LDLcastic) a oxidani stres (Welch, Loscalzo, 1998; Namekata a kol.,
2004).

Podpora proliferace bu#k hladké svaloviny— nadbytek Hcy riwe stimulovat
burg¢nou proliferaci a syntézu kolagenu a podporovat zakovani intima-media
(Majors a kol.; Tsai a kol., 2004).

Aterogenni &inky — metabolicka konverze Hcy na Hcy-thiolakton, chey reaktivni
metabolit, ktery thioluje LDL a tim urychluje intalizaci LDL na membranovy
receptor. ZvySuje se tak fagocytdza a akumulacdestarolu uvnit makrofag.
Aterogenni dinky Hcy se mohou projevit také po interakci s yont¢di, coZ vede ke
vzniku oxid&niho stresu (Zak, 2001; Welch, Loscalzo, 1998; €arkol., 2004).
Interakce homocysteinu s LDL a HDIl- miZe dochazet ke vzniku homocystamidu-
LDL (Hcy-LDL) a Hcy tak mize zvySovat aterogenicitu lipoprotéirgFerretti a kol.,
2006). Bylo zjis¢no, Ze Hcy tlumi tvorbu a funkci HD&astic (Liao a kol., 2007).
Nitrosylace Hcy- Je mozné, Ze Hcy snizuje expresi antioideh enzyni nitrosylaci,
vazbou na NO a tvorbou Hcy-NO. Toto je rozhodujiehledem k faktu, Ze NOigobi
nejen jako vazodilatator, ale také zatuje agregaci desgk, proliferaci a migraci
cévnich budk, adhezi monocyt a expresi adhezivnich molekul, které majiedité

uplatreni v procesu aterotrombozy (Liao a kol., 2007).
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2.4.5 Onemoc#ni spojena s hyperhomocysteinémii

Fyziologické rozmezi hladiny tHcy je ovlivnitelm@nohymi faktory. ZvySené
koncentrace tHcy jsouebrg zjistovany u pacierits chronickym onemoeénim ledvin.
Epidemiologické studie odhalily inverzni korelaciem mirou glomerularni filtrace

a koncentraci Hcy (Sjoberg a kol., 2006).

Pacienti se zhorSenou funkci ledvin a hemodialyadyacienticasto inklinuji
ke zvySenym hodnotamekterych aminothial (Hultberg a kol., 1995; Wollesen a kol.,
1990; Bosotm a kol., 1995; Sjoberg a kol., 2006lligvns a kol., 2001).

Zkoumd se také asociace mezi hHcy a DM, ktery j&eatym rizikovym
faktorem pro pedtasny vznik aterosklerézy (Huijberts a kol., 200%)piedeSlych
studiich jsme na#tili statisticky vyznams zvySené hladiny nejen Hcy, ale také Cys
a Cys-gly u paciefit s DM (Jelinkova, 2008). Néazory na hladiny aminoliini
u diabetiki se vSak ¥zni. VétSina studii poukazuje na hHcy u diabétifHuijberts a
kol., 2005; Buysschaert a kol., 2000; Ndrepepa la R®08). Ta by mohlaispivat
k rozvoji chronickych komplikaci a byt spojend $8 dispozici k nefropatii
a makroangiopatii (Buysschaert a kol., 2000; Hutiba kol. 1991). Jiné studie vSak
zjistily jak neznénéné (Atabek a kol., 2006), tak i snizené hladiny Kiglazza a kol.,
2005; Wollesen a kol.1990; Bosotm a kol., 1995haditiu Hcy u diabetik ovliviiuje
mnoho fatoii jako je hyperfiltrace, renalni dysfunkce &kieré vitaminy (Huijberts
a kol., 2005).

Mezi dalSi choroby, u nichz se zkouma jejich mosoavislost s hHcy p#it
lymfoblasticka leukémie, psoriaza, hypothyroidismus hyperinzulinémie

a mikroalbuminurie (Nygard a kol., 1999).

2.5 Souvislosti v metabolismu lipoproteidi a aminothiola

a patogenezi aterosklerozy

2.5.1 Vztah mezi lipoproteinem(a) a thioly

Bylo zjisSttno, Ze aminothioly mohou zvySovat vazbu Lp(a) nérifi
a potencovat tak jeho protrombotickyinek. ZvySené hladiny Lp(a) a Hcy se objevu;ji
u aterosklerotickych komplikaci vice nez itpmnosti kazdého faktoru zvkagFoody
a kol. 2000).

38



Teoreticka éast

Hcy a dalSi thioly (Cys, glutathion, N-acetylcysiemohou oddit apo(a) od
Lp(a) tim, Ze redukuji vazbu mezi ApoB-100 a apol@)jde tak k vystaveni dalSich
lysin vazebnych mist na apo(a). Ty mohou nasienysit afinitu apo(a) k fibrinu a tim
zpomalit fibrinolyzu. Je mozné, Ze jiZigkoncentraci Hcy okolo 8 pmol/l dochazi
k vyznamnému zvySeni afinity mezi Lp(a) a fibrin&®atek a kol., 2004, Foody a kol.,
2000; Harpel a kol., 1999)

2.5.2 Vztah mezi hyperhomocysteinémii a metabolismrelipid a

Klinické  studie paciefit s AKO, infarktem myokardu (IM)
a hyperlipidemickych pacieint odhalily negativni korelaci mezi koncentraci Hcy
v plazn¢ a HDL-C (Stampfer a kol.,1992; Qujeq a kol., 20Gueck a kol., 1995).

Byla také zjistna nepima korelace mezi hladinami HDL-C, apoA-l a Hcy.

U hHcy mysSi byly objevenyiit mechanismy, kterymi by Hcy mohl tlumit
biosyntézu HDL a jejich funkci: 1) Inhibice syntéaysekrece apoA-I v jatrech. Protoze
apoA-| je kofaktorem LCAT, je mozné, Ze nizSi komicace apoA-l vede ke snizeni
hladiny a substratové reaktivity LCAT a dale k imbi maturace HDL. 2) ZvySenim
clearance HDL up-regulaci jaterniho receptoru SRkRiry je hlavnim receptorem pro
vychytdvani HDL-CE. 3) Inhibice funkce HDL a eflwaholesterolu, coz néasletin
shizuje syntézu HDL (Liao a kol., 2007).

Liao a kol. (2007) daleipstudiu hHcy mysi zjistili, Zei zvySené hladie Hcy
dochazi k inhibici transkripce a translace apoAH a&yrazné redukci syntézy novych
apoA-| proteirii bez ovlivreni jejich degradace.

Mnoho studii potvrdilo zrmy koncentraci cholesterolu, TG a VLDL v plagm
u CBS-deficientnich mySi-homozygotu kterych se projevuje hHcy (Liao a kol., 2006;
Namekata a kol., 2004; Woo a kol., 2005; Wang a, k003). Je mozZné, Ze Hcy
zpisobuje dysregulaci metabolismu  stérol navozenim  endoplasmatického
retukularniho stresu, a tim dochazi k akumulaciesterolu a TG v jatrech (Werstuck
a kol., 2001).

Nekteré studie poukazuji na vyznam apoA-l, ktery jecdvou sloZzkou
biosyntézy HDL. Bylo zji&tno, Ze apoA-I chraniipd vznikem pedtasné aterosklerozy

a ma tedy antiaterogenndidky (Sorci-Thomas a kol., 1988; Rubin a kol., 1991

Namekata a kol. (2004) také pozorovali abnormalefatmolismus lipid u hHcy
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mysSi. Hladiny TG, LDL a neesterifikovanych mastnygfselin byly vyrazg zvySené,
aktivita thiolasy, hlavniho enzymroxidace mastnych kyselin a LCAT byla sniZzena
stejreé jako hladiny PL a HDL v séru. Navic byly v séruazny abnormalnéastice

HDL s vysSi mobilitou v polyakrylamidovem elektrogébickem gelu.

Liao a kol. @i studiu metabolismu lipid u hHcy homozygotnich mysi
s deficitem CBS a apoE pozorovali celi@du souvislosti v metabolismu ligica Hcy.
Hladiny TC, FC, PL a non-HDL-C byly zvySené, kontane HDL-C a apoA-I byla
naopak snizena. Déle byla pozorovana redukce wtlileo koncentrace HDIcastic
a naopak zvysena velikost VLDiastic. Byl také sniZzen eflux cholesterolu do plazmy
zrychlena clearance HDL-CE (ne vSak HDL proteingvgSena koncentrace jaterniho

receptoru SR-BI.

2.5.3 Vztah mezi antioxid&nimi enzymy HDL ¢astic a aterosklerozou

Na antioxid&ni a tedy i antiaterogenni aktivitu HD&astic maji vliv vyse
zmirgné enzymy, které jsou stéasti HDL (kapitola 2.2.2.1). U zi4t byla prokazana
schopnost enzymu PON1 zifdwvat rozvoj aterosklerotickych lézi, ktera souvisi
s antioxid&ni aktivitou tohoto enzymu. Bylo také zjpab, Ze HDL castice
s nedostatkem PONL1 jsodiepenény na prooxidaéni a prozastlivy komplex (Deakin
a kol., 2007).

HDL c¢astice podporuji sekreci PONL1 v jatrech. PON1 jeagovana za enzym
schopny chranit LDL i HDLEastice ped oxidaci. Tato fakta 8uc¢i o existenci pozitivni
asociace mezi koncentraci a aktivitou PON1 a kanaehHDL-C a ApoA-I. Inhibice
oxidace lipoproteith spaiva v hydrolyze LOOH a cholesteryl linoleat peraxid
v oxidovanych HDL. Dale hydrolyzuje peroxid vodikaxidované LDL-TG s kratkym
fettzcem a reaktivni slagniny kysliku produkované v oxiiaim stresu &em
aterogeneze (Aviram a kol., 1998).

PON1 nefisobi v plazm pouze jako peroxidasa, ale také jako laktonasa.
Katalyzuje hydrolyzu iznych laktori véetn® Hcy-thiolaktonu a chrani tak proteiny
pied homocysteinylaci. Paraoxonasa 1 jako¢dstuHDL ¢astice navic zvySuje eflux
cholesterolu z makrofdéigzvySenim vazby HDL pro&tdnictvim ABCA1L Blatter Garin
a kol., 2006Kontush, Chapman, 2006).

PAF-AH a LCAT mohou také hydrolyzovat oxidované LDIG s kratkym
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iettzcem. GSPx je enzym schopny redukovat LOOH na ddpgiei hydroxidy a tim je
detoxifikovat.

Bylo zjiSténo, Ze v pipad zarttu, metabolického onemoé&mi spojeného se
snizenim hladiny HDL (DM 2. typu, metabolicky syodr) a pgedtasného AKO
dochazi ke snizeni funkce a/nebo Kerpani PON1, PAF-AH a LCAT. Snizeni
aktivity PON1 v akutni fazi je pra¢godobré zpisobeno jejim nahrazenim za sérovy
amyloid A. K inaktivaci PON1 riwe dojit také v dlsledku oxidace nebo glykace. Tuto
teorii podporuje skutaost, Ze snizené koncentrace PONL1 v séru nachazpaeieni
s onemoc#nimi, pro ktera je typicky z&h a oxid&ni stres (metabolicky syndrom,
diebetes mellitus 1. a 2. typu, familiérni hypeilelsterolémie). Aktivita PON1 se déle
snizuje sw¥kem. SniZzena aktivita PAF-AH byla také pozorovana pacient

s hypercholesterolémii (Kontush, Chapman, 2006).
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3 Experimentalni ¢ast

Pro stanoveni
s elektrochemickou
spektrofotometricky.

detekci

aminothibl a vit
(HPLC-ED).

E jsme pouzili
Ostatni

3.1 Charakteristika souboru pacienti

ayalyjsme

HPLC

stanovovali

metodu

Ve vzorcich paciefit praktickych lék& mésta Novy JXin jsme stanovili
hladiny celkovych aminothiél (Cys, Hcy, Cys-gly) a Met, vit E, TC, HDL-C, LDL;C

TG, glukdzy (glc), kyseliny mimvé, ma@oviny, kreatininu, albuminu (Alb), celkové

bilkoviny (CB) a ApoA-I. VSechny na#hené hodnoty jsou uvedeny iilpzec¢. 1 — 5.

