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ANOTACE

Tato prace se zabyva vyuzitim gama-glutamyltransferasy (GGT), coz je enzym, ktery je
ucinnym biomarkerem onemocnéni jater a ledvin, zaroven se jedna o enzym, jehoz aktivita
roste pii zanétech. A jelikoz aterosklerdza je zéanétlivé onemocnéni koronarnich tepen,
predpokladame, ze GGT lze vyuzit i jako biomarker tohoto kardiovaskularniho onemocnéni.

Z toho duivodu byly provedeny analyzy vzorku od kardiologickych pacientu.

KLICOVA SLOVA

Gama-glutamyltransferasa, ateroskler6za, kardiovaskularni onemocnéni, koronarni tepny,

biomarker, perkutanni koronarni intervence

TITLE

The Clinical Importance of Gamma-glutamyltransferase in Patients with Coronary Artery
Disease.

ANNOTATION

This thesis deals with the use of Gamma-glutamyltransferase (GGT), which is an enzyme that
is an effective biomarker of liver and kidney disease. It is also an enzyme whose activity
increases during inflammation. Considering atherosclerosis as an inflammatory disease of the
coronary arteries, we assume that GGT can be also used as a biomarker of this cardiovascular

disease. For this reason, there were analyzed samples from cardiac patients.

KEYWORDS

Gamma-glutamyltransferase, atherosclerosis, cardiovascular disease, coronary arteries,

biomarker, percutaneous coronary intervention
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

GGT Gama-glutamyltransferasa
Vysokoucinna kapalinova

HPLC ch_romatografie, z anglic_kého:
High-Performance Liquid
Chromatography
Cislo klasifikace enzymu,

EC z anglického: Enzyme Commission
Number
Nizko hustotni lipoprotein,

LDL z anglického: Light Density
Lipoprotein

DNA Deoxyribonukleové kyselina,
z anglického: Deoxyribonucleic Acid
Velmi nizko hustotni lipoproteiny,

VLDL z anglického: Very Light Density
Lipoprotein
Vysoce hustotni lipoprotein,

HDL z anglického: High Density
Lipoprotein

HMG-CoA B-hydroxy-B-methylglutaryl-
koenzym A
Perkutanni koronérni intervence,

PCI z anglického: Percutaneous coronary
intervention

AKS Akutni koronarni syndrom

AP Angina pectoris

AIM Akutni infarkt myokardu

SAP Stabilni angina pectoris

NAP Nestabilni angina pectoris

AMK Aminokyselina

CMP Cévni mozkova piihoda

ICHDK Ischemicka choroba dolnich koncetin

DR Dokonceni revaskularizace
Vysoce senzitivni C-reaktivni
protein,

hsCRP z anglického: High-sensitivity
C-reactive protein

11-6 Interleukin 6

Cys Cystein

Gly Glycin

Glu Glutamin




UvVoD

Gama-glutamyltransferasa (dale jen ,,GGT*) je velmi citlivym jaternim markerem, pomoci
kterého se daji rozpoznat onemocnéni jater a zluCovych cest. Narust tohoto enzymu je ale
patrny i u alkoholikii nebo v pfipadé, ze pacient bere 1éky na fedéni krve (naptiklad heparin).
Po vysazeni ¢kl se vSak hodnota rychle normalizuje. Jeho specifita je ale nizkd, a proto ho
lze vyuzit i K indikaci diabetu, akutni pankreatitidy (zanét slinivky bfi$ni), nebo po akutnim

infarktu myokardu.

V soudasnosti se uvazuje o spojitosti mezi GGT a aterosklerozou, coz je zanétlivé
onemocnéni koronarnich tepen. Z toho duvodu je snaha zachytit pacienty v co nejranéj$im
stadiu, nebot’ k rozvoji dochazi jiz v mladém véku, a to hlavné diky konzumaci nadmérné

tu¢ného jidla.

Koronarni cévy zajistuji vyzivovani a okyslicovani srdce. Jedna se o dvé véncité tepny a Zily.
V piipad¢€, ze jsou ucpany, dochazi k ischemii srdce a rozvoji infarktu myokardu. Ackoliv
Vv posledni dob¢ dochazi k poklesu umrti na toto onemocnéni diky brzké zdravotni péci, tak se
stale jedna 0 velmi ¢astou pii¢inu umrti. Proto je snaha zabranit vzniku obstrukce a zachytit

pacienty jesté ve fazi ateroskler6zy neboli kornaténi tepen.

Je snaha odhalit toto onemocnéni uz Vv raném stadiu. Jednim z moznych indikatort mtze byt
gama-glutamyltransferasa. Tato bakalaiska prace se zaméfuje na moznost vyuziti GGT jako
markeru pro v€asnou indikaci aterosklerdzy a jejim cilem bylo ovéfit hypotézu, zda tento

enzym muiZe byt vyuZit jako biomarker kardiovaskularnich onemocnéni.
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TEORETICKA CAST

1. Gama-glutamyltransferasa

GGT je glykoproteinovy enzym vazany v cytoplazmatické membrané bunék pankreatu, jater,
zluCovych cest a ledvin. Jeho mezinarodni oznaceni je [EC] 2.3.2.2. a jeho strukturu lze vidét
na Obrazek 1. Jednd se o N-termindlni nukleofilni hydrolasu, ktera katalyzuje pienos
nckterych aminokyselin a peptidii z extracelularniho prosttedi do buiky prostiednictvim
gama-glutamylového cyklu. Stépi viechny gama-glutamylové vazby bez ohledu na substrat.
Podili se i na cysteinové homeostaze, kde ma velmi vyznamnou roli. Schéma reakce je

uvedeno na obrazku 2. [1-9]

Obrazek 1 Struktura GGT, modie je zbarvena velka podjednotka, Cervené mala, zelené je znazornéna smycka,
kterda zavira aktivni centrum enzymu, v aktivnim centru se nachéazi glutathion, jehoz struktura je zbarvena
oranzove [3]

Lidska GGT je vytvofena jako 569 aminokyselin dlouhy polypeptid, ktery je neaktivni. Jeho
aktivace je zprostiedkovana posttranslaéni modifikaci, kdy dojde ke zméné struktury za
katalyzy threoninem. Tim vznikne zraly GGT, ktery se sklada z dvou podjednotek, velké
a malé, a ma molekulovou hmotnost 68 kDa. Velka podjednotka zprosttedkovava ptichyceni
GGT k cytoplazmatické membrané prostfednictvim N-terminalni domény, jeZ ma vysoce
hydrofobni vlastnosti. Je tvofena 380 aminokyselinami, jeji molekulova hmotnost je 46 kDa.

Mala podjednotka vazi 22 kDa a zajistuje katalytickou ¢innost enzymu, tvoii ji 189 AMK.

13



o:<; OH
NH R, R

O 2
o] R R H
+ @]
HS NH HN O /_2: O
0= Aminokyselina, peptid, HS NH, //O
O  protein
4 H,N OH
H,N OH Cysteinylglycin Gama-glutamylaminokyselina,

Gama-glutamylcysteinylglycin peptid, protein

(glutathion)

Obriazek 2 Reakce katalyzovana gama-glutamyltransferazou (GGT), vlastni tvorba dle [1]

Na zraly enzym je prostiednictvim N-glykosyla¢nich vazeb navazano 7 glukosovych zbytki.
Mnozstvi navazanych glukoSovych zbytkli se muze lehce liit, to ma za nasledek mirné
odchylky v celkové hmotnosti glykoproteinu. Tyto drobné detaily mohou byt ureny
tkanovym umisténim ¢i urcitou specificnosti. V soucasné dob¢ jsou znamy 4 frakce GGT, viz
tabulka 1. Piedpoklada se, ze velkda GGT je prekurzorem pro zbyvajici frakce. Sama je
tvofena membranovymi mikrovezikuly. Volnd GGT neni vdzana na zadnou membranu a je
plné rozpustna v plazmé. Bylo prokazano, Ze ktomu nepotiebuje zadny nosi¢, at uz

lipoprotein ¢i albumin. [1-9]

Tabulka 1 Frakce GGT

Frakce GGT Molekulova hmotnost (kDa)
Big (velka) GGT 2000
Medium (stfedni) GGT 1000
Small (mald) GGT 200
Free (volnd) GGT 70

U lidi je GGT kodovana 7 riznymi geny umisténymi na chromozomu 22ql1. Nejlépe
definovanym genem je GGT 1, ostatni geny ¢i pseudogeny se lisi jen v fadu jednotek procent.
Piesto jsou vSak schopny tvofit aktivni enzym pouze dva geny, a to GGT 1 a GGT 5. Gen
GGT 2 je témét totozny s genem GGT 1, jeho produkty se ale na rozdil od prvniho genu
neumi aktivovat samy. Jsou umistény na plazmatické membrané, kde podléhaji rychlé
degradaci cytoplazmatickymi protedzami. VySe zminény gen GGT 5 ma s prvnim genem

shodu jen ze 40 procent. [1][8][9]
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Syntéza GGT je indukovana hlavné oxida¢nim stresem. Jednim z vyznamnych spoustécu je
alkohol, ktery zvysuje oxidacni stres. Velmi vzacné se miize objevit jedinec s deficitem GGT,
ktery vSak nebyl zptisoben mutaci né¢kterého z genti, ale nadmérnym vylucovanim glutathionu

do moci. U takto zasazenych pacientti byly popsany i ndsobné nizs$i koncentrace cysteinu
v plazmé. [1][3][9][10]

Diky svému umisténi je vyuzivan jako indikator poskozeni jater vlivem akutniho ¢i
chronického zanétu, obstrukci zluCovych cest a zanétu pankreatu. Jelikoz jeho hladina v séru
roste 1 vlivem nadmérné konzumace alkoholu, je hojn€¢ vyuzivan pro diagnostiku miry
konzumace alkoholu. Hladina GGT mize byt ovlivnéna i konzumaci nékterych 1€kt naptiklad
heparinu, antidepresiv a dalsich. [1][10][11]

1.1 Gama-glutamylovy cyklus

ADP+ Pi ATP

Gama-glutamylamino kyselina

Ammokyselma

Glutathlon

Gama-glutamylcystein

Glycin
ADP+Pi

; Cysteinylglycin

Cystein ATP

 Gama- glutamylammolqselma

> e 5-oxoprolin Glutamat

Ammol\yselma ADP+Pi

Obrizek 3 Gama-glutamylovy cyklus, ADP je adenosindifosfat, ATP je adenosintrifosfat, P; je anorganicky
fosfat, GGT je gama-glutamyltransferasa, [11]