U vSech zdastrenych pacient bylo prokdzano AKO aifed odigrem jim byl gedloZzen

informovany souhlas k podpisu f{loha ¢.13). Informace o souboru paciénjsou

uvedeny v tabulce 2. Krev byla odebrdna dogoaNoych zkumavek a centrifugovana.

Po separaci bylo sérum zamrazeno na -80°C.

Tab. 2: Charakteristika skupiny miaa Zen v souboru pacient

Muzi Zeny P (t-test)

Vék 67,5 (49-79) 78,9 (58-90) 0,0004
BMI kg/m2 28,48 £2,49 28,55 £ 4,26 0,9504

BMI 22-30 12 (75 %) 13 (68,4 %)

BMI 30-40 4 (25 %) 6 (31,6 %)

BMI nad 40 0 0
DM 0 8 (42,11%) 0,0020
AH 11 (68,75 %) 17 (89,47%) 0,1508
Kuraci 1 (6,25 %) 0
Exkufaci 6 (37,5 %) 2 (10,53 %) 01587
DLP 4 (25 %) 4 (21,05 %) 0,7906
Ledvinné onemocnéni 1 (6,25 %) 0
IM 10 (62,5 %) 10 (52,63 %) 0,5694
CMP 0 2 (10,53 %) 0,1628
Poz. koronarografie 3 (18,75 %) 0 0,0825
ICHS 4 (25 %) 10 (52,63 %) 0,2117
Statiny 4 (25 %) 4 (21,05 %) 0,7906
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3.2 Stanoveni aminothiak pomoci HPLC-ED

Metodou ionto¢ parové HPLC v systému obracenych fazi s ED nacimin
coulometrie jsme stanovili celkové aminothioly. damnetoda umaije simultanni
stanoveni aminothiadl Ke stanoveni celkovych aminothioke vyuziva p ptipraw
vzorku redukni krok, @i kterém se aminothioly uvolni z vazby na bilkoviny

a deproteinéni krok pro vysrazeni bilkovin.

3.2.2 Pouzité chemikalie
DL-homocystein (GH1o0NO,S, 95 %, Mr 135,20) p.a. (Sigmag¢iNecko)
L-cystein (GH/NO,S, Mr 121,16) p.a. (Sigma,dshecko)
L-metionin (GH11NO,S, 98 %, Mr 149,20) p.a. (Sigmag¢iNecko)
cysteinyl-glycin (GH10N203S, 85 %, Mr 178,20) p.a. (SigmagiNecko)
L-penicilamin [(CH;).C(SH)CH(NH)CO:H, 99 %] p.a. (Sigma, &necko)
1,4-dithioerythritol (GH100.S;, 99 %, Mr 154,25) p.a. (Sigmagiecko)
dihydrogenfosforénan sodny (NabPOy, 99 %, Mr 120) p.a. (Sigma,ékhecko)

oktan-1-sulfonan sodny monohydrat skz;NaO;SH,O, HPLC grade, Mr
234,29) p.a. (Scharlau, Sg#sko)

acetonitril (CHCN, 99 %, gradient grade, Mr 41,05) p.a. (Merknécko)

kyselina sulfosalicylovd (#Hs0s2H,O, 99 %, Mr 254,20) p.a. (Sigma,

Némecko)

kyselina trihydrogenfosfotaa (HsPOs, 85 %, Mr 98,00) p.a. (Sigmaghecko)
kyselina chlorovodikovéa (HCI, 36,6 %, Mr 36,46).d8igma, Nmecko)
kyselina borita (HBO3, = 99,5%, Mr 61,8 ) p.a. (Sigmaghiecko)

hydroxid sodny (NaOHz 98%, Mr 40) p.a. (Sigma,dsecko)

deionizovana voda (& 0,1 uS)
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3.2.3 Kistroje a pomicky

elektrochemicky detektor Coulochem Il 5200 (ESA AYSracovni elektroda —
porézni uhlikova, referéni elektroda -e-hydrogen paladiova

analyticka cela, model 5010 (ESA, USA)

ochranna cela, model 5020 (ESA, USA)

autosampler (ESA 542, USA)

vysokotlaké analytickéerpadlo LC-10AD VP (Shimandzu, Japonsko)
chromatograficka kolona HR-80 (RP-C18) 80 x 4,6 Bmm (ESA, USA)
termostat kolony CTO-10AC (Shimandzu, Japonsko)
vyhodnocovaci software CLARITY (Data Apex s. r.OR)

tabulkovy procesor Microsoft Excel (Windows, USA)

analytické vahy LB — 1052/2 (Laberte, Warsko)

piedvazky p3/200 (CHIRANACR)

pH metr Gryf 208, elektroda THETA, typ: HC 113

ultrazvukova vana K2 (Kraintek, Slovensko)

ultrazvukova vana K12 (Kraintek, Slovensko)

trepaka Heindolph Reax top (Heindolphg¢iecko)

chlazena odsedivka Jouan 23i (Jouan SA, Francie)

termoblok Isotemp 145 D (Fischer Scientific, Kanada
hlubokomrazici box MDF-U3086S (Sanyo electric, Jegho)

filtra¢ni aparatura (Supelco, USA)

nylonoveé filtry (Nylon 66) 0,2 um x 47 mm (SupeltdSA)

nylonoveé filtry (N-4-2) 0,25 um x 4 mm (Supelco, A)S

mikrozkumavky s nylonovym filtrem Spin®XCentrifuge Tube Filter, 0,22 um
Nylon (Corming, USA)

automatické pipety (Biohit, Finsko)

Spiky riznych objeni pro automatické pipety
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mikrozkumavky Eppendorf

odnerné laboratorni sklo kategorie A a B

vakuové zkumavky, 9 ml, ££DTA plasma (Vacuetfe Némecko)
vakuové zkumavky, 4 ml, £DTA plasma (Vacuetfe Némecko)

vakuové zkumavky, 8 ml, z serum sep. clot activitacuett&, Némecko)
3.2.4 Chromatograficka analyza aminothioi

3.2.4.1  SloZeni aifprava mobilni faze
= 20 mmol/l dihydrogenfosforman sodny (pufr)
= 10 mmol/l oktan-1-sulfonan sodny monohydrat (pooti)
= 5 % acetonitril
- pH=2 82

Navéazku 7,1998 g dihydrogenfosfonanu sodného a 7,0287 g oktan-1-sul-
fonanu sodného monohydratu jsme rozpustili v 2,85deionizované vody. Po
dokonalém rozpuéhi jsme pidali 0,15 | acetonitrilu a pH upravili na hodno®,82
pomoci 85% kyseliny trihydrogenfosf@reé. Takto gipravenou MF jsme igfiltrovali
pies nylonovy filtr (Nylon 66) o velikosti pdr0,2 um x 47 mm a odvzdusnili 60 minut

na ultrazvuku.

3.24.2 Podminky separace

Prefiltrovany supernatant byl davkovan na kolonu pomautosampleru ESA
542. Davkovany objem pro analyzu byl 5 pl pro ceka 15 p pro volné aminothioly.
Na kolorgé byla udrZzovana teplota 25°C aifwk mobilni faze 1 ml/min. Pro ustaveni
rovnovahy na koloh jsme ged vlastni analyzou nechali protékat mobilni fazsp
kolonu 20 hodin. Vlastni analyza jednoho vzorkwakavcca 25 minut. Po analyze jsme
systém proplachovali rpfiltrovanou a odvzdu®nou deionizovanou vodou asi 15
minut. N&sled# jsme provedliiicetiminutovy proplach sisi acetonitril : deionizovana
voda (1: 1).
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3.2.4.3 Nastaveni elektrochemického detektoru Catilem I
Ochranna celaapéti 850 mV

Analyticka cela (Tab. 3)

Tab. 3: Nastaveni detektoru pro celkové aminothioly

kanal 1 kanal 2
Napéti [mV] 450 750
Citlivost [uA] 10 5, v¢ase 0,1-5,4 min 100
Vystupni napti [V] 1 1

3.2.4.4  Uprava vody pro HPLC analyzu

VeSkerou vodu pouzivanou pro HPLC-ED analyzu jsteel pouzitim pecistili
pies kolonku planou C18. Mvodem byla snaha o odsteam organickych latek, které
vznikaji jako produkty metabolické aktivity mikraganisnii picitomnych ve vod. Tyto
latky se mohou postuprzachycovat na kol@na po utité dok® mize dojit k jejich

nahlému vyplavovanidnem analyz a mohou tak rusit stanoveni.

3.245 Identifikace pik
Pro identifikaci latek ve vorku jsme nejprve amzalyali snés standardl
jednotlivych aminothial, zjistili jejich retegni ¢asy a ty poté srovnavali s retaimi

casy ve vzorku.

3.2.4.6 Kvantifikace

Pro kvantifikaci aminothidl byla pouZita metoda kalibfai primky. Kalibrani
piimku jsme sestavili z deseti standarml niznych koncentracich. K jejimu sestaveni
jsme pouzili pedem pipravené srésné kalibrani roztoky, ze kterych jsme dalSim

fednim ziskali standardy aminothiob poZzadované koncentraci.
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3.2.5 Stanoveni celkovych aminothidl

3.25.1 Roztokyifipravované do spéebovani zasob
= Zasobni roztok kyseliny sulfosalicylové (15%)

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 15g kyseliny sulfosalicylové ve 100

ml deonizované vody.
= Zasobni roztok 10 mmol/l kyseliny chlorovodikové

Do odnerné baky o objemu 25 ml jsme napipetovali 21 ul 36,6% HCI

a doplnili po rysku deionizovanou vodou.
= Zasobni roztok vnitiniho standardu penicilaminu o koncentraci 25 mmol/I

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 0,0373 g PNC v 10 ml 10 mmol/l
HCI.

= Zasobni roztok 1,4-dithioerythritolu o koncentraci 200 mmol/I

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 0,1543 g DTE v 5 ml deionizované

vody.
= Zasobni roztok homocysteinu o koncentraci 2000 pmbl

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 0,0136 g standardu Hcy v malém

mnoZzstvi deonizované vody a doplnili na objem 50 ml
= Zasobni roztok cysteinu o koncentraci 2000 umol/l

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 0,0121 g standardu Cys v malém

mnoZzstvi deonizované vody a doplnili na objem 50 ml
= ZA&sobni roztok cysteinyl-glycinu o koncentraci 200@umol/I

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 0,0178 g standardu Cys-gly

v malém mnozZstvi deonizované vody a doplnili naobp0 ml.
= ZA&sobni roztok methioninu o koncentraci 2000 pmol/I

Roztok jsme fpravili rozpusénim navazky 0,0104 g standardu Met v malém

mnoZzstvi deonizované vody a doplnili na objem 35 ml
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VSechny pipravené roztoky jsme rozlli do mikrozkumavek Eppendorf

a uchovavali p teplot -80°C.

3.25.2 Roztoky ifipravované pro kazdou sérdierstvé
Tyto zasobni roztoky jsme uchovavati feplog 4°C a gipravovali je zvlag
pred kazdym rérenim.
= Pracovni roztok

Roztok jsme fpravili smichanim 250 pl 0,2 mol/l DTE, 20 ul &n
(pripravené smichanim 800 pl 10 mmol/l HCI + 200 piha®ol/l penicilaminu)

a 5 ml deonizované vody.
=  Smésny kalibraéni roztok

Zasobni roztoky aminothidljsme na&edili na koncentrace uvedené v tabulce 4.
Smesny kalibr&ni roztok jsme fipravili smichanim n@dinych zasobnich
roztoki Hey, Cys, Cys-gly a Met v potru 1:1:1:1.

Tab. 4: Koncentrace Cys, Hcy, Cys-gly a Met v zasobninokozt

Hcy 500 pmol/I

Cys 2000 pmol/l
Cys-gly 500 pmol/l

Met 500 pmol/l

Z kazdého zasobniho roztoku jsme odpipetovali lpR5Takto jsme fipravili 5
ml smesného kalibréniho roztoku, ktery jsme nasletinaredili na jednotlivé standardy

o0 znamych koncentracich pro sestaveni katitirkrivky (Tab. 5).