Hlavni funkci GGT je extracelularni katabolismus glutathionu, ten je tvofen tfemi
aminokyselinami: cysteinem, glycinem a zbytkem kyseliny glutamové. Glutathion je velmi

dilezity antioxidant, pfevazné v erytrocytech, v nichz pomaha udrZovat oxidoreduk¢ni
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prostfedi. Jeho dalsi dilezitou funkci je UcCast pii odstranéni nékterych xenobiotik, kdy po

jejich navazani vzroste rozpustnost ve vod¢ a tim se snaze vylouci ledvinami. [1][2][8][9][10]

GGT katalyzuje pfenos aminokyseliny ¢i peptidu skrz cytoplazmatickou membranu. Na
aminokyselinu v extracelularni tekutiné navaze gama-glutamylovy zbytek, ktery poskytne
glutathion uvnitf buniky. Zbyly dipeptid cysteinylglycin je hydrolyzovan dipeptidasou na
volny cystein a glycin. Po pruchodu glutamylového zbytku s aminokyselinou dojde
Kk rozstépeni této slouceniny a gama-glutamylovy zbytek se opét vaze na cystein a glycin za
vzniku glutathionu. Tato reakce probiha v aktivnim centru GGT, jenz je znazornéno na

oranzov¢ na obrazku 1. [1-3][5][7-10]

Dalsi dilezitou funkci je schopnost zvySovani dostupnosti aminokyselin, zvlasté cysteinu.
Diky zvySené aktivit¢ GGT na povrchu bun¢k okolo proximalniho tubulu umoziuje zpétné
vychytavani aminokyselin, a to hlavné cysteinu, tim, Ze S§tépi glutathion pFitomny
Vv glomerularnim filtratu. [1][2][8-10]

1.2 Stanoveni GGT

Pii stanoveni GGT se lze zaméfit na celkovou aktivitu enzymu nebo na aktivitu jednotlivych
frakci. Jako zdkladni metody se pouZivaji spektrofotometrie a vysokouUc¢innd kapalinova

chromatografie. [12]

1.2.1 Spektrofotometrie

Jednou ze zakladnich a jednoduchych analytickych metod, které 1ze pouzit ke kvantitativnimu
prikazu latek je spektrofotometrie. UmozZnuje stanovit mnoZstvi latky pfimo ¢i neptfimo
Vv zavislosti na stanovované latce. V pfipadé GGT bude stanoveni nepiimé, jelikoz bude

meéfen barevny produkt vznikajici ze substratu za katalyzy GGT. Tim bude stanovena celkova
GGT. [12]

Principem stanoveni je reakce, kterd vychdzi z té probihajici v organismu. Je sledovan pfenos
gama-glutamylového zbytku ze substratu na glycylglycin. Jako substrat je pouzivan
L-gama-glutamyl-3,4-nitroanilid. V dusledku pifenosu glutamylového zbytku je uvolnén
p-nitroanilid, ktery je barevny a je proto vhodny indikator. Jeho pfirtistek je signalizovan
vznikem Zlutého zbarveni. Toto zbarveni je nasledné méfeno spektrofotometricky a je méfena

zmeéna absorbance pii 410 nm v zavislosti na ase. [12]
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1.2.2 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie
Dalsim zptsobem stanoveni je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), ta je vuci
spektrofotometrickému stanoveni vyrazn¢ draz$i, ale je mnohem citlivéjsi, piesnéjsi

a umoznuje nam stanovit jednotlivé frakce GGT. [12][13]

Pomoci HPLC lze sledovat jednotlivé enzymatické reakce nezavisle na typu enzymu,

substratu ¢i produktu. Dalsimi vyhodami jsou vysoka specifi¢nost a reprodukovatelnost. [12]

1.3 GGT a alkohol
Diive byl tento enzym vyuzivan piedevSim jako citlivy marker uzivani alkoholu. Bylo
potvrzeno, ze alkoholici maji vyssi hladiny GGT oproti abstinentim. Pfi¢inou tohoto jevu je

nadmérna zatéz jater vlivem konzumace alkoholu a v pfipadé€, Ze byl jedinec i obézni, byla

vvvvvv

na kardiovaskularni onemocnéni. [2][11][14][15]

Bylo zjisténo, Ze mirné piti alkoholu ma lehky ochranny ucinek, jenz spoc¢iva ve snizeni vSech
rizikovych faktorti zplsobenych Zivotospravou. Zaroven nebyl prokdzdn negativni vliv

alkoholu na vznik a rozvoj téchto onemocnéni. [2][11]

1.4 GGT a vliv léku

Jako vSechny procesy v téle 1 aktivita GGT je ovlivnéna fadou 1é€iv. Nejrozsahlejsi skupinou
jsou antikonvulziva. To jsou léky vyuZivajici se pii prevenci a 1é¢bé epileptickych zachvatl a
kieci. Jejich efekt spoc¢iva v t¢inku na sodikové, vapnikové, draslikové, gama-aminomaselné
(inhibi¢ni) a glutamatové (excita¢ni) receptory. Diky tomu dochazi k potla¢eni popudlivosti

(excitability) neuronti. Mechanismus u¢inku u vétsiny antiepileptik v§ak neni obeznamen. [2]

Nékteré studie prokazaly, Ze hladiny sérové GGT vzrostly pii sniZeni jaterniho glutathionu.
To nasvédeuje o tom, 7e se GGT podili na udrzovani jaterni homeostazy glutathionu. Rada
1éki ma tento efekt, kdy dojde ke zvySeni GGT a sniZeni glutathionu. Vyjimku tvofii
fenobarbital, to je silny induktor enzymd, ale po jeho podani vzroste glutathion i GGT. Bylo
prokdzano, ze k indukci GGT dochazi pouze tehdy, kdyz léky snizuji hladiny glutathionu
v jatrech. [2]

Tento poznatek musi byt zohlednén pii vyuziti GGT jako biomarkeru, nebot’ by mohlo
dochazet ke zkresleni vysledkd. To samé plati i pfi indikaci uzivani alkoholu, nebot” pacient,
ktery neni notorickym alkoholikem a nema poskozena jatra, mize mit také zvySené hladiny

GGT, a to pravé vlivem téchto 1éku. [2]
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1.5 Preanalytické vlivy

Kvalita odebrani vzorku a jeho pievoz do laboratofe jsou nezbytnou soucasti zpracovani
vzorku, jelikoZ mohou velmi vyznamné ovlivnit kvalitu a ptesnost vysledkl. Krev musi byt
odebrana nejlépe bez skrtidla anebo s nim ale maximalné po dobu jedné minuty, aby nedoslo
k zméné koncentraci nékterych analytd. Zaroven je kladen velky duraz na pacientovu
spolupraci, bez které neni mozné mit kvalitni vzorek. Pacient musi pfed odbérem vypit
dostatek tekutin (voda, ¢erny Caj) a dodrzet bez tu¢nou dietu alesponi 12 hodin pted odbérem.

Na odbér by se mél pacient dostavit nalacno. Tim se minimalizuje riziko nabéru chyl6zniho

vzorku. [11][40]

Chylozita vzorku se projevi mléénym zakalenim, které muze rusit spektrofotometricka
stanoveni. Samoziejm¢ zdlezi na jeho intenzité. Laboratofe jsou dnes schopny zméfit
chylozitu a posoudit, zda to bude rusit vyznamné ¢i nikoliv, dle toho se rozhodnou, jestli
vzorek vrati nebo zpracuji. Chylozitu mohou zptsobit i metabolické poruchy, napiiklad
hyperlipidémie. [11][16][40]

Hemolyza je dal§im vyznamnym faktorem, ktery mize ovlivnit pfesnost stanoveni. Muze byt
zplisobena Spatnym nédbérem krve, kdy je vyvinut pfili§ velky podtlak, nebo nedostatecnym
naplnénim zkumavky s reagenciemi ¢i Spatnymi podminkami pfii piepraveé. Béhem piepravy
musi byt vzorek udrZzovan v chladu a nesmi byt vystaven nadmérnému tfepani. Hemolyza je

nejcastéjsi pri¢inou odmitnuti vzorku na piijmu Vv laboratotich. [11][16][17][40]

V souvislosti s GGT je hemolyza nejzasadnéjsi, protoze intenzivni ¢ervené zbarveni jednak
vyznamné ru$i spektrofotometrickou detekci, ale zaroven rozpadem erytrocytl dochazi
K uvolnéni GGT vazané v jejich membrang, to mize zvysit plazmatickou aktivitu GGT.
Soucasné se ale z erytrocytl uvolni hem, ktery obsahuje iont Zeleza (Fe®*") a mize zpisobit
odklon GGT redukce probihajici v gama-glutamylovém cyklu k oxidaci a tim ke tvorbé

volnych kyslikovych radikalii, coZz mize mit za nasledek snizeni jeji aktivity. [11][16][17][40]

Vzhledem k tomu, Ze stanoveni GGT pro vyzkumné tcéely neprobiha okamzité, je nutné
vzorky skladovat. Kvili tomu jsou vzorky zamrazeny na -20 °C a pii dlouhodobégjsim
skladovani na-80 °C. Vyhodou je, ze studie dokdzaly, ze GGT stejné jako dalsi jaterni
enzymy nejsou zmrazenim ovlivnény. Stejné tak nasledné rozmrazeni nema na aktivitu GGT

zasadni vliv. [18]
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1.6 Referenéni hodnoty

GGT je vzdy ptfitomna v séru ,,zdravych® jedinct. Jeji hodnoty se 1iSi v zavislosti na véku
a pohlavi. Novorozenci maji hodnoty klidn¢ i1 7krat vyssi, nez jsou horni hranice referen¢niho
rozmezi. Ptiblizné€ v Sestém mésici tyto hodnoty klesaji a odpovidaji hodnotam dospé€lych
jedinch. U muzi je referen¢ni mez: 0,18-1,02 pkat/L (10,8-61,2 U/L)
auzen: 0,15-0,65 ukat/L (9-39 U/L). [1]

V prubéhu patologickych zmén je prokazan nartst koncentrace GGT. Hladiny jsou vyrazné
zvysené u pacientd S jaternim onemocnénim, kdy je cirkulujici GGT vazana na plazmatické

lipoproteiny. [1][19]