Tab. 5: Koncentrace Cys, Hcy, Cys-gly a Met veesmém kalibranim roztoku

Hcy 500 pmol/I

Cys 2000 pmol/Il
Cys-gly 500 pmol/l

Met 500 pmol/Il
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3.25.3 Fiprava vzorku pro analyzu celkovych aminothiol

Ke 400 pl plazmy jsme fjgali 100 pl pracovniho roztoku pro celkové
aminothioly. Po promichani a 15 minutové redukciB@°C v termobloku jsme provedli
deproteinaci pdanim 100 ul vychlazené 15 % kyseliny sulfosabed. Vzorek jsme

promichali a inkubovali 15 minutfip4°C. Takto zredukovanou a deproteinovanou

plazmu jsme odstdili (22000 G, 10 minut, 4°C). Supernatant jsnedpnagtikem na

kolonu pefiltrovali pomoci mikrozkumavek s nylonovym filtre o velikosti poéi

0,22 um a pepipetovali do vialek pro automaticky davkoéweorki.

Standard jsme fjpravili stejné jako vzorek, jen po ffdavku SS nedoslo

k deproteinaci a tudiz jsme vzorek ihngdffitrovali pires nylonovy filtr do vialek.

3.254

Kalibrace pro stanoveni celkovych aminothiol

Koncentrace celkovych aminothiol jednotlivych kalibranich roztocich jsou

uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6: Koncentrace Cys, Hcy, Cys-gly a Met v jednotlivijalibracnich roztocich

Objem ] Koncentrace [umol/l]
Smesny
kalibratni
roztok voda Cys Hcy Cys-gly Met
1 1000 0 500 125 125 125
2 800 200 400 100 100 100
3 500 500 250 62,5 62,5 62,5
4 400 600 200 50 50 50
5 300 700 150 37,5 37,5 37,5
6 200 800 100 25 25 25
7 100 900 50 12,5 12,5 12,5
8 75 925 37,5 9,375 9,375 9,375
9 50 950 25 6,25 6,25 6,25
10 25 975 12,5 3,125 3,125 3,125

Rovnice kalibranich gimek jsme ziskali proloZzenim zavislosti pimhplocha

piku ku koncentrace standardu metodou nejmen&iarai. Vyuzili jsme I.S., jehoz

plochou piku jsme paiili plochy vSech standatda analyzovanych latek.
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3.2.6 Stanoveni volnych aminothidi

3.2.6.1 Roztoky pouzivané pro analyzu volnych anttin iz
= Pracovni roztok pro volné (nevazané na bilkoviny) minothioly

Roztok jsme fipravili smichanim 400 pl 200 pmol/l penicilamind® ml 15%
SS.

» Zasobni roztok NaOH o koncentraci 3 mol/l

Roztok jsme fipravili rozpusénim navazky 1,2 g NaOH v 10 ml deonizované

vody.
»  Zasobni roztok HCI o koncentraci 5 mmol/I

Roztok jsme fipravili smichanim 925 pl deonizované vody a 6753@8J6 %
HCI.

= Kyselina boritd o koncentraci 1 mol/l

Roztok jsme fipravili rozpustnim navazky 0,62 g kyseliny borité v 10 ml

deonizované vody.
=  Smésny kalibraéni roztok

Zasobni roztoky aminothibljsme n#edili na koncentrace uvedené v tabulce 7.
Smésny kalibr&ni roztok jsme fipravili smichanim ni&dinych zasobnich
roztoki Hey, Cys, Cys-gly a Met v potru 1:1:1:1.

Tab. 7: Koncentrace Cys, Hcy, Cys-gly a Met v zasobninokozt

Hcy 200 pmol/Il
Cys 500 pmol/l
Cys-gly 200 pmol/l
Met 500 pmol/Il

Z kazdého zasobniho roztoku jsme odpipetovali m25Takto jsme fipravili
5ml snmésného kalibréniho roztoku, ktery jsme nasledmroziedili na jednotlivé
standardy o znamych koncentracich pro sestavebr&ali kiivky (Tab. 8).
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Tab. 8: Koncentrace Cys, Hcy, Cys-gly a Met veesmém kalibranim roztoku

Hcy 50 umol/l

Cys 125 pmol/l
Cys-gly 50 pmol/l

Met 125 pmol/l

3.2.6.2 Fiprava vzorku plazmy pro analyzu volnych aminothiol

Ke 400 pl plazmy jsmeftmali 100 pl vychlazeného pracovniho roztoku pro
volné aminothioly. Po promichani jsme vzorek necsi@it 15 minut fi 4 °C, gicemz
doSlo k deproteinaci vzorku. Deproteinovanou plazsme odsedili (22000 G, 10
minut, 4 °C). Poté jsme ke vzorkdigali 14,5 pul 3 mol/l NaOH a 42 ul 1 mol/I
kyseliny borité. Ziskali jsme tak neutralni pH Vieoy pii kterém je mozné provést
redukci latek ve vzorku. Vzorek jsme zredukovafidavkem 6,5 ul 0,2 mol/l DTE.
Nakonec jsme fdali 6,5 pl 5 mol/l HCI. Vzorek jsmeipd nasikem na kolonu
piefiltrovali pomoci mikrozkumavek s nylonovym filtre o velikosti p6& 0,22 pm
a prepipetovali do vialek pro automaticky davkowezorki.

3.2.6.3 Kalibrace pro stanoveni volnych aminothibl

Koncentrace volnych aminothiolv jednotlivych kalibranich roztocich jsou

uvedeny v tabulce 9.

Tab. 9: Koncentrace Cys, Hcy, Cys-gly a Met v jednotlivijalibracnich roztocich

Objem L] Koncentrace [pumol/l]
Smésny
kalibrazni
roztok Voda Cys + Met Hcy + Cys-gly
1 400 600 50 20
2 100 900 12,5 5
3 50 950 6,25 2,5
4 25 975 3,125 1,25
5 10 990 1,25 0,5

Rovnice kalibranich gimek jsme ziskali proloZzenim zavislosti pimhplocha

piku ku koncentrace standardu metodou nejmendiarai. Vyuzili jsme 1.S., jehoz

plochou piku jsme paiili plochy vSech standatda analyzovanych latek.

51



Experimentalni ¢ast

3.3 Stanoveni vitaminu E pomoci HPLC-ED

Pred stanoveninu-tokoferolu metodou HPLC-ED jsme hdegre extrahovali
do n-hexanu. Po odfeni n-hexanu v atmost dusiku, jsme odparek rozpustili
v methanolu. Separaci jsme provkdizokraticky za pouziti kolony. Jako viiti

standard jsme pouzid-tokoferol.

3.3.1 Pouzité chemikalie
methanol gradient (C{D, Mr 32,04) (Merck, Nmecko)
2-propanol (CHCH(OH)CH;, Mr 60,10) (Merck, Nmecko)
kyselina octova (gH140,, Mr 60,05) (Sigma, Bmecko)
octan sodny (&430,Na, Mr 82,03) (Sigma, &imecko)
ethanol gradient (450, Mr 46,07) (Merck, Nmecko)
d-tokoferol (G7H4602, Mr 402,65) p.a. (Sigma, dhecko)
a-tokoferol (C29H5002, Mr 430,7) p.a. (Sigmasrecko)
hexan (GH14, Mr 86,18) (Merck, Nmecko)

deinonizovana voda (&€ 0,1 uS)

3.3.2 Histroje a pomicky

elektrochemicky detektor Coulochem Il 5200 (ESA AYSracovni elektroda —

porézni uhlikova, referéni elektroda -e-hydrogen paladiova
analyticka cela, model 5010 (ESA, USA)

autosampler (ESA 542, USA)

vysokotlaké analytickéerpadlo LC-10AD VP (Shimandzu, Japonsko)
chromatograficka kolona Biospher C18 150 x 4,6 ripm (Labio,CR)
termostat kolony CTO-10AC (Shimandzu, Japonsko)
vyhodnocovaci software CLARITY (Data Apex s. r.OR)

UV-VIS spektrofotometr (Shimadzu, Japonsko)

termostat pro spektrofotometr TCC — Controller (&lzu, Japonsko)
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sklerené, Kemenné kyvety (délka 1 cm) (Agilent, USA)

dalSi fristroje a pomicky jsou shodné jako pro stanoveni aminothiol

3.3.3 Riprava pouzivanych roztoki

Z&sobni roztok a-tokoferolu

Asi 400 mg standardu-tokoferolu jsme rozpustili v 50 ml ethanolu. Rdztayl
ve tme stabilni minimalg tfi mésice pi -20°C.

Pracovni roztok a-tokoferolu

Ke 150 ul zésobniho roztoku-tokoferolu jsme fidali5 ml ethanolu.
Koncentraci pracovniho roztokutokoferolu jsme o#fili spektrofotometricky
pii 292 nm a vypditali pomoci extinkniho koeficientu € = 248,1 | mol crit).

Z pracovniho roztoku jsme dale ethanolerfeddi jednotlivé kalibr&ni body.
Zasobni roztok é-tokoferolu

Asi 400 mg standardértokoferolu jsme rozpustili v 50 ml ethanolu. Rdeztayl
ve tme stabilni minimalg tfi mésice pi -20°C.

Pracovni roztok d-tokoferolu

Zasobni roztok jsme kedili 100x ethanolem. Jehdipliznou koncentraci jsme
ovéfili spektrofotometricky a vyp@tali pomoci extinkniho koeficientua-
tokoferolu € = 248,1 | mol crit).

3.3.4 Riprava vzorku a standardi pro analyzu vitaminu E

Do mikrozkumavek Eppendorf jsme sitfigravili smés 200ul vzorku ¢i

standardu, 200ul pracovniho roztaktokoferolu a 600l fedchlazeného hexanu. Poté

jsme mikrozkumavky 15 minut intenzigntiepali na tepace a nasledn jsme je
odstedili v centrifuze (22000 G, 10 minut, 4°C). Po bd®i 500ul hexanové vrstvy
jsme cely postup odiglani 600ul pedchlazeného hexanu zopakovalidedbtakrat. 1,5

ml hexanové vrstvy jsme odfa v proudu dusiku a odparek rozpustili v 200ul

methanolu, pefiltrovali pites nylonovy filtr 0,22 pm o velikosti pd10,25 pm x 4 mm

a prepipetovali do vialek pro automaticky davkowezorki.
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3.3.5 Chromatograficka analyza vitaminu E

3.3.5.1  SloZeni aifprava mobilni faze
= 85 % methanol
= 10 % 2-propanol
= 5% voda
= 2,5 mmol/l kyselina octova
= 2,5 mmol/l octan sodny

Navazku 21,0797 g octanu sodného jsme rozpushill ml deionizované vody,
pridali 145 pl 99 % kyseliny octové. Po dokonalémpuwini octanu sodného jsme
pridali 850 ml methanolu a 100 ml isopropanolu. Taldipravenou MF jsme
piefiltrovali pies nylonovy filtr (Nylon 66) o velikosti p@r0,2 pm x 47 mm a odvzdus-
nili 60 minut na ultrazvuku. Voda pro stanovenikibyla upravena stejnym igobem
jako pro stanoveni aminothiol

3.3.5.2 Podminky separace

Prefiltrovany supernatant byl davkovan na kolonu pomautosampleru
ESA 542. Davkovany objem pro analyzu byl 10 M& koloré byla udrZzovéana teplota
37°C a piitok mobilni faze 0,6 ml/min. Pro ustaveni rovnovatay kolor jsme ped
vlastni analyzou nechali protékat mobilni fategp kolonu 20 hodin. Vlastni analyza
jednoho vzorku trvala 25 minut. Po analyze jsmeté&ys proplachovali swsi

methanol:pefiltrovana a odvzdu&na deonizovana voda (50:50) asi 15 minut.

3.3.5.3 Nastaveni elektrochemického detektoru Catilem I
Ochranna celanapéti: 850 mV

Analyticka cela (Tab. 10)

Tab. 10: Nastaveni detektoru pro vit E

| kanal 1 kanal 2
Napsti [mV] 0 600
Citlivost [HA] 10 10
Vystupni napti [V] 1 1
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3.3.6 ldentifikace piki

Pro identifikaci latek ve vorku jsme nejprve arzalyali snés standardl vit E,

zjistili jejich retertni casy a ty poté srovnavali s ret@fmi casy ve vzorku.

3.3.7 Kvantifikace

Pro kvantifikaci vit E byla pouZzita metoda kalibina piimky. Kalibrani primku
jsme sestavili z Sesti standarae riznych koncentracich. K jejimu sestaveni jsme
pouzili zdsobni roztok, ze kterého jsme dalSfesnim ziskali standardy vit E

0 pozadované koncentraci (Tab. 11).

3.3.7.1Kalibrace pro stanoveni vit E

Koncentrace vit E v jednotlivych kalibfaich roztocich jsou uvedeny v tabulce 11.

Tab. 11: Koncentrace vit E v jednotlivych kalikfiaich roztocich

Objem pracovniho roztoku vit E .
[uI] (dopInéno ethanolem na Koncentrace vit E
celkovy objem 200 pl) [umol/}
1 0 0
2 5 4,7759
3 10 9,5519
4 25 23,8796
5 50 47,7593
6 105 100,294

Rovnice kalibranich gimek jsme ziskali proloZzenim zavislosti pimhplocha
piku ku koncentrace standardu metodou nejmen&iarai. Vyuzili jsme I.S., jehoz

plochou piku jsme paiili plochy vSech standatda analyzovanych latek.
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3.4 Doplhiujici analyzy

Doplaujici analyzy byly provedeny na UV-VIS spektrofotetmu (Shimadzu,
Japonsko) za pouziti skkemych nebo kemennych kyvet o délce 1 cm (Agilent, USA).

3.4.1 Stanoveni celkového cholesterolu

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupravy choldsg560 BIO-LA-TEST
(Lachema, Ceska republika). Cholesterolesterasa katalyzuje rahjzli  estei
cholesterolu na cholesterol a mastné kyseliny. &dtetol je psobenim
cholesteroloxidasy zoxidovan na cholest-4-en-3-guewxid vodiku. Peroxid vodiku
reaguje s 4-aminoantipyrinem a fenolem za katakieyovou peroxidasou. Oxidovany
chromofor absorbujeip500 nm a jeho absorbance jénpo Umrérna koncentraci TC.

3.4.2 Stanoveni méoviny

Stanoveni bylo provedeno pomoci souprawocovina (BioVendor, Ceska
republika). Principem metody je specifickd hydralymaoviny enzymem ureasa na
amoniak a oxid uhlity. Amoniak déle reaguje s 2-oxoglutaratem a NADH+za
vzniku glutamatu a NAD Méti se Gbytek NADH jako pokles absorband¢e340 nm.

3.4.3 Stanoveni triglyceridi

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupravy Triglgesi liquicolof™™
(Human, Nemecko). Principem je sled reakci, kterych sastni 4 enzymy. V prvni
reakci vznikaji z TG fisobenim LPL glycerol a mastné kyseliny. Glycerdép@aguje
s ATP a za katalyzy enzymem glycerolkinasa vznikaegol-3-fosfat a ADP. feti
reakci katalyzuje glycerol-3-fosfat-oxidasa. Glyale3-fosfat se oxiduje na
dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku. Posledaikoé vznika z peroxidu vodiku, 4-
aminoantipyrinu a 4-chlorfenolu za katalyzy enzymgenoxidasa chinonimin a zma
absorbance jeffmo umérna mnozstvi TG ve vzorku. &kni probiha p vinové délce
500 nm.

3.4.4 Stanoveni glukézy

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupravy Glucose 1500 BIO-LA-TEST
(PLIVA - Lachema, Ceska republika). Principem metody je oxidace glykaa
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katalyzy enzymem glukézaoxidasaji fkteré vznikd peroxid vodiku a glukonat.
V piitomnosti  peroxidasy reaguje peroxid vodiku s 3hyi¢énolem a 4-

aminofenazonem za vzniku barevného produktu, kibsprbuje p 498 nm.

3.4.5 Stanoveni kreatininu

Cinidla potebna pro provedeni stanoveni jsme sipmavili z vlastnich
chemikalii. Principem metody je tzv. Jafféeho reakbetoda je zaloZzena na reakci
s kyselinou pikrovou v alkalickém présti za vzniku Zluto-oranZzoveho chromoforu
s absorpnim maximem f 492 nm. Naiist absorbance ip 492 nm odpovida
koncentraci kreatininu ve vzorku. Postup upravea sthupravy kreatinin liquid 500
BIO-LA-TEST® (PLIVA - Lachemageska republika).

3.4.6 Stanoveni kyseliny mépveé

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupraWyselina ma@ova (BioVendor,
Ceska republika). Principem reakce je oxidace kygehoiové na alantoin a peroxid
vodiku za katalyzy enzymem urikasa. Peroxid vodikaminofenazon a TOOS (N-
ethyl-N-(hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidin) tud v reakci katalyzované peroxidasou
barevny komplex, ktery absorbujéi 50 nm a jehoz intenzita zbarveni je dima

koncentraci kyseliny maveé ve vzorku.

3.4.7 Stanoveni albuminu

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupravy Albumguid 500 BIO-LA-
TEST® (PLIVA - Lachema, Ceska republika). Principem metody je reakce
s bromkresolovou zeleni ve stakyselém prosedi za pitomnosti povrcho¥ aktivnich
latek. Vznikd barevny komplex s absémpm maximem fi 578 nm. MnoZstvi
komplexu albumin-bromkresolova z#lge primo uUmérné mnozstvi albuminu ve

vzorku.

3.4.8 Stanoveni celkové bilkoviny

Cinidla potebna pro provedeni stanoveni jsme sipmavili z vlastnich
chemikalii. Principem metody je tzv. Biuretova reak i které reaguji peptidy

v alkalickém prosedi sroztokem w#i’naté soli za vzniku barevného komplexu
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s absorpnim maximem v rozmezi 520-560 nm. Mnozstvi komplg@eptid-néd’nati
sul je pfimo Umérné mnozstvi celkové bilkoviny ve vzorku. Postupraven dle
soupravy Celkova bilkovina 450 liquid 500 BIO-LA-SE® (PLIVA - LachemaCeskéa
republika).

3.4.9 Stanoveni Apolipoproteinu A-I imunochemicky

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupravy Apoliptgino A-I (APO A)
(BioVendor,Ceska republika). Metoda je zaloZzena na reakci myeah-| jako antigenu
a specifickym antisérem jako protilatkou. Tato kytvdi nerozpustny komplex,
produkujici zékal, ktery je fotometrickydien @i 340 nm.

3.4.10Stanoveni HDL cholesterolu

Stanoveni bylo provedeno pomoci soupremy-C plus Roche/Hitachi 911 (Roche,
USA). V prvnim kroku jsou HDL¢astice selektivié chrargny v prostedi dextransulfatu
a hdecnatych iont, aby se netastnily reakci,  kterych je z reakniho prostedi
odstragn cholesterol z LDL, VLDL a chylomikran Ve druhém kroku je HDL-C
uvolnén z komplexu a stanoven sledem reakci, popsangtéanaveni TC.

3.4.11 Vypdet LDL cholesterolu

Pomoci znamého vztahu jsme vyfali koncentraci LDL-C u jednotlivych
pacienti: LDL-C = TC — HDL-C — 0,4545 . TG.

3.4.12 Vypdet indexu aterogenity

Pomoci vztahu dle Klimova jsme vygtali index aterogenity (lA)
u jednotlivych pacierit 1A = (TC — HDL-C)/HDL-C.

3.5 Zpracovani vysledk

Ke statistickému zpracovani dat jsme pouzili progrilS Excel a program
GraphPad Prism 4. Pro porovnani hladin jsme po&iideniv t-test (na hladi&
vyznamnosti 0,05). Pro zji8ti vzajemnych korelaci jsme vyuZili Spearmakorelani
koeficient (na hladi&ivyznamnosti 0,05).
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4.1

4  Vysledky

Chromatograficka analyza celkovych aminothiai

4.1.1 Reterni ¢asy celkovych aminothioh

Retergni ¢asy Hcy, Cys, Cys-gly a Met byly srovnatelné vectS8ezorcich

i standardech a jsou uvedeny v tabulce 12.

Tab. 12: Retewni c¢asy celkovych aminottil(Udaje jsou vyjageny ve tvaru

stFedni hodnota + SD)

Latka Retenni ¢as (min.)
Cystein 2,78 £ 0,06
Homocystein 7,98 £ 0,30
Cysteinyl-glycin 10,90 £ 0,29
Methionin 16,27 + 0,70

4.1.2 Chromatograficky zadznam separace celkovych anothiol

Obrazky 13 — 14 zobrazuji chromatografické zaznasaparace celkovych

aminothioh v kalibrasnim roztoku a ve vzorku séra.

A. Zaznam kalibr@&niho roztoku

[Al

1.0

0.8,

0.6

Current

0.0

0.2

0.4

0.4

0.2

tCys
tCys-gly

thMet

2733

5 10 15

[min.]
Time

Obr. 13: Chromatograficky zaznam kalikiiaiho roztokw®. 4 (koncentrace
jednotlivych aminothial v umol/l: Cys 200, Hcy 50, Cys-gly 50, Met 50)
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B. Zaznam vzorku
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Obr. 14: Chromatograficky zaznam vzorkull ( koncentrace jednotlivych

aminothiol: v umol/l: Cys 458,40, Hcy 32,55, Cys-gly 37,61t M 50)

4.1.3 Kalibra ¢ni krivky celkovych aminothiol

Kalibra¢ni kiivky celkového Cys, Hcy, Cys-gly a Met zobrazujraeky 15-18.

Kalibrace - tCys

loch pik a Cys/I.S.
o
o]

S 034 y=0,0016x+ 0,0092
8 (9 R?=0,9987
: o |
o 0,1 -
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

koncentrace [umol/l]

Obr. 15: Kalibracni zavislost pro stanoveni tCys
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Kalibrace - tHcy
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Obr. 16: Kalibracni zavislost pro stanoveni tHcy
Kalibrace - tCys-gly
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Obr. 17: Kalibracni zavislost pro stanoveni tCys-gly
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Kalibrace - tMet

loch pik G Met/l.S.

y=0,0118x- 0,0163
R?=0,9986

pomér p
o
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koncentrace [umol/l]

Obr. 18: Kalibracni zavislost pro stanoveni tMet

4.1.4 Whodnoceni vzork

Hodnoty koncentraci celkového Cys, Hcy, Cys-gly atMe vSech vzorcich
jednotlivych pacierit jsou uvedeny vifloze¢. 3.

4.1.5 Prumérné naméirené hodnoty celkovych aminothiai

Tab. 13: Namgené hodnoty celkovych aminothiiolv pmol/l ve tvaru
prumer + smerodatna odchylka.

| tCys | tHey | G | tMet
Cely soubor pacieat| 410,41 +71,22| 21,23+8,57 41,11+7,36 29,97467
Pacienti bez DM a HL 398,30 +65,33| 21,70+8,69 41,75+7,46 30,79427,
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4.2 Chromatograficka analyza volnych aminothio

4.2.1 Reterni ¢asy volnych aminothioki

Tab. 14: Reterni casy volnych aminothigl (Udaje jsou vyjateny ve tvaru

stedni hodnota £ SD)

Latka Retenni cas (min.)
Cystein 2,97 £0,15
Homocystein 8,91 £ 0,68
Cysteinyl-glycin 10,39 £ 0,86
Methionin 17,55+ 1,55

4.2.2 Chromatograficky zaznam separace volnych aminothid

Obrazky 19 a 20 zobrazuji chromatografické zaznasaparace celkovych

aminothiof v kalibrasnim roztoku a ve vzorku séra.

A. Zaznam kalibraniho roztoku
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Obr. 19: Chromatograficky zaznam kalibfaiho roztokw'. 1 (koncentrace

jednotlivych aminothial v umol/l: Cys 50, Hcy 20, Cys-gly 20, Met 50)
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B. Z&znam vzorku
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Obr. 20: Chromatograficky zaznam vzorkul?2 ( koncentrace jednotlivych
aminothiot: v umol/l: Cys 52,54, Hcy 0,27, Cys-gly 12,27)

4.2.3 Kalibra ¢ni k¥ivky volnych aminothiola

Kalibraéni kiivky volného Cys, Hcy, Cys-gly a Met zna#aji obrazky 21-24.

Kalibrace - fCys
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Obr. 21: Kalibracni zavislost pro stanoveni fCys
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Kalibrace - fHcy
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Obr. 22: Kalibracni zavislost pro stanoveni fHcy
Kalibrace - fCys-gly
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Obr. 23: Kalibracni zavislost pro stanoveni fCys-gly
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loch pik G Met/I.S.

pom ér p
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Obr. 24 Kalibracni zavislost pro stanoveni fMet
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4.3 Chromatograficka analyza vitaminu E

4.3.1 Chromatograficky zdznam vitaminu E

Reterini ¢as vitaminu E (ve tvaruigtdni hodnota £ SD) = 14,96 = 0,60 min.