1.7 Biomarker kardiovaskularnich onemocnéni

GGT je jiz dlouho povazovana za biomarker zanétlivych onemocnéni jater, Zlu¢niku a ledvin,
ale az v soucasnosti se uvazuje i o jejim vyznamu pii kardiovaskuldrnich onemocnénich.
V souvislosti s jatry vykazuje vysokou citlivost na jejich poskozeni, kdy dochazi k jejimu
nckolikandsobnému zvySeni, soucasné i s dal$imi jaternimi enzymy jako jsou aspartit a
alaninaminotransferasa. K nartstu hladiny GGT dochazi bez ohledu na pii¢inu poskozeni.
Nejvyssich zvySeni vSak dochazi pii poSkozeni Zlu¢niku, a hlavné pii cholestdzach, kterd je
zpisobena poruchou transportu zluéi v jatrech anebo obstrukei zlucovych cest, kdy nedochazi
K volnému odtoku zlucovych kyselin do stéev. Jelikoz se jednd o enzym, jehoz hladina se
zveda pii zanétu, lze tedy predpokladat, Ze 1 v pfipad€ chronického zanétu koronarnich tepen

(aterosklerdzy) bude hrat dilezitou roli v jejich véasné identifikaci. [1][15][21][22][23][24]

Hladina GGT, potazmo jeji zvySeni, je izce spojeno se vSemi rizikovymi faktory pro rozvoj
ateroskler6zy az po infarkt. To znamena, Zze GGT je velmi dobrym biomarkerem pro
kardiovaskularni onemocnéni, a tudiz 1 aterosklerdzu, protoze uz jeji zvySeni signalizuje veétsi
zatéz organismu ze strany oxida¢niho stresu a zanéti. Diky tomu mohou kardiologové 1épe
sledovat pacienty, ale hlavn¢ jim doporu¢it vhodnou upravu zivotniho stylu.
[11[71[15][22][25]

Bylo prokazano, Ze mirné zvyseni hladiny plazmatické GGT signalizuje zvySené riziko pro
vznik kardiovaskularnich onemocnéni. Nejcastéji se GGT podili na oxidaci LDL, coz je
klicovy krok pro rozvoj aterosklerdzy. Bylo zjisténo, Ze se V aterosklerotickém platu GGT

nejen akumuluje v pénovych bunkach, ale je zde i syntetizovana z genu GGT 1. [7][15][22]
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1.7.1 Oxidacni stres

V organismu nepfetrzité probihaji metabolické déje, pfi kterych neustale vznikaji nestabilni
radikaly, které jsou nasledné zpracovany na uzitené produkty, energii a metabolity. Je
udrzovana kiehka rovnovaha mezi vznikem a zanikem téchto radikali. Diky tomu nedochazi
k poskozeni organismu, ale jeho profitovani z danych dé&ji. Tato rovnovaha je udrzovana
pomoci takzvanych antioxidantd. Ty reaguji Svolnymi kyslikovymi radikaly, jakozto
superoxidy, peroxidy vodiku a dal$i, a pfevadi je na neSkodné latky. Mezi vyznamné

antioxidanty patii kyselina mocova, superoxiddismutasa i tfeba glutathion. [1][7][11][25]

PoruSeni této rovnovahy nastdva zejména pii poSkozeni bunky, kdy nedochédzi k syntéze
dualezitych antioxidacnich enzymii. Dale také pii pretéZovani organismu a nadmérném stresu.
Kromé negativnich ucinkd maji kyslikové radikély i dilezitou funkci v imunitnim systému,
a to likvidaci fagocytovanych patogenti. To vypovida o jejich potencialnim G¢inku na bunky
organismu, kde by mohly pii poruseni rovnovahy napachat velké Skody, napiiklad na
genetické vybave. [1][7][11][25]

1.7.2 Zanét

Je pfirozenou odpovédi organismu na poSkozeni tkang, jeho hlavnim Ukolem je obrana.
Problém vsak muize nastat pii rozvoji chronického zanétu, kdy dochazi k poskozeni vlastni
zdravé tkané. Zanét mize byt vyvolan fyzickym poSkozenim tkané, chemickymi vlivy,

ischemii anebo puisobenim mikroorganismu. Cely postup je ukazan na Obrazek 4. [1][22]

Prvnim stupném reakce na néktery z vySe uvedenych podnétd je lokalni zanét. Pfi ném je
aktivovan koagulacni systém pii fyzickém poruSeni tkané€. Dale je aktivovan imunitni systém,
ktery postupuje z nejblizsi kapilary diky zvySeni jeji permeability. ZvySeni propustnosti je
umoznéno diky produkci histaminu, serotoninu interleukinu 8 a dalsich chemickych latek. Ty
jsou produkovany poSkozenymi bunkami. PoSkozenim tkané dochazi i k aktivaci
Hagemanova faktoru, ktery aktivuje kalikrein z prekalikreinu. Ten piimo $tépi C5 slozku
komplementu, jejiz St€pné produkty aktivuji zirné builky produkujici histamin. Ten je

vazodilatacni latkou, ale i aktivatorem bolesti. [1][7][22]

Dal$im stupném je systémova odpovéd’, kdy dochazi ke zvySené produkci leukocyti,
horecce, zvySenému tepu, zvySené tepové frekvenci a vyplaveni glukokortikoidii. Také jsou
produkovany proteiny akutni faze na tkor ostatnich bilkovin. Jejich ukolem je snizit rozsah

poskozeni okolni tkané. Mezi né patii fibrinogen, C reaktivni protein a dalsi. [1][22]
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2. Ateroskleroza

Je to chronické zanétlivé onemocnéni, pfi kterém dochéazi k uklddani tukovych
kapének ve vnitini stran¢ cév, oznacuje se také jako kornaténi tepen. Toto ukladani tuki
zpusobuje, ze se doposud flexibilni cévni sténa pomalu méni a ztraci svoji pruznost. Zaroven
tvofend tukova piekazka, jinak oznaCovana jako ateroskleroticky plat, mize zpusobit Gplné
znepruchodnéni cévy. V dusledku ucpani nastava ischemie daného organu. Nejcastéji se toto

onemocnéni spojuje se srdcem. [2]

Krevni cévy délime na 3 zikladni typy: tepny (artérie), zily (vény) a vlasecnice
(kapilary). Tepny zprostiedkovavaji rozvod krve od srdce k organtim. Zily vedou krev
z organu do srdce. Vlase¢nice jsou nezbytnou soucasti obéhové soustavy, nebot’ pravé diky
nim dochazi k vyméné mezi krvi a tkani. Jsou tvofeny tenkou vrstvou endotelovych bunck a
hladké svaloviny. Tepny a Zily jsou oproti tomu tvoieny n€kolika vrstvami. Jejich stény jsou
proto silngj$i, coz znemoznuje vyménu latek s okolim. Vnitini vrstva je tvorena endotelovymi
bunkami, ty nasedaji na subendotelovou vrstvu, ktera je tvofena pievazné kolagennimi
vlakny, spole¢né tvofi tunicu intimu. Na ni naseda tunica media, ktera je tvofena bunikami
hladké svaloviny, jez do svého okoli produkuji glykosaminoglykany, mezi né spada kyselina
hyaluronova anebo tfeba heparin. Dalsi slozkou této vrstvy jsou elastickd vlakna. Na vnéjsi
stran¢ se nachazi tunica adventitia, ktera je tvofena prevazné kolagennimi vlakny, fibroblasty
(kolagenni a elastinova vlakna) a buitkami hladké svaloviny. Na Obrazek 5 je vidét rozdil ve

stavbé tepny a zily. [2]

ARTERIE | VENA

[I] tunica intima
[ tunica media
[l tunica adventitia

Obrazek 5 Rozdil ve struktuie tepny a Zily, [28]
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2.1 Koronarni cévy

Tyto tepny a Zily zprostfedkovavaji okysliCovani a vyzivovani srdce. Okysli¢end krev proudi
k srdci prostfednictvim dvou koronarnich tepen, levé a pravé. U vétsiny lidi zajist'uje nejvetsi
podil prava koronarni tepna, kterd zasobuje pravou komoru a piedsini, spodni ¢ast levé
komory a mezikomorovy prostor. Leva koronarni tepna zaopatfuje zbytek levé komory a

celou levou predsin. [28][30-32]

Véncité cévy mezi sebou bohuzel netvoii propojeni (anastozomy), a proto kdyz dojde
K ucpani nékteré z nich, nema Sanci krev obstrukci obejit. Z toho duvodu tkan v okoli ucpani

a dal od n¢j neni nijak vyzZivovana a dochdzi k ischemii. To zpusobi infarkt myokardu.

[28][30][32]

Pritok krve koronarnimi cévami je v klidovém stavu okolo 250 ml/min, kdyZ je organismus
vystaven zvysSené zatézi, mize se objem pruchozi krve zvysit az na 1250 ml/min, coz je
pétindsobek klidového objemu. Pritok krve véncitymi tepnami je limitovany hlavné
diastolickym tlakem, kdy pfi vysoké tepové frekvenci dochazi ke zkraceni diastoly (klidovy
stav mezi stahy srdce) a tim i zmenseni zasobovani srdce krvi. Srdce vSak potiebuje asi 30 ml

kysliku za minutu, to se vS§ak mize zvysit az na 120 ml/min vlivem masivni zatéze. [28][30]

Pritok krve véncitymi tepnami je regulovan hlavné metabolicky, kdy zvySend koncentrace
odpadnich latek, jako je laktat, zplisobi rozsifeni cév. Tento vasodilatacni efekt ma i adenosin,
ktery vznika z adenosinmonofosfatu pifi nedostatecném zéasobeni kyslikem. Neptfimo ji
zpusobuji i adrenalin a noradrenalin, coz jsou hormony zvysujici tepovou frekvenci, jelikoz

diky nim dojde ke zvyseni produkce metabolitu. [28][30][32]

To vSe vyZaduje, aby byla céva dostatecné pruzna a bez jakychkoliv prekazek. K ucpani
koronarni tepny dochazi postupné, kdy podle zivotospravy jedince mitize jit 1 o fadu let.
[28][30]

2.2 Rizikové faktory

Jako kazdé onemocnéni i toto mé faktory, které zapficinuji jeho rozvoj a rychly vyvoj.
V ptipad¢ aterosklerozy témi faktory jsou: zvySena hladina celkového cholesterolu, zvySena
hladina triacylglycerolt, index té€lesné hmotnosti, koufeni, vysoky krevni tlak, fyzicka
neaktivita, obezita, diabetes mellitus, oxidaéni stres. Rada ztéchto faktora patii do
Zivotospravy, kterou mulzeme ovlivnit. Zjednodusené lze fici, ze za toto onemocnéni si

pacient miize sam Spatnym zivotnim stylem. Konzumace nadmérné tucnych a slanych jidel je
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jednim z hlavnich divodii vzniku aterosklerozy. Velké mnozstvi tuku naruSuje jeho transport
krvi a sil zveda krevni tlak, ¢imz dochdzi k naruseni vnitini vystelky cévy. Pak sem
samoziejm¢ patii 1 faktory, které zivotospravou ovlivnit nemizeme, jimi jsou: vyssi veék,
pohlavi (muzi jsou ohroZeni vice, u Zen menopauza) a samoziejmeé genetické predispozice. Se

vSemi vySe zminénymi faktory vsak uzce souvisi narast GGT v krvi. [1][25][33][34]

2.2.1 Vék
Jak jiz bylo zminéno, aterosklerdza je onemocnéni tykajici se hlavné seniorii, ackoliv existuji
i ptipady, kdy k jejimu propuknuti doSlo i diive. To bylo zplisobeno vétSinou néjakou

dédi¢nou chorobou, nejcastéji familiarni hypercholesterolémii. [2][35]

V soucasnosti byla prokazana spojitost aterosklerézy s mutacemi krvetvorby, kdy dochézi ke
vzniku krevnich bunék v obéhu. Tato klonalni hematopoéza se rozviji s vyssim vékem a ma

za nasledek vyssi proliferaci. [2]

Dalsim rizikem je biologické starnuti (senescence), vlivem oxida¢niho stresu je poskozena
DNA a nastava uplné vycerpani telomer. To vSe vede k apoptoze a nasledné tvorbé novych
bunék. V idealnim ptipad¢ se tkan zregeneruje, ale v ptipadé pokrocilého ve€ku jiz nefunguje,
jak by méla a dochazi ke zvysené propustnosti tkani a piivolani vice leukocytt pro likvidaci
zanétu. Takhle se pozvolné rozviji chronicky zanét. Dalsim problémem je, Zze senescentni

bunky narusuji kolagenni vrstvu, ktera stabilizuje aterom. [2][35]

2.2.2 Chronicky zanét
K jeho rozvoji dochazi Casto v pokrocilém véku vlivem fady faktorii. Dojde ke zvySeni tvorby
monocytl a makrofagl. Ty jsou pak hlavnim zdrojem zanétlivych cytokind. Uvolfiovani

cytokint Ize ale farmakologicky omezit. [2][22]

2.2.3 Genetika

Je jednou z podstatnych pfic¢in vzniku aterosklerdzy. Jeji vliv tvoii asi 40 procent. Genetické
variace ovliviluji nachylnost pro rozvoj tohoto onemocnéni. Jednou z nejvyznamnéjSich
variaci je ANRIL, gen, regulujici expresi dlouhé nekodujici RNA. V soucasnosti bylo
zjiSténo, Ze pravé tyto dlouhé nekodujici useky maji na vznik aterosklerozy zasadni vliv.
Vzhledem Kk obtiznosti detekce malych usekti RNA a DNA je stale velka fada interakci gend

s ateroskler6zou skryta. [2]
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2.2.4 Pohlavi

Bylo zjisténo, Ze muzi trpi chorobou vice nez Zeny, podle nedavnych studii za to mohou
pohlavni hormony. Jelikoz jsou mladé zeny chranény svymi hormony, tak se onemocnéni
projevuje az po sedmdesatém roku zivota, kdy pak procento vyskytu aterosklerozy prevysuje
muze. Podle vSeho je i ¢ast genli podminujici vznik aterosklerdézy uchovana na pohlavnich

chromozomech. Avsak studie téchto tvrzeni zatim nebyly potvrzeny. [2]

2.2.5 Metabolismus lipoproteinti

Hladina plazmatickych lipoproteini je jednim z hlavnich rizikovych faktor pro vznik
aterosklerdzy. Lipidy, vzhledem ke svému nepoldrnimu charakteru, potfebuji byt navazany na
nosic, aby se mohly pfemistovat v polarni plazmé. K tomu vyuzivaji vazbu na proteiny, kdy
timto spojenim vznikaji lipoproteiny. Triacylglyceroly jsou transportovany ze stiev do jater ve
formé chylomikront, nejvétsich lipoproteint, a lipoproteinu s velmi nizkou hustotou (VLDL).
V jatrech jsou zpracovany lipazami za vzniku LDL Ccastic, které dodavaji triacylglyceroly
a cholesterol do tkani jako zdroj energie. Dal$im dilezitym lipoproteinem je HDL, ten
zajistuje transport cholesterolu z periferni tkané do jater. Tam je zpracovan na zlucové
kyseliny a vylou€en pfes Zlu¢nik do stfev. NejvyznamnéjSimi lipoproteiny pro rozvoj
ateroskler6zy jsou LDL a HDL. Kdy vysoké hladiny LDL znamenaji zasadni riziko pro
rozvoj aterosklerozy. [2][7][15][25][35-37]

2.2.6 Vysoky krevni tlak

Je dal§im hlavnim rizikovym faktorem pro vznik kardiovaskuldrnich onemocnéni. I presto
neni mechanismus podpory rozvoje ateroskler6zy piesné znam. ZvySeni tlaku je dano jak
genetickymi predispozicemi, tak pfedevsim Zivotospravou, kdy konzumace velmi slanych a
tuénych jidel zplisobuje jeho zvyseni. Jednou z teorii, jak ovliviiuje rozvoj aterosklerozy je, Ze

zpusobuje nadmérné pouzivani hladkého svalstva, ¢imz usnadniuje prostup LDL do prostoru
intimy. [2][7][15][25][33][34]

2.2.7 Diabetes

Nejcastéji se hovoii o diabetu 2 typu ¢ili o tom, ktery je zplisobeny Spatnou zZivotospravou,
obezitou. Tito diabetici Casto vykazuji metabolicky syndrom, coz znamena shluk problémi,
mezi néz patii inzulinova rezistence, obezita, hypertenze a samoziejm¢e zvySené hladiny LDL.
Spatna regulace cukrii v krvi pacienta miize velmi zhorsit aterosklerozu, a to skrze fadu déji.

Mezi tyto déje patii napiiklad modifikace LDL, oxida¢ni stres, anebo tvorba konecného

produktu glykace. [2][15][25][33][38]
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2.2.8 Obezita a pohyb

Jak bylo jiz vySe zminéno, obezita je jednim ze zasadnich faktort pro rozvoj aterosklerdzy.
Dulezitym faktorem je i strava, protoze nezdrava vyziva nejen Ze prispiva k obezité, ale i
k aterosklerdze. Jelikoz konzumace pfili§ tuénych jidel ma za nasledek zvyseni hladin tuku
Vv krvi. Obezita zaroven negativn€¢ plisobi na imunitu i na kardiovaskuldrni systém, protoze

srdce musi dostat krev do vétsiho mnozstvi tkani, nebot’ 1 tukové tkané pottebuji vyzivu.
[21[25]

K rozvoji obezity také prispiva sedava prace, a hlavné osobni doprava, protoze jednou
Z nejucinngjSich zbrani proti obezité je pravé fyzicka aktivita. Je prokdzano, ze pfispiva ke
T¢lo, které je zvyklé naptiklad na béh, ma tendenci 1épe reagovat na sepsi, pravé diky lepSim

protizanétlivym ucinkim. [2][34]

2.2.9 Koureni

Stejné jako ma negativni vliv na vznik rakoviny a onemocnéni dychacich cest, ma stejné
Spatny vliv i na rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni. V ptipad€ posledniho jmenovaného
nezdlezi na intenzit€¢ koufeni, protoZze 1 slabi kufdci maji nasobné vétsi riziko

kardiovaskularnich onemocnéni. Mnoho studii jiz potvrdilo, ze koufeni zvySuje krevni tlak a

koncentraci LDL v plazmé. [2][25][33]

V dnes$ni dobé se staly velmi popularni takzvané e-cigarety pro svij mensi, ale stale dost
zasadni Skodlivy ucinek. Z toho divodu na to byly zaméfeny Cetné studie, které prokazaly, ze
jejich uzivani ma velky vliv na peroxidaci LDL a naruSeni antioxida¢ni rovnovéhy v nas
neprospéch, to znamena ze podporuje zanétlivé reakce v organismu stejné jako tabakovy
kout. [2][25][33]

2.2.10 Stievni mikrofléra

Nase stfeva jsou osidlena stovkami miliard symbiotickych bakterii, které usnadnuji traveni
potravy, vyrabi nezbytné latky (vit B12 a K, ...) a samoziejmé pomahaji s obranou stiev pred
cizimi patogeny. Tyto bakterie ziskdvame hned po narozeni od matky a své nejblizsi rodiny.
V posledni dobé se ukazuje, Ze jejich vyznam je ale velmi zasadni i u fady se stfevy piimo

nesouvisejicimi nemocemi. [2]
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V piipad¢ aterosklerézy byl identifikovan medidtor trimethylamin-N-oxid, ten vznika
V jatrech jako produkt odbouravani cholinu a karnitinu, které vyprodukovaly stfevni bakterie.
Bylo zjisténo, Ze tento metabolit zvySuje reaktivitu krevnich desti¢ek, a hlavné podporuje

vznik zanétu cév. [2]

2.3 Vznik onemocnéni

ﬁ| Zvyiens hladina GCT l—l

' Souvislosti s kardiometabolickym rizikem | ‘ Pfima patofyziologicka role |
| Y

Kardiovaskularni rizikové faktory
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- Vysoky krevni tlak - Obezita i Cytoplazma

- Dyslipidémie - Koureni SUUUULUUCLUU LU
Metabolicky syndrom / hyperinsulinémie
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Komorbidity (chronické onemocnéni ledvin, Endotelova @ —>
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Zivotni prostiedi / zne¢isténé ovzdusi i Oxidace LDL
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Obrazek 6 Rozvoj aterosklerozy, GGT: gama-glutamyltransferasa, LDL: nizko hustotni lipoprotein (Light
Density Lipoprotein), Ox: oxidovana forma, Cys: cystein, Gly: glycin, Glu: glutamin, dyslipidémie znamena
zvyseni koncentrace lipidd v Krvi, upraveno z originalu [1]