Obrazky 25-26 zobrazuji chromatografické zédznampassce vit E v kalibnim
roztoku a ve vzorku séra.

A. Zaznam kalibra®niho roztoku

[mA]
500 delta-tokoferol
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alfa-toKoferol
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Obr. 25: Chromatograficky zaznam kalikfiaiho roztoku®. 4 (koncentrace vit E
23.88 umolll)

B. Zaznam vzorku
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Obr. 26: Chromatograficky zaznam vzorku8 (koncentrace vit E 44.77 pumol/l)
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4.3.2 Kalibra éni k¥ivka vitaminu E

Kalibracni kiivka vit E je zobrazena na obrazku 27.

Kalibrace - vitamin E

0,25 -
0.2 -
0,15 -

0,1 - y = 0,0021x - 6E-05
R? = 0,9983

loch pik G vitE/L.S.

0,05 -

pomér p
o

D 20 40 60 80 100 120

-0,05 -

koncentrace [umol/l]

Obr. 27: Kalibracni zavislost pro stanoveni vitaminu E

4.3.3 Whodnoceni vzork

Hodnoty koncentraci vit E a pamu vit E/LDL ve vSech vzorcich jednotlivych
pacient jsou uvedeny viflozeg. 4.

4.3.4 Pramérné naméirené hodnoty vitaminu E

Tab. 15: Nan¥iené hodnoty vitaminu E v pmol/l ve tvaruimper + smérodatna

odchylka.
| Vit E
Cely soubor paciefit 22,88 £ 5,39
Pacienti bez DM, HL 23,40 £ 6,00
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4.4 Korelaéni analyza vysledki

Pro korelé&ni analyzu jsme v naSi praci pouzili Spearinakorelani koeficient
a statisticky program GraphPad Prism 4. Patralejgo existenci vzajemnych vztah
mezi jednotlivymi stanovenymi analyty a také medtarymi latkami a ¥kem ¢i BMI
pacienti. Pro gehled jsou vSechny korelace uvedenytlopach¢. 6 — 9.Vyznamné

hodnoty Spearmanova koré&tdho koeficientu jsou zvyrazny.

4.4.1 Korelace mezi jednotlivymi aminothioly

Hodnotili jsme korelace mezi jednotlivymi thiolovymatkami v celém souboru
pacienti (pocet jedind N = 35) a poté s vylaienim pacierit s DM a pacierit |é¢enych
HLP (N = 20). Statisticky vyznamna pozitivni koredav obou skupinach byla mezi
tCys a tHcy. V celém souboru pacigfgme navic nalezli pozitivni korelaci mezi tMet
a tCys-gly a negativni korelaci mezi tMet a tHcalT 16).

Tab. 16: Hodnoty korelaniho koeficientu pro korelace mezi jednotlivymi@atinioly

Cely soubor pacientt Pacienti bez DM, HLP
Cys-Hcy 0,599 0,768
Cys-Cys-gly 0,054 0,209
Cys-Met -0,048 -0,081
Hcy-Cys-gly -0,209 0,06
Hcy-Met -0,398 -0,427
Cys-gly-Met 0,524 0,397

Vzajemné porovnani tCys a tHcy jsme provedli takd¥ u pacieni, u nichz
byla hladina Hcy do 20 umol/l a «ch, ktgi méli hladinu Hcy vysSi nez 20 umol/l.
Soubor pacierit jsme posuzovali nejprve jako celek a nastedrvyfazenim jeding

lé¢enych HLP a paciefits DM. Na zadné statisticky vyznamné korelace jsthak
nenarazili (Tab. 17).

Tab. 17: Korelace mezi celkovym Hcy a Cys, r = Spearinakorelani
koeficient, N = peoet jeding: ve skupid

tHcy (do 20 umol/l) - tCys

tHcy (nad 20 pmol/lx€ys

Cely soubor pacient

Pacienti bez HLP a DM

N=19;r=0,390

N=10;r=0,491
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4.4.2 Korelace mezi celkovym homocysteinem (cysteim) a latkami

lipidového spektra

U vSech paciefit jsme posoudili korelaci mezi aminothioly Hcy a Cys
a jednotlivymi latkami lipidového spektra (Tab. 1&tatisticky vyznamnou pozitivni
korelaci jsme zaznamenali mezi tHcy a LDL-C a niega mezi tMet a LDL-C. Ob
vyznamné korelace nélezi do celého souboru pdciétd vylokeni pacient s DM

a HLP jsme zadné vyznamné korelace nenalezli.

Posouzeni korelace mezi Hcy a HDL-C jsme provedA¥ u skupiny pacierit
s koncentraci Hcy v rozmezi 15-40 pmol/l a nal¢gahe zde vyznamnou negativni
korelaci. Hodnota koretmiho koeficientu byla-0,502 (N = 23). Obrazky 28 a 29
znézotuji korelaci mezi Hcy a HDL-C v obou skupinach eaudi.

Tab. 18: Korelace mezi celkovym Hcy (Cys) a latkami lipi&loy spektra.

Cely soubor paciett Pacienti bez HLP a DM
tCys — HDL-C -0,204 -0,302
tHcy — HDL-C -0,086 0,006
tCys-gly — HDL-C -0,226 -0,275
tMet - HDL-C -0,276 -0,386
tCys — LDL-C -0,024 -0,027
tHcy — LDL-C 0,379 0,326
tCys-gly — LDL-C -0,168 -0,428
tMet — LDL-C -0,337 -0,398
tCys — TG -0,215 -0,177
tHcy - TG -0,220 -0,349
tCys-gly - TG 0,073 0,132
tMet - TG -0,034 0,197
tCys — IA 0,088 0,199
tHcy — IA 0,243 0,141
tCys-gly - IA -0,083 -0,249
tMet - 1A -0,026 0,033
tCys - TC -0,220 -0,155
tHcy — TC 0,154 0,181
tCys-gly — TC -0,337 -0,528
tMet — TC -0,428 -0,472
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Koncentrace HDL (umol/l)
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Obr. 28: Korelace mezi HDL-C a Hcy v celém souboru padient
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Obr. 29: Korelace mezi HDL-C a Hcy v souboru paciestkoncentraci Hcy

v rozmezi 15 - 40 pmol/l
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4.4.3 Korelace mezi celkovym homocysteinem (cysteim) a latkami

ledvinného spektra

Mezi koncentracemi tHcy (tCys) a kreatininu nebgblezeny Zadné korelace.
Vyznamnou pozitivni korelaci jsme vSak nalezli médcy i tCys a moovinou a to
u obou skupin pacietf(Tab. 19).

Tab. 19: Korelace mezi celkovym Hcy (Cys) a latkami leduiongpektra

Cely soubor paciett Pacienti bez HLP a DM

tCys — Kreatinin 0,038 -0,094

tHcy — Kreatinin 0,107 -0,035
tCys-gly - Kreatinin -0,140 0,113

tMet - Kreatinin -0,179 -0,018

tCys — Ma@ovina 0,497 0,565

tHcy — Matovina 0,479 0,530
tCys-gly - Matovina -0,140 0,063

tMet - Mocovina -0,352 -0,115

4.4.4 Korelace pongru vitamin E/LDL a vit E s indexem aterogenity

Statisticky vyznamnou negativni korelaci jsme nialerezi 1A a pongrem vit

E/LDL. Po vylo&eni jednoho pacienta s extrérysokou hladinou Vit E jsme nalezli
také vyznamnou negativni korelaci mezi vit E a 18elém souboru paciean{Tab 20).

Obrazky 30 a 31 znazuuji korelace mezi vit E a IAipd a po vyloteni jednoho bodu.
Tab. 20: Korelace mezi indexem aterogenity a @goem vit E/LDL a vit E

Cely soubor pacieifit | Pacienti bez HLP a DM

Vit E/LDL — IA -0,553 -0,311
Vit E — 1A (N = 35) -0,266 0,102
Vit E — 1A (N = 34) -0,326 -0,004
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Obr. 30: Korelace mezi Vit E a IA v celém souboru pacient
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Obr. 31: Korelace mezi Vit E a IA po vyléeni jednoho bodu
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4.4.5 Korelace mezi hladinami rékterych latek a vékem pacienti

Oweieni korelaci jsme provéll na celém souboru paciént Statisticky
vyznamna pozitivni korelace skem byla nalezena u tCys, tHcy a ¢owiny. Silnou
negativni korelaci jsme zaznamenali u tMet (Tal). 21

Tab. 21: Korelace mezi koncentracékterych latek a&kem pacient (N = 35)

Latka Cely soubor pacieit Pacienti bez HLP a DM

tCys 0,427 0,614

tHcy 0,398 0,775
tCys-gly -0,035 0,151

tMet -0,450 -0,480
Mocovina 0,616 0,632
Kreatinin 0,217 -0,019
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5 Diskuse

Stale neni jednotny nazor na to, jak vyznamnou holje Hcy a ostatni
aminothioly v rozvoji aterosklerotického a néslédtardiovaskularniho onemosgmi.
V literature sice pevlada nazor, ze zvySené hladiny Hcy souviseji s(A@dersson
a kol., 1993; Liao a kol., 2007ada autal vSak tuto souvislost nenalezla (Zhou a kol.,
2008; Donner a kol. 1998; Hansari a kol., 2006 nkinank a kol., 2006).

V mnoha studiich byly prokazany patologickénky Hcy zahrnujici poSkozeni
cévniho endotelu vlivem oxidaiho stresu, podporu proliferace Bkrhladké svaloviny
a syntézy kolagenu, zvySeni agregace krevnichcegéstipoperoxidaci a trombogenni
a aterogenni aktivitu. £¢hto divoda je Hcy povazovan za mozny rizikovy faktor
ateroskler6zy (Andersson a kol., 1993; Welch, Ltmxa1998; Nygard a kol., 1999;
Bald a kol., 2004, Liao a kol., 2007). \¢kterych studiich byl také nalezen vztah mezi
Cys a kardiovaskularnim onemeaim (Ueland a kol., 1996). Mills a kol. (2000) se
domnivaji, Zze zvySena hladina Cys u pacieatkVO vede ke vzniku oxidaiho
prostedi, coz nize gispivat k poSkozeni cévniho endotelu. Cys-gly manayn jako
produkt degradace glutathionu, ktery by mohl bydpm&dny za produkci reaktivnich
kyslikovych radikal a lipoperoxidaci (Scanu a kol., 1990). Methionakqg takovy
nema vliv na rozvoj aterosklerdzy, poruchy v jehetabolismu vSak mohou vést ke
zmenam hladin Hey a dalSich aminothigBald a kol., 2004).

NaSe prace navazuje na dlouhodoby vyzkum zabyvsgicilivem aminothidi
na rozvoj aterosklerozy. Vipdchozich studiich bylo po prébeni hladin aminothidil
metodou HPLC-ED u pacieihts pozitivnim a negativnhim koronarografickym nateze
zjisténo, Ze hladiny celkovych aminothiolbyly u obou skupin srovnatelné, pouze
u pacient s pozitivnim koronarografickym nélezem byla ndiravySena hladina
cysteinu. Statistické porovnani ziskanych hodnotzalo, Ze rozdily ve vSech
skupinach jsou nevyznamné. Po modifikaci metodycani jejich parametrbyly dale
prométeny hladiny volnych aminothidl u hemodialyzovanych pacidéni@a kontrolni
zdraveé skupiny. Zjigné rozdily hladiny cystathioninu, cysteinyl-glyciaumethioninu
u obou soubdr se ukazaly jako nevyznamné (Stoklasova, 2007).

DalSi naSe studie odhalila vyznaimvySené hladiny celkového Cys, Hcy
aCys-gly u paciefit s DM, které nesouvisi sledvinnym onem&im. U

hemodialyzovanych pacientoyly zjiSttny zvySené hodnoty Cys a Hcy a vyzn&mn
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snizené hodnoty Met. U obéznich paadiehyly statisticky vyznam# zvySené pouze
hladiny Cys, hladiny ostatnich aminothioke #iliS neliSily od kontrolni skupiny
(Jelinkova, 2008).