K rozvoji aterosklerdzy dochazi nejcastéji v tepnach s turbulentnim proudénim, které ma za
nasledek zvySeni propustnosti endotelu. Schéma rozvoje je uvedeno na obrazku 6. Pfi zvySené
koncentraci LDL lipoproteina dochazi k jejich prostupu do tunica intima, kde jsou oxidovany
na oxidované LDL, pro krevni monocyty se to jevi jako zanétlivy signal. Na oxidaci se podili
GGT, ktera je stimulovana zelezitymi ionty. Ty jsou dodavany napfiiklad z transferinu. To ma
za nasledek jejich prostup do tunica intima, kde se diferencuji na makrofagy a okamzité
zacinaji pohlcovat oxidované LDL, po piekroceni urc¢ité hranice se z nich vlivem pichlceni
stanou pénové builky produkujici dal§i zanétlivé faktory (cytokiny) piivolavajici dalsi

monocyty. Pénové bunky jsou podobné kostnim bunkdm a ukladaji do sebe fosfore¢nan
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vapenaty (kalcifikace). Zaroven jsou stale hromadény tuky, na které se navazi dalsi monocyty
ve snaze zabranit akumulaci, ty pak vysilaji dal$i zanétlivé faktory, které piivolaji dalsi
monocyty. Takto vznika zaCarovany kruh, jenz je obtizné zastavit. Postupné dochazi ke
zvétSovani ulozenych lipida, mezi kterymi se nachazi odumielé bilé krvinky. Vlivem toho
vSeho nastava degradace kolagennich a elastinovych vlaken, ¢imz dochazi ke zna¢né ztraté
flexibility a pevnosti cévy. Takto extracelularné¢ akumulovanym lipidim se fika ateromy.
Diulezité je zduraznit, ze pénové bunky podléhaji v ateromu apoptéze a nekroze vlivem
piesyceni oxidovanymi LDL. To ma za nasledek rist takzvaného nekrotického jadra

tvoreného prevazné cholesterolem a jeho estery, zbytky bun¢k, coz zvySuje jeho nestabilitu.
[11[21[22]

Dalsi fazi je zpevnéni akumulovanych lipidi kolagennimi vlakny. K tomu dochazi jako
odpovéd’ cévni stény na ztratu flexibility, dulezitym faktorem je vSak stabilizace ptibytku
dalsich lipidt, kdy masivni prirdstek toto zpevnéni znesnadiuje. Dtsledkem toho je zpevnéni
a dalsi rozrlstani ucpavky. Nakonec je aterom plné€ zac¢lenén do cévni stény. Timto zpiisobem

vytvoteny ateroskleroticky plat omezuje pritok krve a zvySuje lokalni tlak na cévu. [1][2][22]

2.4 Kalcifikace

Dochazi k ni v pokrocilém stadiu aterosklerdzy, kdy je jiz vytvofené nekrotické jadro, a
pénové bunky tak zacnou hromadit fosfore¢nan vapenaty. Nejprve vznikaji malé vezikuly. Ke
vzniku dochazi v oblasti intimi ¢i medie. Tyto pocateéni vezikuly se postupné spoji
dohromady pravé v blizkosti nekrotického jadra. Nakonec jsou vytvofeny kalcifikované
vrstvy. Toto zvapnéni mé za nasledek zpevnéni té Casti, kde se nachdzi. Tim je zplsobena
jeste vetsi ztrata flexibility cévy. Také to muze byt problém pii 1é€be, protoze se jedna o

tvrdsi utvary nez samotny plat. Utvary budou branit roztazeni cévy pti PCI. [2][28][37]

2.5 Komplikace

Vznikly plat je tvofen tukovym jadrem a fibroznim obalem, ktery se skldd4 z kolagennich
vlaken a hladké svaloviny. Je pevné spojen s cévni sténou. Mohou vsak nastat situace, kdy
pomér mezi tukovou a fibrinovou ¢asti neni ve prospéch fibrinové, ale tukové. To ma za
nasledek vznik tenké nestabilni fibrinové vrstvy, tomuto jevu se fikd nestabilni

ateroskleroticky plat, dochazi k nému hlavné pii rozvoji chronického zanétu. [1][2][22]

V ptipadé, Ze je plat nestabilni, je velice nachylny k utrhnuti, coz mize zpusobit ucpani cévy.
Nestabilitu jeste¢ vice zesiluji makrofagy produkujici enzymy (metaloproteinasy) stépici

kolagenni a fibrinovd vldkna. Makrofagy déle produkuji zanétlivé signaly, které fikaji
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ostatnim bilym krvinkdm, ze v misté ateromu je zanét. To pfivold hlavné T lymfocyty, které
zaCnou vytvafet inhibitory syntézy kolagenu a fibrinu. Zptsobuje to uvolnovani platu od
stény cévy. Do vzniklé mezery mezi platem a cévni sténou se zacne dostavat krev, jez tam

vytvoii krevni sraZeniny, tim se aterom zvétsi, a jeSté vice se zmensSi pruchod krve. [1][2][22]

2.6 Angina pectoris

V disledku vzniku aterosklerotického platu dochazi k omezeni pritoku krve. Nejéastéji jsou
postizené koronarni cévy, kdy hovofime o tom, ze pacient trpi anginou pectoris. To je
klinicky syndrom, pti kterém pacient trpi nadmérnym zadychavanim pfi lehce zvySené zatézi
a prudkou bolesti na hrudi. Bolest se vSak muze projevovat i v oblasti krku, ramen anebo
Celisti. Plati pfima imérnost mezi mnozstvim zatéze a klinickymi projevy. To je zpiisobeno
nedostatecnym zasobovanim srdce Zzivinami, kdy dochazi k rozvoji jeho ischemie. Tyto
projevy vétSinou ustoupi se zmirnénim fyzické aktivity az do uplného klidu nebo poddnim
lékd, nejcastéji glycerinnitratu. Vyskyt téchto parametrd popisuje typickou anginu pectoris.
V pfipadé, Ze jsou potvrzeny pouze dvé tyto charakteristiky, jednd se o atypickou anginu
pectoris, ale miizou nastat i situace, kdy neni splnén ani jeden z bodt, v tu chvili hovoiime
0 neangindzni bolesti na hrudi. V momenté, kdy tyto projevy pietrvavaji déle jak 2 mésice,

tak se jedna o chronickou anginu pectoris. [27][40]

Aortalni chlopen
Oteviena Zaviena

Aortalni stenoza

A\

o zbytnéla
- . - . norma_lnl (hypertroficka) ) )
Oteviena Zaviena svalovina svalovina  Grerivoon e

Obriazek 8 Aortilni stenza, Obrizek 7 Hypertrofie myokardu, [42]
upraveno dle [41]

Jak jiz bylo feceno, angina pectoris je zpusobena ischemii myokardu. K jejimu rozvoji
dochdzi hlavné vlivem onemocnéni koronarnich tepen, nejcastéji vlivem aterosklerdzy.
Dalsimi divody mohou byt naptiklad aortalni stendza, kdy dochazi k degenerativnimu
poskozeni chlopné, kterd se nedovira. Srovnani zdravé a poSkozené chlopné lze vidét na
obrazku 7.

29



Koronarni spasmus je dal$im moznym inicidtorem rozvoje anginy pectoris, jednd se o
kfeCovité sevieni koronarni tepny jejim hladkym svalstvem. A posledni zdsadni pfiinou
rozvoje je hypertroficka kardiomyopatie, kdy dojde k ztlusténi myokardu, viz Obrazek 7.
Toto se tyka hlavné vrcholovych sportovcl, kde tvoii velmi Casto pfi¢inu nahlé smrti.

[27][40]

Na vzniku anginy pectoris se podileji 1 faktory, které maji za nésledek jeji eskalaci. Mezi né
patii Spatné korigovany vysoky krevni tlak, anémie anebo tachykardie, coz je zvySeni tepu

nad 90 tepd za minutu. [27][40]

2.6.1 Déleni anginy pectoris
Dle zavaznosti symptomu Se hovoii o dvou zakladnich typech tohoto klinického syndromu.
Ke spravnému zatazeni pacienta je ovSem nezbytné dobfe znat jeho anamnézu, protoze to

mize mit kliGovy vyznam. [27][40]

e Stabilni neboli chronicka AP: obtize se projevuji jen pii zvySené fyzické namaze,
pacient je lécen pouze medikaci. V prfipadé, ze se zacnou tézkosti objevovat
I v klidovém stavu, piechazi pacient do druhé skupiny. Pfiznaky vétSinou odezni do
15 minut nebo dfive po podani 1éku. [27][40]

e Nestabilni ¢i akutni AP: Pacientovy obtiZze neustupuji, ani po podani 1ékl je zcela
neutlumi, v tomto pfipad€ jiz pacient potiebuje urychlené pomoc, protoze obtize se
zvétsuji a miizou vést az k ucpadni cévy a tim k rozvoji akutniho infarktu myokardu.
[27][40]

2.6.2 Lécba anginy pectoris

U pacientt, u kterych doslo k rozvoji anginy pectoris existuji dva zpusoby 1é¢by. Jednou
variantou je farmakologicka cesta a druhou je revaskularizace. V piipadé prvni jmenované
varianty je nasazena medikace s cilem zabranit zvétSovani obstrukce a zmirnéni souc¢asnych
problémi. Je tedy podavan Aspirin v nizkych davkach, jenz ma antitromboticky ucinek. Dale
jsou podavany statiny pro omezeni syntézy cholesterolu. Dal§im uzivanym lé¢ivem jsou
regulatory vysokého krevniho tlaku, do této skupiny patii napiiklad Ramiplin. Pro zmirnéni
pfiznakl anginy pectoris se pouzivaji nitraty, jeZ maji vasodilata¢ni G¢inek a zptsobi relaxaci
hladké svaloviny. Jejich u¢inek je vSak kratkodoby, poméhaji hlavné pfi zklidnéni zachvati.