Pro nasi studii jsmedinili peclivy vybér pacienti, kde hlavnim kritériem bylo
kardiovaskularni onemoeni. VSichni pacienti, kié se nasi studie Zastnili, nejprve
podepsali informovany souhlas i{lBha ¢. 13). Jako pacienty s potvrzenym
kardiovaskularnim onemoénim povazujeme jedince po pedané akutni koronarni
piihock, jako je IM¢i CMP a dale pacienty s pozitivnim koronarografitkpalezem.
Pivodnim pozadavkem bylo, aby tito pacienti byli niéai, neuzivali hormonalni
antikoncepci, statiny, fibraty, netjp DM a nebyli hemodialyzovani. DM a kéeni
jsou povazovany za rizikové faktory ICHS. Uzivatdtisn, fibrati a také hormonalni
antikoncepce ma vliv na lipidovy metabolismus i &entraci aminothid@gl. Statiny
a fibraty navic mni hladiny CoQo ktery bude u &hto pacient stanovovan
v navazujici studii. U hemodialyzovanych paciefgme jiz v gfedchozich studiich
zaznamenali vyraznzmeénéné hladiny aminothidl (Jelinkova, 2008). VSechny tyto
faktory tedy mohou ovlivovat hladiny nami stanovovanych latek. Aby vSakabyl
splréna hlavni podminka, byli jsme nuceni z#ihse na skupinu paciahts velmi
vysokym ¥kem. U tchto pacient je nutné ¢ekavat pedevSimcastjsi vyskyt DM
a také ¥tSi mnozstvi uzivanych |éku, mezi nimi také stativ prabé¢hu ziskavani
vzorki jsme tak pistoupili ke kompromisu. Z 35 paciént ktefi se nasi studie
zWeastnili, je 8 diabetik a 8 jich uziva statiny.iPvyhodnocovani vysledkjsme proto
vzdy nejdive analyzovali cely soubor paciérd poté se za#ili na skupinu jeding
s vi¢lerénim vySe zmisnych diabetik a pacieni Ié¢enych statiny, abychom vyléili

vliv téchto faktofi na nandirené hodnoty analiyt

Pro naSi analyzu jsme pouzili vzorky séra. PlnasKrgla odebirana vzdy na
lacno a do plI hodiny centrifugovana. Nasleéinbyla odebrana plazma do
mikrozkumavek Eppendorf a vzorky byly uloZzeny dobddkomraziciho boxuip-80°C.
Po nasbirani vSech vzdrknasledoval transport do naSi laborafogi kterem byly
vzorky uloZeny na ledu nebo v tekutém dusiku, abyak gedeslo jejich rozmrazeni
a ogitovnému zamrazeni. V naSi labotatoyly vzorky az do spaeby skladovany ip
-80°C.

U naSeho souboru paciérd KVO jsme stanovili celkové aminothioly metodou
HPLC-ED. V naSi pedchozi préaci, kde byly &eny hladiny thiolovych latek
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u hemodialyzovanych pacigénproti kontrolni skupi, byly zjiS&ny vyznamsg zvySené
hladiny Hcy a Cys, koncentrace Met byla vyznansmizena. My jsme zaznamenali
podobné vysledky. Vzhledem k tomu, Ze hladiny knéadi jsou u naSich pacieit
vétSinou ve fyziologickych mezich, nelze zdiéspzovat zninéné hladiny aminothidl
zhorSené funkci ledvin, jak tomu bylo u hemodialyaaych pacierit Usuzovalo se, Ze
vlivem onemoc#ni ledvin dochazi ke vzniku oxidaiho stresu a je snaha ho
kompenzovat zvySenym katabolismem Hcy transsulfiiraestou, $ které vznika Cys

a meér probiha jinakcasgjSi remetyléni cesta, kterou vznika Met (Suliman a kol,
1997). Vzhledem k tomu, Ze analyza sloZeni ateenstitkého plaku odhalila produkty
oxidace proteifi a lipidi (Kontush, Chapman, 2006), je moZzné usuzovat Zej&AO
spojeno se vznikem oxidaiho stresu. Ten by mohl vyvolat stejny mechanisiako
byl popsan u hemodialyzovanych pacienVznik oxidaniho stresu by mohl také
souviset s vysokym pmérnym wkem a s 98 %nim vyskytem arterialni hypertenze
v haSem souboru paciéntNapiklad Atif a kol. (2008) ve svémilanku poukazuji na

zvysSeneé hladiny tHcy nagtené u pacieiits arterialni hypertenzi.

Pfi  porovnavani hladin tHcy a tMet (tCys a tMet) smarazili na silnou
negativni korelaci meziémito thioly a to v celém souboru paciént po vylouweni
pacienfi s DM a HLP. To podporuje naSi teorii o utlumeninetylani cesty, Bhem
které vznika z Hcy Met. Nadbytey Hcy je pak vSechenigmenovan na Cys, ktery se

hromadi.

Nekteri autdi v literatue uvadiji, Ze nalezli zvlastni korelaci mezi tCys a tHcy.
Pii koncentraci tHcy do 20 pmol/l to byla vyrazna pieni korelace, p vyssi
koncentraci tHcy nez 20 umol/l to byla naopak sitegativni korelace (Demuth a kol.,
2002, van den Brandhof a kol., 2001, Donner a K#98) My jme tuto zavislost
ovetili na naSem souboru, nalezli jsme vSak pozitiviirekaci v celém rozsahu

koncentraci tHcy, cozZ také podporuje nasi teorii.

Klinické studie pacierit s aterosklerotickym kardiovaskularnim onentadm,
infarktem myokardu a hyperlipidemickych pacierddhalily negativni korelaci mezi
koncentraci Hcy v plazéna HDL-C (Stampfer a kol.,1992; Glueck a kol., 19€&ljeq
a kol., 2001). Je tedy mozné, Ze Hcy snizuje hlatiBL-C. Liao a kol. popsaligkolik
mechanism, kterymi by Hcy mohl tlumit biosyntézu HDL a jejicfunkci. Mnoho
studii také potvrdilo zgény koncentraci cholesterolu, TG a VLDL v plazm CBS-
deficientnich mysi-homozygit u kterych se projevuje hHcy (Liao a kol., 2006;
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Namekata a kol., 2004; Woo a kol., 2005; Wang a R8I03).

DalSi souvislost nachdzime mezi Hcy a LEAsticemi. B interakci Hcy s LDL
muze dochéazet ke vzniku Hcy-LDL, které jsou v&sv mie pohlcovany makrofagy
a Hcy tak nize zvySovat aterogenicitu lipoprotéifFerretti a kol., 2006; Zinellu a kol.,
2006).

U naSeho souboru paciénsme vy3dili lipidové spektrum a ogfili korelace
mezi aminothioly a HDL-C a LDL-C popisované v latuiie. Nami provedena
korelani analyza odhalila statisticky vyznamnou negatkorelaci mezi HDL-C a Hcy
u paciend s koncentraci Hcy v rozmezi 15 — 40 umol/l. Z talsozujeme, Ze Hcy by
opravdu mohl snizovat hladinu HDL-C u pacients hyperhomocysteinémii
a neniizeme jej tedy vylotit jako rizikovy faktor aterosklerozy. Dale jsmeznamenali
vyznamnou pozitivni korelaci mezi Hcy a LDL-C. $tggh vysledk jako my doséahl
také Quijeq a kol. (2001) u paciémio IM a shoduji se také s vysledky zaznamenanymi

pii studii na hHcy mysich.

Vyznamnou roli v patogenezi aterosklerdzy hrajitaktioxid&ni latky, jako je
vit E ¢i CoQyo. Tyto antioxidanty maji schopnost chranit lipogiabve ¢astice ped
oxidaci a tim zabralji jejich usazovani v cévach a tvérplaku (Crane, 2001; Kaiar,
Zakova, 2007). Vit E je v plazérpritomen ve VLDL a LDLgasticich, které chranied
oxidaci volnymi radikaly. Ve tkanich chranfeolevSim nenasycené mastné kyseliny
membranovych PL proti oxidaimu poskozeni a lipoperoxidaci.éeré studie se
zabyvaji moznosti kompenzace oxidéno stresu zjsobeného hyperhomocysteinémii
podavanim &kterych antioxidarit, predevSim vit E (Joseph akol., 2008; Coppola
a kol., 2004; Kartal a kol., 2003).

Pron¥iili jsme hladinu vit E u jednotlivych pacientmetodou HPLC-ED. Mezi
tHcy a ponérem vit E/LDL jsme nalezli vyznamnou negativni Ka. Po vylodeni
jednoho pacienta s vysokou koncentraci vit E v s&gusouboru jsme také nalezli
vyznamnou negativni korelaci mezi vit E a IA. TapSteni bylo pro nas velice
pramérnym wkem podobnych vysledk nedoséahli (Zakova a kol., 2007). Z toho
vyvozujeme, Ze ochrana LDEastice ped oxidaci klesa u#énné koncentraci vit E

a wku.

Vzhledem kvysokému &ku v nasSem souboru paciéntjsme zkoumali
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piitomnost korelaci mezi hladinamékierych latek a skem. Statisticky vyznamnou
pozititvni korelaci jsme nalezli u Cys, Hcy a &owiny. Naopak negativns wkem
koreloval methioninEdgar a kol. (2008) nalezli také pozitivni korel&ys s ¥kem.
Rossi a kol. (2008) zjistili zvySujici se miru agistylace a homocysteinylace protein
s wkem. Z toho vyvozuji, Ze sskem se sniZuje dinnost thioh jako antioxid&niho
systému, coZz by mohlo mit za nasledek ireverzibdridaini zmeny —SH skupin

plazmovych proteiin.

VétSina studii zabyvajicich se metabolismem thiolbvigtek se zagtuje pouze
na stanoveni celkovych aminothiolProtoze vSak Hcy a dalSi aminothioly asociované
s proteiny podle Bayleho a kol. (2004) nejsou hiaiky aktivni, volné formy
(redukované i oxidované) hraji nejspis hlavni vghatogenezi ateroskler6zy. Van Oijen
studii zaznamenali, Ze koncentrace fHcy vy3Si ngl 4amol/l jsou vyznamnym

a nezavislym rizikovym faktorem KVO.

Pro stanoveni volnych aminothiojsme pouzili metodu HPLC-ED, stejfjako
pro stanoveni celkovych aminothiol JelikoZz jsou obe@n koncentrace volnych
aminothioh nekolikanasob® nizsi, nez koncentrace celkovych aminotiiobylo
zapotebi i jejich stanoveni zvySit davkovani vzorku na kalanpivodnich 10 pl na
15 ul. Pro poateni stanoveni jsme pouzili stejné pH mobilni fazkojar analyzy
celkovych aminothidl, tedy pH 2,82. B tomto pH jsme vSak nedosahli pethného
odseparovani ptk jednotlivych aminothial (priloha ¢. 10). Z div¢jSich zkuSenosti
jsme nepistoupili k prodlouzeni retémich ¢asi piidavkem protiontu, &d¢li jsme, ze
pii koncentraci protiontu 12 mmol/l dochazi, kasyceri kolony (Jelinkova, 2008).
Jelikoz nastaveni optimalniho pH mobilni faz@ pami pouzivané iont@vparové
HPLC podporuje disociaci chromatografovanych laaelim i tvorbu iontovych péy
vyuzili jsme Upravu pH mobilni faze ke 2n¢ reterénich ¢adi analyti. Rozhodli jsme
se pro pH mobilni faze 2,7. Odseparovanii@ki po tomto zdsahu vSak nebylo idealni
(priloha¢. 11). Pik methioninu bylips velky a bylo patrné, Ze spolu s nim se eluuje
nam neznama latka, coz vedlo ke zkresleni hodnatio dominka se nam pozg
potvrdila, kdy pi pouziti nové mobilni faze o pH 2,69 se v oblaséthioninu objevil
dvojpik (piloha ¢. 12). Uplného odileni methioninu od této latky jsme zatim
nedosahli. Dale v oblasti Hcy, ktery je pro nagdly, se ve vzorcich pacient

objevovala skupina piko piblizn¢ stejné velikosti a nebylo vzdy mozné s jistotou
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urcit, ktery z nich nalezi Hcy.#Panalyze vzork jsme také&eSili problém s robustnosti
metody. Zaznamy jednotlivych vzarkbyly velmi riznorodé a visledku nizké

koncentrace aminothiblse zde objevovalo velké mnoZstvi interférd@oh piki.