[27][36][40]

Druhou variantou 1écby je revaskularizace, jedna se o chirurgicky zakrok, pfi kterém se

pfemosti ucpana céva. Provadi se u pacientl, ktefi trpi akutni nestabilni formou anginy
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pectoris, kde hrozi rozvoj infarktu myokardu. Jedna se o invazivni postup, kterému ptedchéazi
pouziti farmakologické cesty. Vyjimkou jsou kolabujici pacienti. Jednou Zz moznosti
revaskularizace je bypass. Ten slouzi k pfemosténi v nasem piipad¢ zazené ale i1 Uplné
uzaviené cévy. Jedna se o velmi zavaznou operaci, kdy musi byt dobie zvazeny vSechny
okolnosti. Dal§i moznosti je perkutanni korondrni intervence (PCI), diive oznacovana jako
angioplastika koronarnich cév. Jedna se o bezpecny zakrok, ktery rychle zpriichodni cévu

s minimem rizik v porovnani s bypassem. [27][30][36][40]

Principem PCI je zavedeni katetru skrze tfisla do krevniho tecisté. Pacient je pouze pod
lokalni anestezii a béhem celého procesu je neustale méfena srdecni aktivita a srdce je
rentgenovano kvuli viditelnosti katetru. Po zavedeni katetru do mista zuZeni je nafouknut
balonek, jenz roztdhne zZeni a soucasné je aplikovan stent, ktery ma za ukol zpevnit aterom
a zabranit dalSimu zuzeni. Dfive se pouzivaly hlavné stenty nerezové neboli kovové, ale
Vv dnesni dob¢ se vyuzivaji stenty l€ékové, které po aplikaci uvolnuji antikoagulacni latky
bréanici vzniku sraZeniny. Jednou z nejmodernéjsi variant je aplikace absorbovatelného stentu,

ktery se v téle pacienta zcela zacleni do cévy a rozlozi se. [1][30][40]

Diky tomu dochéazi k okamzité ulevé od veskerych klinickych projevli anginy pectoris.
Pacient po tomto zakroku je nejcastéji po 24 hodinach propustén domu a je mu nasazena
medikace zabranujici vzniku trombdzy. Je vSak dileZzité, aby pacient dodrzoval zdravou

zivotospravu a nekoufil. [1][40]

2.7 Lécba aterosklerozy

V rané fazi je mozna neinvazivni 1é¢ba, pii které je snaha upravit pacientiiv zivotni styl tak,
aby bylo upln¢ zakazano koufeni, omezen piijem nadmérného mnozstvi tuktl a snizen krevni
tlak. Zaroven je kladen vysoky diraz na zvySeni fyzické aktivity. Tato lécba je komplexni,
ucinna, ale hlavné dlouhodoba, jejim cilem je Gtlum zanétu a vznik stabilniho ateromu, ktery
se jiz nebude zvétSovat. Je podstatna v¢asna indikace, aby se zabranilo rozvoji doprovodnych
nemoci. Ta se zamétfuje hlavné na vySe zminéné rizikové faktory, spoléhd i na zobrazovaci
techniky a informace od pacienta, hlavné co se tyce Zivotniho stylu. U pacientll, jejichz
ptibuzni méli jiz s ateroskler6zou problém, je provadeéna i genetickd analyza a jsou sledovany

i hladiny IgE protilatek. [1][2]

V ptipadé, ze jiz doSlo k rozvoji aterosklerdzy je kladen dlraz na stabilizaci platu a zabranéni
vzniku novych. K tomu se vyuzivaji jak jiz vySe zminéna Gprava zivotniho stylu, tak i

medikace, ktera je zaméfena hlavné na metabolismus lipoproteinti. Piedepisuji se statiny, coz
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jsou inhibitory HMG-CoA reduktasy. Tento inhibovany enzym katalyzuje hlavni reakci
v syntéze cholesterolu, a to preménu HMG-CoA na kyselinu mevalonovou. Diky tomu dojde
k omezeni rychlosti syntézy nového cholesterolu. Jsou tak zvysSeny hladiny LDL receptoru
Vv jatrech, ¢imz je LDL vice vychytavano jatry a dojde ke snizeni jeho hladiny v krvi. Bohuzel
stejné jako ostatni 1€ky i tento ma fadu vedlejsSich uc€inki, jednim z nich je svalova slabost, ale
I podpora vzniku diabetu druhého typu. Dalsi moznosti je zaméfeni se na zanétlivé ucinky, ale

ucinnost takovych metod je velmi nizka v porovnani se statiny. [1][2]

V soucasné dob¢ nadéje nejvice smefuji k vyzkumu trvalych genetickych zmén, kde by bylo
mozné zménit funkci bunék tak, aby branily vzniku aterosklerézy a odstranit vSechny
predispozice. Metoda se jiz pouziva k 1é¢bé srpkové anémie a specifickych oénich poruch.
Nejtéz8i je vSak ziskat vhodné bunky pro modulaci. V pfipadé aterosklerdézy by byla
zamétena na metabolismus cholesterolu, ¢imz by doslo k omezeni jeho syntézy. Tato metoda
je, ale ovSem stale na zacatku a bude potieba jeste¢ dlouhy vyzkum pro bezpecné masové
pouziti. [1][2][22]
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PRAKTICKA CAST

3. Materialy, pacienti a metoda stanoveni

3.1 Pomiicky
e Multifunkéni modularni reader (Tecan Infinity 200 Pro, Svycarsko)
e Chladnicka (Liebherr LH KTS 1414, Némecko)
e Hlubokomrazici box MDF — U3386S (Panasonic, Japonsko)
e Blokovy termostat ISOTEMP 145 D (Fisher Scientific, CR)
e Mikrozkumavky Eppendorf: 1 500 pl
e Automatické pipety: 10 pl, 100 ul, 1000 ul (BioHit, Finsko)
e Multikanalova pipeta (Eppendorf, Némecko)
e Mikrotitracni desticky (Thermo Fisher Scientific, Spojené staty americké)

e Plastova stficka (Fisher Scientific, CR)

3.2 Chemikalie

Pro stanoveni byla pouzita sada od firmy Erba Lachema, s.r.o. Tato sada je slozena z dvou
¢inidel, viz Tabulka 2. Jejich smichanim vznikla reak¢éni smés, jejiz slozeni je uvedeno

v Tabulka 2.

Tabulka 2 SloZeni reagencii

Koncentrace [mmol/L]

Cinidlo 1 Cinidlo 2 Reakéni smés
Tris pufr (pH 8,25) 125 - 90,9
Glycylglycin 125 - 90,9
L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid - 20 3,64

3.3 Pacienti

Pro tuto bakalafskou praci byly vyuzity séra aplazmy, jez nam poskytla Pardubicka
nemocnice, a.s., interni klinika — kardiologické oddéleni. Tito pacienti byli seznameni
s i¢elem zpracovani jejich vzorku a podepsali informovany souhlas (piiloha 1). Oficialni
nazev uvedeny v souhlasu je ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stentd*. Cilem této
studie je sledovani biomarker zanétu a oxida¢niho stresu u pacientil po PCIL. Etickd komise

pii Pardubické nemocnici vydala souhlas s touto studii ke dni 13. 12. 2013, viz ptiloha 2.
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Pacienti v této praci byli rozdéleni nejprve dle zavaznosti jejich onemocnéni:

e Pacienti, ktefi pfiSli na dokonceni revaskularizace (DR) po akutnim koronarnim
syndromu (AKS), to se tyka pacientd S nestabilni anginou pectoris (NAP) a téch po
akutnim infarktu myokardu (AIM)

e Pacienti, jenz piisli na dokonceni revaskularizace, ale trpi stabilni anginou pectoris
(SAP)

e Pacienti s akutnim infarktem myokardu

e Pacienti se stabilni anginou pectoris

Dalsi dé€leni pacientli souvisi s typem aplikovaného stentu, zda se jedna o stent 1ékovy ci

absorbovatelny. Stru¢na charakteristika pacientti je uvedena v tabulce 3.
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Tabulka 3 Charakteristika pacienti, DR po AKS je dokonceni revaskularizace po akutnim koronarnim
selhani, DR SAP je dokonceni revaskularizace pfi stabilni anginé pectoris, AIM je akutni infarkt myokardu, SAP
je stabilni angina pectoris

DR po AKS | DR SAP AIM SAP
Celkem 14 3 9 9

Muzi [%] 78,57 33,33 55,56 77,78

Zeny [%] 28,57 66,67 44,44 22,22

Lékovy [%] 57,14 33,33 66,67 55,56

Typ ,
Absorbovatelny [%] 42,86 33,33 11,11 33,33
stentu

Kovovy [%] 21,43 33,33 33,33 11,11

Vék nad 60 let [%] 85,71 66,67 66,67 55,56

Nadvaha [%] 50,00 66,67 11,11 44,44

Soucasnost [%] 21,43 0,00 22,22 11,11

Koufeni

Minulost [%] 28,57 66,67 33,33 66,67

Diabetes mellitus [%] 42,86 66,67 55,56 55,56

Statiny [%] 92,86 100,00 44,44 77,78

Hypertenze [%] 92,86 100,00 88,89 88,89

AIM V minulosti [%] 57,14 0,00 22,22 44,44

CMP v minulosti [%] 7,14 0,00 0,00 0,00

ICHDK v minulosti [%] 21,43 0,00 11,11 22,22
Soucasné probihajici 107,14 100,00 100,00 100,00

onemocnéni [%]

Rodinna Zeny [%] 14,29 33,33 22,22 44,44

anamnéza Muzi [%] 21,43 0,00 22,22 22,22
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3.4 Vzorky

GGT byla stanovovana ze vzorkll séra a plazmy. Od pacientii byly ziskany c¢tyfi odbéry,
bohuzel pro tuto praci mohly byt vyuzity vétSinou jen tfi, jelikoz se Ctvrté odbéry
nedochovaly. Vzorky byly oznac¢eny pismeny A, B, C, D, kdy A byl odbér pted zakrokem, B
odbér 24 hodin po zékroku, C byl odbér 48 hodin po zdkroku a D byl odbér po delsi dobé,
prevazné 3—12 mésicu.

3.4.1 Priprava séra

Krev pro ziskani séra byla po odbéru transportovana na ledu, aby se pfedeSlo hemolyze
a nezddoucim enzymatickym reakcim. V laboratofi byl vzorek nechan piiblizné 30 minut
srazen pii laboratorni teploté. Poté néasledovala centrifugace pii 3500 otackach za minutu po

dobu 10 minut. Ziskané sérum bylo odpipetovano do Eppendorf zkumavek a bylo zamrazeno

nejprve pii -20 °C a poté byly vzorky uchovany pii -80 °C.

3.4.2 Priprava plazmy

Krev urcena pro ziskani plazmy byla odebrdna do zkumavky s protisrazlivym c¢inidlem,
v nasem piipadé¢ se jednalo o ethylendiamintetraoctovou kyselinu. Poté byla na ledu
transportovana do laboratofe, kde byla stoena pii 3500 otackach za minutu po dobu
10 minut. Odd¢lena plazma byla nasledné odebrana pipetou a umisténa do Eppendorf

zkumavek. Poté byl postup stejny jako v piipadé¢ séra.