Pri stanoveni koncentraci volnych thigsme vychazeli z literatury atekavali
jsme koncentrace vrozmezich, jakd zde @jadoncentrace volnych aminothiol
nalezené u kontrolnich skupin se v litefatypohybuji piblizné v téchto rozmezich:
fCys 100-180 pumol/l, fHey 1,37-5 pmol/l, fCys-glyl921 umol/l (Sjoberg a kol., 2006;
Hultberg a kol., 1995; Andersson a kol., 1993; Mamsa kol., 1995). My jsme vSak
zaznamenali koncentrace mnohem nizsi, a to u vbéali. V Navaznosti na naSi praci
by bylo poteba metodu Iépe optimalizovat pro nizSi koncentraddeych thiofi nag.
dalSim zvySenim davkovani, zvysenim citlivosti. & g poteba zjistit pH, g kterém

dochazi k lepSi separaci fijkpredevSim Met a Hcy.

V nekterych studiich byla nalezena pozitivni korelaazinhladinami Hcy (Cys)
a kreatininu (Melenovsky a kol., 2003; Piovesarolk, R007). Elshorbagy a kol. (2007)
objevili vztah mezi kreatininem a Hcy u starSictipeid. Neékteri autdi predpokladaji
vzestup obou aminokyselin vzhledem ke zhorSujicfusdci ledvin s ¥kem (Bonaa
a kol., 2006). Pozitivni korelace kreatininu a thioniZe ale také vyplyvat z faktu, Ze
kreatin vznikA ze SAM ve svalech, kde neriizpivé prostedi pro remetylaci
a prebyte&ny Cys a Hcy jsou vyplavovany do krve.ri@oupilova, Ristoupil, 2000;
Pristoupilova, Ristoupil, 2002; Melenovsky a kol., 2003). Taes d. KB004) vSak
suplementaci kreatinu u paciéns chronickym ledvinnym onemog&mm nedosahli
snizeni hladiny tHcy. Zavislost tHcy a kreatininemje o¥fili na naSem souboru

pacienti, nenalezli jsme vSak Zadnou korelaci.

Pfi zjiStovani vztahu mezi aminothioly a w®&wvinou jsme narazili na
vyznamnou pozitivni korelaci mezi tHcy (tCys) adoweinou a vyznamnou negativni
korelaci mezi tMet a mmvinou. ProtoZze mimvina vznika pi odbouravani amoniaku
pochézejiciho z aminokyselin v ornitinovém cykkny korelace mezi ni a aminothioly

pochopitelné.

Tato studie poskytuje prozatim @ilvysledky, které budou dopiny predevsim
o stanoveni CoQ10 u naSeho souboru patient
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6 Zawer

Vtéto praci jsme se zafiili na soubor paciefit s kardiovaskularnim
onemocgnim, u kterého jsme z#ili hladiny celkovych aminothidl. Zjistili jsme
zvySenou hladinu cysteinu a homocysteinu a snizéhadinu methioninu. Negativni
korelace mezi cysteinem (homocysteinem) a meth@ninaswdcuje tomu, Ze uéchto
pacientt dochazi k utlumeni remetyai cesty a k ufgdnost&ni transsulfuréni drahy
za vzniku nadbytku cysteinu. ZvySena hladina cysteiede pravgpodobré ke vzniku
oxidatniho prostedi, coz niZze gispivat k poSkozeni cévniho endotelu.

Vzhledem ktomu, Ze &Sina pacierni méla koncentraci kreatininu ve
fyziologickych mezich, usuzujeme, Ze &mwné hladiny aminothidl nesouvisi se
zhorSenou funkci ledvin, jak bylo navrzeno u heralydiovanych pacieft Friklanime
se kteorii, Ze ke zvySené produkci cysteinu a hxysie@inu dochazi vidledku
oxidatniho stresu, ktery fize souviset jak s ateroskler6zou, tak s vysokyikem
pacienti a castym vyskytem arterialni hypertenze v souborwiiysme také korelace
n¢kterych latek s &kem. Vyznama pozitivie s wkem koreloval cystein
a homocystein, negatigrmethionin. Mizeme se tedy pouze dohadovat, zd&reme
hladiny celkovych aminothidl jsou gi¢inou nebo nasledkem aterosklerotického
kardiovaskularniho onemogmi.

Ve vzorcich pacieiit jsme stanovili vitamin E. Zjistili jsme vyznamnou
negativni korelaci mezi vitaminem E a indexem ajeroty a také mezi indexem
aterogenity a pogrem vitamin E ku LDL cholesterolu. Z toho usuzujerbe vitamin E
se jevi jako vyznamny antioxidant, ktery chrani LEAstice ped oxidaci a tim sniZuje
jejich aterogenni vlastnosti.

Vysetfili jsme lipidové spektrum u vSech pacig&niNalezli jsme vyznamnou
negativni korelaci mezi HDL-cholesterolem a homoeyem u pacieiit
s hyperhomocysteinémii. Z tohotéwibdu neniZzeme vyloudit Hcy jako rizikovy faktor
aterosklerézy.

Oweiili jsme pouzitelnost vypracované HPLC-ED metodyg ptanoveni volnych
plazmatickych aminothidl Zjistili jsme vSak nizSi koncentrace volnych aothmola,
piedevsSim Hcy, nez uvékh literatura. Tato metoda vyzaduje dalSi optinadizpro
nizsi koncentrace aminothiolve vzorcich a volbu pH mobilni fazeii fxterém dojde
k dostaténé separaci pik
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PRILOHA



Charakteristika lipidového spektra u vSech padient

Index
Pacient Cholesterol TG HDL LDL aterogenity
1 3,567 0,992 0,887 2,229 3,020
2 4,208 1,911 0,932 2,409 3,516
3 3,734 1,944 0,894 1,958 3,176
4 3,037 0,828 0,616 2,046 3,933
5 3,288 1,058 0,776 2,032 3,236
6 4,054 0,943 1,659 1,968 1,444
7 3,887 1,361 1,092 2,177 2,559
8 5,364 2,649 1,042 3,120 4,148
9 3,037 0,976 0,550 2,044 4,523
10 4,486 2,026 1,588 1,979 1,825
11 4,430 0,672 0,958 3,168 3,625
12 4,626 1,968 1,208 2,525 2,828
13 3,595 1,798 0,699 2,080 4,144
14 4,013 1,845 1,017 2,159 2,946
15 5,489 1,854 1,193 3,455 3,602
16 5,183 1,777 1,144 3,232 3,529
17 4,458 2,670 1,090 2,157 3,089
18 5,239 3,078 1,562 2,280 2,354
19 4,361 3,059 1,000 1,973 3,359
20 3,553 2,138 0,737 1,846 3,824
21 5,336 1,034 0,984 3,883 4,423
22 5,322 1,757 1,166 3,359 3,566
23 5,517 1,274 1,123 3,816 3,912
24 3,804 2,422 0,886 1,818 3,291
25 4,584 2,133 1,102 2,514 3,160
26 3,344 1,349 1,060 1,671 2,154
27 3,678 0,933 1,235 2,020 1,978
28 2,982 1,268 0,743 1,663 3,011
29 3,650 1,194 0,653 2,455 4,587
30 4,904 0,778 0,969 3,583 4,064
31 3,218 1,275 0,568 2,072 4,663
32 4,946 1,046 0,915 3,556 4,403
33 4,235 1,270 0,727 2,932 4,827
34 5,071 1,043 0,811 3,787 5,254
35 4,667 1,470 0,932 3,069 4,009

Priloha 1Hodnoty jsou uvedeny v mmol/l




Charakteristika rendélni funkce u vSech padient

Pacient Maovina (mmol/l) | Kyselina mé&ovéa (umol)l)[ Kreatinin (umol/l)
1 7,676 440,521 61,857
2 14,220 301,489 110,286
3 6,846 166,023 72,571
4 7,123 148,198 92,143
5 6,795 216,950 20,714
6 6,015 484,827 93,571
7 7,701 461,299 133,714
8 9,086 221,710 121,571
9 14,421 325,412 119,714
10 4,304 302,765 170,429
11 17,769 272,965 113,429
12 5,612 238,993 92,714
13 20,512 375,265 111,714
14 6,795 332,923 83,857
15 8,708 166,047 91,429
16 9,614 266,505 82,714
17 11,653 217,521 117,857
18 4,430 528,858 147,143
19 7,878 310,884 152,714
20 6,493 508,864 135,000
21 1,820 377,673 94,286
22 5,922 651,982 133,143
23 3,714 496,143 101,286
24 4,223 531,922 49,286
25 2,549 387,150 97,857
26 4,685 204,196 60,571
27 5,534 284,367 84,714
28 7,670 261,069 110,286
29 6,044 472,117 90,429
30 7,573 555,029 97,857
31 5,170 361,771 82,714
32 6,966 417,428 84,286
33 7,597 541,463 60,143
34 4,053 408,682 68,143
35 6,942 647,212 108,429

Priloha 2 Jednotky jsou uvedeny v zavorce



Namgtené hodnoty celkovych aminothiioll vSech pacient

Pacient tCys tHcy tCG tMet
1 509,256 36,112 52,868 18,298
2 454,038 14,082 44,307 23,508
3 420,931 20,671 25,973 30,502
4 374,241 13,001 42,951 38,423
5 387,399 16,122 42,528 33,943
6 454,020 19,478 27,927 22,208
7 378,278 19,612 36,726 25,900
8 463,551 21,557 39,768 33,343
9 567,620 28,051 32,995 26,318
10 320,190 14,227 37,796 22,739
11 458,396 32,547 37,610 30,882
12 339,025 17,300 50,382 33,711
13 505,087 29,357 53,223 29,019
14 349,996 21,059 53,018 35,207
15 414,717 22,787 36,386 22,142
16 400,434 19,697 35,296 25,229
17 597,608 42,443 31,535 17,773
18 299,139 16,026 29,279
19 305,341 10,121 22,963
20 375,871 14,122 43,881 45,285
21 403,635 21,955 36,658 26,844
22 409,010 22,102 37,496 28,856
23 317,540 19,121 37,678 22,682
24 362,219 12,363 46,972 36,496
25 494,034 19,231 51,307 48,488
26 419,774 13,960 40,820 42,396
27 387,644 14,052 44,951 36,548
28 459,017 20,564 46,525 37,256
29 466,349 24,182 50,412 36,235
30 421,908 46,807 42,234 29,676
31 379,298 14,401 48,215 35,381
32 424,283 18,284 45,603 25,851
33 361,989 25,555 33,561 21,302
34 301,540 10,292 36,280 31,341
35 380,994 31,936 32,808 22,963

Priloha 3Hodnoty jsou uvedeny v umol/l



Namgtené hodnoty vitaminu E a zjity poner vit E ku LDL u vSech paciefit

Pacient Koncentrace vit E (umol/l) Vit E/LDL-C
1 21,657 9,716
2 29,979 12,446
3 18,650 9,525
4 23,193 11,337
5 20,502 10,091
6 25,934 13,180
7 23,449 10,770
8 44,766 14,348
9 18,089 8,848

10 24,990 12,628
11 18,878 5,959
12 19,387 7,679
13 18,396 8,844
14 17,690 8,195
15 24,312 7,036
16 24,918 7,709
17 31,906 14,793
18 23,085 10,125
19 28,388 12,135
20 24,267 14,126
21 23,937 6,165
22 26,082 7,765
23 29,882 7,831
24 22,669 12,469
25 22,700 9,029
26 21,375 12,789
27 24,586 12,174
28 15,367 9,241
29 19,423 7,911
30 20,610 5,753
31 18,313 8,840
32 19,561 5,501
33 18,150 6,190
34 18,285 4,828
35 20,222 6,590

Priloha 4 Jednotky jsou uvedeny v zavorce



Namgtené hladiny glukozy, albuminu, celkové bilkoving@oproteinu A-I

Pacient Glc (mmol/l) Alb (g/l) CB (g/l) ApoA-I (g/l)
1 5,724 38,041 64,286 1,196
2 10,484 42,671 76,446 1,363
3 5,077 46,026 63,032 1,292
4 6,443 41,928 64,669 1,037
5 6,467 40,715 63,925 1,184
6 10,081 46,645 77,828 1,670
7 5,899 43,141 79,805 1,291
8 6,533 48,348 77,828 1,443
9 7,347 38,851 67,177 0,971
10 5,595 36,561 70,812 1,357
11 6,484 44,299 70,536 1,270
12 12,390 45,772 67,815 1,138
13 7,413 36,091 70,557 1,134
14 7,889 67,080 77,275 1,295
15 11,054 43,488 71,131 1,387
16 4,979 28,557 61,926 1,319
17 7,831 43,804 69,027 1,164
18 6,735 58,995 77,105 1,493
19 14,546 36,809 58,440 1,256
20 5,904 47,561 80,060 0,966
21 6,330 42,733 79,720 1,159
22 5,420 40,733 68,453 1,335
23 5,685 42,058 67,602 1,398
24 5,750 46,596 66,050 1,153
25 5,760 51,319 73,725 1,292
26 9,240 43,476 44,579 1,310
27 5,602 45,017 74,575 1,293
28 5,662 41,043 72,237 1,019
29 5,546 48,713 75,723 1,029
30 5,236 42,962 64,414 1,179
31 4,743 36,363 66,539 0,935
32 6,565 33,491 71,748 1,128
33 5,700 42,355 69,920 1,194
34 5,347 42,566 63,478 1,154
35 4,955 38,951 68,708 1,316

Priloha 5 Jednotky jsou uvedeny v zavorce




Korelani analyza v celém souboru pacie(i. ¢ast)

Vek BMI  TC TG HDL VitE Mo éovina YS€IM 5 yreatinin
mocova

vk -0,088 -0,163 -0,240 -0,019 -0,029 0,616 -0,108  -0,101 0,217
BMI -0,088 -0,103 0,129 0,000 0,067 0,003 0,042 15 0,210
TC -0,163 -0,103 0,248 0,609 0,421 -0,169 0,235 0,783 0,222
TG -0,240 0,129 0,248 0,290 0,330  -0,039 -0,062 0,19 0,341
HDL -0,019 0,000 0,609 0,290 0,568  -0,253 -0,024 0,178 0,278
Vit E -0,029 0,067 0,421 0,330 0,568 -0,045 -0,007 0,095 0,405
Mo&ovina | 0,616 0,003 -0,169 -0,039 -0,253 -0,045 -0,300  -0,011 230,
rf%sci'\'/ga -0,108 -0,042 0,235 -0,062 -0,024 -0,007  -0,300 278, 0,133
LDL -0,101 -0,159 0,783 -0,197 0,178 0,095  -0,011 0,278 0,003
Kreatinin | 0,217 0,210 0,222 0,341 0,2780,405 0,234 0,133 0,003
Gle 0,217 0,248 -0,008 0245 0207 01156 0290 -0,341 -0,158 0,210
Alb -0,310 -0,012 0,095 0,256 0,280 0,123  -0,277 0,0240,091 0,023
CB 0,135 0,051 0,140 0,120 0220 0251  -0,034 0,227 079, 0,433
{Cys 0,427 0019 -0,221 -0,215 -0,204 -0,010 0,497 -0,192  -0,024 0,038
tHey 0,398 -0,155 0,154 -0,220 -0,086 -0,174 0,479 0,164 0,379 0,107
{CG -0,035 -0,049 -0,337 0,073 -0,226 -0,215 -0,139 30,0 -0,168  -0,140
tMet -0,450 -0,040 -0,428 -0,034 -0,276 -0,282 -0,352  -0,175 -0,337  -0,179
ApoA-1 | 0,131 -0,058 0,558 0,256 0,765 0,535 -0,064 0,009 0,196 0,170
IA -0,061 -0,134 0,132 -0,265-0,649 -0,266 0,152 0231 0512 -0,115
VitE/LDL | 0,058 0,173 -0,393 0,424 0,153 0,508 0,032 -0,267 -0,735 0,258

Piiloha 6 Hodnoty Spearmanova koretgho koeficientu



Korelani analyza v celém souboru pacie(. ¢ast)

Glc Alb CB tCys tHcy tCG tMet ApoA-1 IA Vit E/LDL
vk 0,217 -0,310 0,135 0,427 0,398 -0,035 -0,450 0,131 -0,061 0,058
BMI 0,248 -0,012 0,051 0,019 -0,155-0,049 -0,040  -0,058 -0,134 0,173
TC -0,008 0,095 0,140 -0,2210,154 -0,337 -0,428 0,558 0,132 -0,393
TG 0,245 0,256 0,120 -0,2150,220 0,073 -0,034 0,256 -0,265 0,424
HDL 0,207 0,280 0,220 -0,2040,086 -0,226 -0,276 0,765 -0,649 0,153
Vit E 0,156 0,123 0,251 -0,0160,174 -0,215 -0,282 0,535 -0,266 0,508
Mo&ovina | 0,290 -0,277-0,034 0,497 0,479 -0,139 -0,352 -0,064 0,152 0,032
r';ﬁi'\'/ga -0,341 0,024 0,227 -0,1920,164 0,034 -0,175 0,009 0,231 -0,267
LDL -0,158 -0,091 0,075 -0,024 0,379 -0,168 -0,337 0,196 0,512  -0,735
Kreatinin | 0,210 0,023 0,433 0,038 0,107 -0,140 -0,179 0,170 -0,115 0,258
Glc 0,231 0,225 0,100 -0,11®,120 -0,132 0,125 -0,281 0,308
Alb 0,231 0,477 -0,008 -0,027 0,078 0,388 0,222 -0,298 0,266
CB 0,225 0,477 0,122 01121 0,148 0,044 0,144 -0,1110,168
tCys 0,100 -0,008 0,122 0,599 0,053 -0,048 -0,136 0,088 0,091
tHey -0,115 -0,027 0,121 0,599 -0,209 -0,398 0,002 0,243 -0,368
{1CG 0,120 0,078 0,148 0,053 -0,209 0,524  -0,360 -0,083 0,066
tMet -0,132 0,388 0,044 -0,048-0,398 0,524 -0,393 -0,026 0,129
ApoA-1 | 0,125 0,222 0,144 -0,1380,002 -0,360 -0,393 -0,447 0,181
IA -0,281 -0,298 -0,111 0,088 0,243 -0,083 -0,026  -0,447 -0,553
Vit E/LDL | 0,308 0,266 0,168 0,090,368 0,066 0,129 0,181 -0,553
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Korelatni analyza v souboru s vyléenim DM a HLP (1¢ast)

Vvek BMI TC TG HDL VitE Mo ovina ‘Ysena - o - eatinin
mocova

Vek -0,520 -0,032 -0,198 -0,052 -0,097 0,632  -0,143 -0,035 -0,018
BMI -0,520 -0,054 0,233 0,110 0,045 -0,493 0,187 -0,171 -0,005
TC -0,032 -0,054 0,168 0,678 0,466 -0,252 0,244 0805 0,259
TG 0,198 0,233 0,168 0,463 0,282 -0,202  -0,033 -0,381 0,419
HDL 0,052 0,110 0,678 0,463 0,383  -0,306 0,125 0,313 0,370
Vit E -0,097 0,045 0,466 0,282 0,383 -0,147 0,156 0,170 0,502
Mogovina | 0,632 -0,493-0,252 -0,202 -0,306 -0,147 0375 -0,180 -0,136
Kyselina | 143 0187 0244 -0,0330,125 0156 -0,375 0,311 0,414
mocova
LDL -0,035 -0,171 0,805 -0,381 0,313 0,170  -0,180 0,311 -0,041

Kreatinin |-0,018 -0,005 0,259 0,419 0,3700,502 -0,136 0,414 -0,041

Glc 0,209 -0,033-0,039 0,265 0,074 -0,177 0,162 -0,290 -0,126 0,123
Alb -0,250 0,235 0,134 0,477 0,164 -0,123 -0,220 0,042 -0,054 0,195
CB 0,011 -0,092 0,200 0,496 0,214 0,308 -0,217 0,199 -0,048 0,630
tCys 0,614 -0,555-0,155 -0,177 -0,302 -0,072 0,565 -0,084 -0,027 -0,094
tHcy 0,775 -0,501 0,181 -0,349 0,006 -0,113 0,530 0,132 0,326 -0,035
tCG 0,151 0,105-0,528 0,132 -0,275-0,216 0,063 0,172 -0,428 0,113
tMet -0,480 0,405 -0,472 0,197 -0,387-0,287 -0,115 -0,177 -0,399 -0,018

ApoA-1 0,190 0,033 0,632 0,385 0,723 0,421 -0,038 0,039 0,221 0,260

IA 0,016 -0,278 0,214 -0,418-0,523 0,102 0,149 0,057 0,474 -0,020
\E/}tLDL -0,037 0,209 -0,397 0,550 -0,098 0,374 0,026 -0,171 -0,756 0,289
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Korelatni analyza v souboru s vyléenim DM a HLP (2¢ast)

Glc Alb CB tCys tHcy tCG tMet ApoA-1 IA Vit E/LDL
vk 0,209 -0,250 0,011 0,614 0,775 0,151 -0,480 0,190 0,016  -0,037
BMI -0,033 0,235 -0,092-0,555 -0,501 0,105 0,405 0,033 -0,278 0,209
TC -0,039 0,134 0,200 -0,1550,181 -0,528 -0,472 0,632 0,214  -0,397
TG 0,265 0,477 0,496 -0,177 -0,349 0,132 0,197 0,385 -0,418 0,550
HDL 0,074 0,164 0,214 -0,30D,006 -0,275 -0,387 0,723 -0,523 -0,098
Vit E -0,177 -0,123 0,308 -0,072-0,113 -0,216 -0,287 0,421 0,102 0,374
Mod&ovina | 0,162 -0,220-0,217 0,565 0,530 0,063 -0,115  -0,038 0,149 0,026
r';ﬁi'\'/ga -0,290 0,042 0,199 -0,0840,132 0,172 -0,177 0,039 0,057 -0,171
LDL -0,126 -0,054 -0,048 -0,027 0,326 -0,428 -0,399 0221 0,474  -0,756
Kreatinin | 0,123 0,195 0,630 -0,094 -0,035 0,113 -0,018 0,260 -0,020 0,289
Glc 0,384 0,556 -0,018 0,062 0,511 0,232  -0,032 -0,125 0,123
Alb 0,384 0,544 -0,087 -0,077 0,126 0,540 0,174 -0,152 0,092
CB 0,556 0,544 0,006 0,026 0340 0,199 0,128 0020 0,284
tCys -0,018 -0,087 0,006 0,768 0,209 -0,081  -0,101 0,199 -0,018
tHey 0,062 -0,077 0,026 0,768 0,060 -0,427 0,132 01141 -0,381
{CG 0,511 0,126 0,340 0,209 0,060 0,397  -0,379 -0,2490,395
tMet 0,232 0,540 0,199 -0,081-0,427 0,397 0,439 0,033 0,247
ApoA-1  |-0,032 0,174 0,128 -0,1010,132 -0,379 -0,439 -0,344 0,143
IA -0,125 -0,152 0,020 0,199 0,141 -0,249 0,033  -0,344 -0,311
Vit E/LDL | 0,123 0,092 0,284 -0,0180,381 0,395 0,247 0,143 -0,311
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Zaznamy vzork a kalibr&nich roztok volnych aminothiai
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Priloha 10Chromatograficky zaznam vzorku volnych aminothioR (B) a

kalibracniho roztoku o koncentraci Cys 125 pumol/l, Hey Btojil, Cys-gly 50 pumol/l,
Met 125 pumol/l (A), pH mobilni faze 2,82, davkovEhjul
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Priloha 11Chromatograficky zaznam vzorku volnych aminothial5 (A) a

kalibracniho roztokw. 1 o koncentraci Cys 50 umol/l, Hcy 20 pmol/l,-Glys20
pmol/l, Met 50 umol/l (B), pH mobilni faze 2,7, kdwani 15 pl



Current

0.5

[A]
1.0

0.5

5 10 15 20

[min.]
Time

Priloha 12Chromatograficky zaznam vzorku volnych aminoihioR5 (B) a
kalibracniho roztokw. 1 o koncentraci Cys 50 umol/l, Hcy 20 pmol/l,-Gls20
umol/l, Met 50 umol/l (A), pH mobilni faze 2,69ykidvani 15 pl
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