Pfed stanovenim GGT byly séra a plazmy vyndany z mrazaku a byly ponechény pfii

laboratorni teploté po dobu piiblizné 1 hodiny.

3.5 Princip metody

Zakladem tohoto stanoveni je kineticka kolorimetricka metoda dle Persij & van der Slik, ktera
je standardizovdna na metodu doporucenou Mezinarodni federaci klinické chemie a

laboratorni mediciny. Reakce probiha dle rovnice 1.

Rovnice 1 Stanoveni GGT

L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid + Glycylglycin

GGT

L-y-glutamyl-glycylglycin+ 5-amino-2-nitrobenzoat
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GGT katalyzuje ptrenos gama-glutamylové skupiny z L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilidu
na glycylglycin. Soucasné se uvolni ekvivalentni mnozstvi 5-amino-2-nitrobenzoatu, ktery je
pfimo imérny aktivit¢ GGT a je zluté zbarveny. Vysledna intenzita tohoto zbarveni se méfi

Vv minutovych intervalech pti 405 nm.

3.6 Postup

Stanoveni byla provedena za pouziti jednoreagen¢ni metody, kdy byl pfipraven pracovni

roztok z vychozich ¢inidel v poméru 4 dily ¢inidla 1 a 1 dil ¢inidla 2.

Lyofilizovany kontrolni vzorek a standard byly rozpustény v destilované vod¢, promichany

a inkubovany, kdy kontrolni vzorek byl nechan 30 minut a standard 15 minut.

Byl spustén reader a pc s programem Absorbance MTT Assay M200.mdfx, jenz obsluhuje

vyse uvedeny reader.

Tabulka 4 SloZeni smési vzorek a pracovni roztok

Blank Standard Vzorek / kontrolni vzorek
Pracovni roztok 100 pl 100 pl 100 pl
Vzorek /
- - 10 pl
kontrolni vzorek
Kalibrator - 10 pl —
Destilovana voda 10 pl - -

Vzorky 1 pracovni roztok byly temperovany na teplotu 37 °C. Nasledné¢ byly na temperovanou
mikrotitracni desticku aplikovany vzorky, standard, blank a kontrolni vzorek dle udaji
v Tabulka 4 a schématu na Obrazek 9. Vzorky byly umistény ve sloupcich 2-11 a byly
aplikovany po jednotlivych sériich vzdy v dubletu pod sebe. Na takto pfipravenou desticku
byl aplikovan multikanalovou pipetou pracovni roztok. S prvni fadou byla spusténa inkubace
trvajici 1 minutu. Béhem té byla desticka umisténa do multifunkéniho modularniho readeru
(Tecan Infinity 200 Pro) a byl spustén nastaveny program. Ten ve zbyvajicim Case inkubace
promichal vzorky na desti¢ce a pak nasledné provedl pét méfeni po jedné minuté. Soucasné
vzorky pfed méfenim vZzdy kratce promichal. Ze ziskanych absorbanci byly ziskany rozdily
mezi jednotlivymi méfenimi a ty byly zprimérovany nejdiive pro kazdou jamku a nasledné

pro dublet.
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Obriazek 9 Schéma rozmisténi na titracni desti¢ce, modie je oznaden: blank, fialové: standard, olivové zelené:
kontrolni vzorek, Zluté: vzorek A, oranzové: vzorek B, Cervené: vzorek C a zelené: vzorek D, pacienti byli
rozmisténi ve sloupcich 2-11 a byli vZzdy v dubletu, vlastni tvorba

3.6.1 Vypocet aktivity GMT

K vypoctu koncentrace byl vyuZit vzorec uvedeny niZe, do které¢ho byly dosazeny ziskané
primé&mé hodnoty pro vzorek a pacienta nebo kontrolni vzorek a byly porovnany

s primérnou hodnotou standardu s tabelovanou koncentraci.

A
GGT (pkat/L) = _vzordi X Cstandardu

standardu

Spravnost méteni byla na kazdé destice ovéfena kontrolnim vzorkem, ktery prokézal, Ze
ziskané vysledky jsou v pofadku. Nejprve byla zméfena jedna desticka, kdy byla potvrzena

funk¢nost metody a nasledné byli proméfeni vSichni pacienti.
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4. Vysledky

Nameétené hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel a byla pouzita 5% hladina
vyznamnosti. V tabulkach 5-8 jsou uvedeny vysledky aktivity GGT v pkat/L. Vysledky jsou
fazeny do skupin dle pacientli. Tucné jsou zvyraznény hodnoty piekraCujici referencni
rozmezi. Na obrazcich 10-15 jsou zobrazeny grafy s priméry a mediany jednotlivych skupin
pacientdl, pak nezavisle na anamnéze a porovnani plazmy a séra. V tabulce 9 jsou zobrazeny
vysledky poméru GGT pied zakrokem s albuminem zméfenym nemocnici. Na obrazcich 16
al7 jsou zobrazeny grafy prezentujici korelaci GGT odebrané pied zakrokem S vysoce
senzitivnim C-reaktivnim proteinem (hsCRP) a Interleukinem 6, ty byly také zméfeny

nemocnici. Ke korela¢ni analyze byl vyuzit Spearmantv koeficient.

Tabulka 5 Vysledky pacienti po AIM

GGT [pkat/L]
Dacienti Pohlavi Pied 24 hodinpo 48 hodin po 3-12 mésicu
zékrokem zakroku zékroku po zakroku
11 M 1,2643 1,2487 1,2773 -
14 M 0,3463 0,4480 0,5304 -
15 Z 0,3153 0,3946 0,3972 -
16 M 0,8848 0,4895 0,5686 -
18 Z 0,4706 0,5622 0,3056 -
23 Z 0,8194 0,7264 0,3736 -
31 M 0,1130 0,6065 0,1314 -
64 Z 0,4388 0,5089 0,3902 0,1223
76 M 0,5743 0,7478 0,7128 0,9442
Pramér 0,5807 0,6370 0,5208 0,5333
Median 0,4706 0,5622 0,3972 0,5333
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Tabulka 6 Vysledky pacientii absolvujici DR po SAP

GGT [pkat/L]
Pied 24 hodin po 48 hodin po  3-12 mésict
Pacienti Pohlavi ikrokem roku ok b0 zikroku
9 V4 0,1672 0,6168 0,4586 —
45 M 0,5747 0,9030 0,9922 0,7226
77 Z 0,7408 0,7777 0,7321 0,7093
Pramér 0,4942 0,7658 0,7276 0,7160
Median 0,5747 0,7777 0,7321 0,7160
Tabulka 7 Vysledky pacientii se SAP
GGT [ukat/L]
pacienti Pohlavi Pred 24 hodinpo 48 hodin po  3-12 mésict
zékrokem zakroku zékroku po zakroku
2 M 0,8308 0,4981 0,2751 —
3 V4 0,2884 0,3358 0,3586 —
4 M 0,6023 0,4270 0,4147 —
5 M 0,2629 0,5696 0,7126 —
6 M 0,5929 0,1632 0,0983 —
32 V4 0,7355 0,1169 0,0360 -
50 M 1,0735 1,5400 1,4096 2,1857
70 M 1,3834 0,8159 1,6875 1,4483
73 M 1,7780 1,6950 1,9233 -
Primér 0,8387 0,6846 0,7684 1,8170
Median 0,7355 0,4981 0,4147 1,8170
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Tabulka 8 Vysledkii pacienti absolvujici DR po AKS

GGT [pkat/L]
pacienti Pohlavi Pred 24 hodin po 48 hodin po  3-12 mésicu
zakrokem zakroku zakroku po zakroku
12 M 0,4245 0,6468 0,5402 —
17 M 0,6182 0,6949 0,7508 —
26 Z 0,5480 0,4349 0,5558 -
28 M 0,5256 0,7781 0,8657 —
30 V4 0,0761 0,3736 0,3321 -
34 Z 0,3990 0,4266 0,4543 -
37 M 0,7287 0,8094 1,0654 —
38 M 0,3280 0,3789 0,4319 —
39 M 0,1845 0,5212 0,8302 —
41 M 0,0132 0,4409 0,7348 0,8463
46 M 1,3591 0,9983 0,4916 1,3591
51 V4 0,9091 1,1179 0,9943 1,0389
52 M 0,3952 0,5969 0,4848 0,3952
69 M 0,4449 0,6659 0,5503 1,0571
Pramér 0,4967 0,6346 0,6487 0,9393
Median 0,4347 0,6218 0,5531 1,0389
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DR po AKS
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Pied zékrokem 24 hodin po 48 hodin po 3—12 mésict
fed zakro zakroku zakroku po zékroku
e primer 0,4967 0,6346 0,6487 0,9393
——median 0,4347 0,6218 0,5531 1,0389

Obrazek 10 Graf priméra a medianu vysledké pacienti absolvujicich dokonéeni revaskularizace po
akutnim koronarnim syndromu
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Obrazek 11 Graf pruméra a medianu vysledku pacienti se SAP
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DR po SAP
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Obrazek 12 Graf priméri a mediani vysledki pacientii absolvujicich dokonceni revaskularizace po
stabilni anginé pectoris
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Obrazek 13 Graf pruméria a mediani vysledki pacienti po akutnim infarktu myokardu
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Vyvoj nezavisle na anamnéze
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Obrazek 14 Graf pruméra a medianu vysledka nezavisle na pacientové anamnéze
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Obrazek 15 Graf priméru a mediani vysledki plazem a sér, k porovnani bylo k dispozici 33 vzorku plazem
a sér
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Tabulka 9 Vztah albuminu s GGT, GGT: gama-glutamyltransferasa, tuéné jsou zvyraznény hodnoty poméru
GGT s albuminem pod 0,26

GGT Albumin
Pacient GGT/Albumin
pkat/L U/L g/L
2 0,8308 49,8480 35 1,4242
3 0,2884 17,3040 31 0,5582
4 0,6023 36,1380 39 0,9266
5 0,2629 15,7740 28 0,5634
6 0,5929 35,5740 33 1,0780
9 0,1672 10,0320 40 0,2508
11 1,2643 75,8580 35 2,1674
12 0,4245 25,4682 35 0,7277
14 0,3463 20,7780 32 0,6493
15 0,3153 18,9180 36 0,5255
16 0,8848 53,0880 31 1,7125
17 0,6188 37,1291 36 1,0314
18 0,4706 28,2360 34 0,8305
26 0,5480 32,8788 35 0,9394
28 0,5256 31,5336 39 0,8086
30 0,0761 4,5660 34 0,1343
31 0,1130 6,7800 34 0,1994
32 0,7355 44,1300 34 1,2979
34 0,3990 23,9370 29 0,8254
37 0,7287 43,7232 41 1,0664
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GGT Albumin
Pacient GGT/Albumin
pkat/L U/L g/L
38 0,3280 19,6776 35 0,5622
41 0,0132 0,7908 38 0,0208
45 0,5747 34,4820 35 0,9852
46 1,3591 81,5472 35 2,3299
50 1,0735 64,4100 37 1,7408
51 0,9091 54,5472 32 1,7046
52 0,3952 23,7114 33 0,7185

Korelace mezi CRP a GGT
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Obrazek 16 Graf korelace mezi hsCRP a GGT, hsCRP je vysoce senzitivni C-reaktivni protein, GGT je
gama-glutamyltransferasa
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Korelace GGT a Il-6 pro hodnoty GGT do 0,5 ukat/L
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Obrazek 17 Graf korelace GGT s 11-6, GGT je gama-glutamyltransferasa, 11-6 je Interleukin 6, pro korela¢ni
analyzu byly vynechany hodnoty vyssi jak 0,5 pkat/L, protoze pii pouziti vSech dat korelace neni signifikantni
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DISKUSE

Tato prace se zabyvala méfenim aktivity GGT. K tomu byla vyuzita spektrofotometricka
kolorimetricka metoda, ztoho divodu byl pouzit L-y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid,
jakozto substrat, jehoz rozkladem vznika Zluté zbarveny produkt. GGT ze substratu pienasi
glutamylovou skupinu na glycylglycin, tim dojde k uvolnéni 5-amino-2-nitrobenzoatu ktery je

zodpovédny za jiz zminéné zbarveni. [12]

Pivodné se tato metoda provadéla na spektrofotometru za pouziti jedné kyvety, coz d€lalo
tuto metodu velmi zdlouhavou, obzvlasté proto, ze je méfena absorbance tiikrat po jedné
minuté kvili zachyceni kinetiky reakce. Z tohoto diivodu byl pro tuto praci vyuzit reader,
ktery méii absorbanci na mikrotitracni desti¢ce. Diky tomuto kroku bylo mozné zrychlit cely
proces méfeni, protoze na jedné desti¢ce mohlo byt umisténo vice vzorki, a to v dubletu. Pro
zajisténi spravnosti méteni byl na kazdé desti¢ce umistén blank, standard a kontrolni vzorek o
znamé koncentraci. Diky tomu byla zajisténa kvalita vysledkd. Prace s readerem se velmi

osvéddéila.

Velmi zdsadnim krokem této metody bylo michéani. Z poc¢atku bylo nezbytné vyuzivat vortex,
aby byla zaruCena dostate¢na homogenizace smési, ale diky vyuziti readeru byl tento problém
eliminovan, nebot’ reader vzdy kazdou desticku tadné promichal pfed kazdym méfenim.
Dal$im potencidlnim problémem byl samotny substratovy roztok, protoZe bylo zjisténo, Ze
jeho stabilita na svétle je velmi nizka. Z tohoto dtivodu byl vzdy skladovan v temnu a zakryt
alobalem. NejzasadnéjSim problémem méfeni, ktery se u jedné desticky projevil, byla teplota.
Ackoliv bylo vSe temperovano na 37 °C, coZ je optimalni teplota pro praci GGT, pokles
teploty velmi zasadné ovlivnil jeji aktivitu. Jelikoz bylo z bezpeénostnich divodi pracovano
V lamindrnim boxu, tak pravé ono proudéni vzduchu zptisobilo ochlazeni, diky ¢emuz doslo

ke zkresleni vysledkd, a snizeni aktivity GGT.

Jelikoz se jedna o méteni absorbance, jakékoliv zbarveni mé zasadni vliv na kvalitu vysledk.
Z toho diivodu byla neméné zasadnim problémem hemolyza vzorku. Ta mohla byt zplisobena
preanalytickou fazi zpracovani vzorku. Dle dostupné literatury bylo zjiSténo, ze aktivita GGT
klesa pti mirné hemolyze. Toto snizeni je zpiisobeno uvolnénim hemu, jenz obsahuje zZelezity
iont, ktery podporuje odklon GGT od substratu. V piipadé ze se jedna o tézkou hemolyzu tak
obsah GGT strmé roste. To je zplsobeno néckolikandsobné vyssi koncentraci GGT
v erytrocytech, jenz se uvolni do extracelularni tekutiny (plazmy ¢i séra dle zpracovani).

Dal§im faktorem podporujicim strmy rist je samotné Cervené zbarveni, které zvysSuje
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absorbanci. V této praci bylo pracovano s nékolika vzorky, jez byly mirn¢ hemolytické, jejich
hodnoty mohou byt mirné nizsi, ale jelikoz se pohybovaly Vv referen¢nich rozmezich, byly tyto
vysledky akceptovany. Problém nastal u nékolika vzorki, jenz mély hemolyzu silnéjsi, ty

byly vyfazeny. [11][16][17][40]

Chylozita je dal$im problémem preanalytické faze, primarn¢ na strané pacienta. Bohuzel
vétsina vzorkd byla alespon slabé chyloznich. To bylo zplisobeno pfedevsim tim, Zze vétSina
pacientl trpi poruchou metabolismu lipidii. Toto slabé zakaleni mohlo mirn¢ snizit hodnoty

GGT, ale zadny vzorek nebyl zakalen natolik, aby ho nebylo mozné zmétit. [11][16][40]

Mezi vzorky byl nalezen i jeden iktericky vzorek, ktery byl také zméfen, a to za dodrzeni
vSech bezpec¢nostnich opatfeni. Vysledné hodnoty GGT vsak vysly velmi zkreslené tmavym

oranzovym zbarvenim s ndznakem chylozity, a proto byl tento vysledek vyloucen.

Tato prace byla zamétfena na vzorky kardiologickych pacientli, které poskytla Nemocnice
Pardubice v ramci studie ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stentt. Tito pacienti
byli rozdéleni do ctyt skupin dle jejich anamnézy. Jelikoz se jednalo o pacienty jiz s redlnym
problémem, nebyl od téchto pacientll dostupny odbér z doby, kdy byli ,,zdravi®. K dispozici
byly ¢étyti odbéry, av§ak vétSinou jen tii, nebot’ u nékterych pacientti chybély ¢tvrté odbéry

vzhledem k délce uchovavani vzorkti a méfeni riznych parametri.

Na naméfené vysledky bylo nahlizeno nékolika zptisoby. Téméf vzdy se ale jednalo o vzorky
séra. Jednim znich bylo déleni do skupin dle anamnézy, kdy jsou vysledky uvedeny
v tabulkach 5-8. Vysledky byly nasledné zprimérovany a byl vypocten median. Jednotlivé
praméry a mediany lze vidét na obrazcich 10-15. Z téchto vysledki je patrné, ze prumérné
hodnoty byly vétSinou nadsazené oproti medidnu. Zaroven doSlo vzdy k narGstu mezi
odbérem pred a 24 hodin po zékroku, dle naSeho nazoru to bylo zplisobeno primarné zdsahem
do jiz tak namdhané cévy, ale také tim Ze v aterosklerotickém platu je GGT velmi
koncentrovana a aplikaci stentu miize dojit k jejimu uvolnéni, coz se projevi jako narust, ktery
vSak rychle klesa. Pokles je vidét jiz pii odbéru po 48 hodinach po zékroku. Vyjimku oproti
ostatnim tvoii skupina se stabilni anginou pectoris, u které dochdzi k poklesu jiz po
24 hodinach po zakroku. Dle naseho nazoru to je zptisobeno hlavné tim, ze se v tomto piipade
jedna o preventivni zakrok. To znamend, Ze cévy nejsou podrazdény jiz piedchozim zasahem,

plat je pevny a stabilni, tudiZ nemusi zakrokem dojit k uvolnéni GGT dislokované v platu.

Ve skupiné¢ pacientli na dokonceni revaskularizace po akutnim koronarnim selhani byly

k dispozici i vzorky se ¢tvrtym odbérem, kde je po delsi dobé vidét velmi prudky nartst
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hodnot GGT, viz obrazek 10. Oproti tomu ve skupiné po dokonceni revaskularizace po
stabilni anginé pectoris byl i u ¢tvrtého odbéru patrny pokles, viz obrazek 13. To mize byt
zpusobeno tim, ze pacienti v této skupiné jiz pred zakrokem upravili Zivotni styl a po zakroku
ho dodrzovali, ¢imz nedoslo ke zhorSeni situace jako v ptipad¢ pacienti na DR po AKS, u

kterych narist signalizuje pokracujici zhorSovani a tvorbu dalsich platt.

Dalsi uhel pohledu byl zaméten na celkové vysledky nehled€ na anamnézu. | v tomto ptipadé
byl vypoéten median a pramér, z nichz byl vytvoien graf, viz obrazek 14. Také je zde patrny
nartist GGT po zakroku jak u medidnu, tak u priméru, jejich pokles po 48 hodinach a prudky
vzestup pii dlouhodobém odbéru. Coz odpovida vyvoji u jednotlivych skupin bez SAP.

Studie se také zaméfila na porovnani séra a plazmy. Vysledné priméry a mediany jsou
uvedeny v grafu na obrazku 15. Dle naSich vysledkd nebyl zaznamenan zasadni rozdil v
hladinach GGT v sérech a plazmach. To znamend, Ze zpracovani vzorku, srazeni krve nema

vliv na GGT, samoziejmé za predpokladu dodrzeni spravnych postupti.

Vysledky aktivity GGT z odbéru pted zakrokem byly pievedeny na U/L, viz tabulka 9. Diky
tomu mohly byt dany do poméru s albuminem, ktery byl zméfen laboratofi v nemocnici.
Tento pomér musi byt vétsi jak 0,26, pokud je niZsi, znamend hor$i dlouhodobou prognézu,
ale 1vyssi riziko umrti zptsobené krvacivym onemocnénim. Bohuzel hodnoty albuminu
nebyly ziskany u vSech pacienttl, ale z dostupnych dat jsme zjistili, Ze niz§i pomér maji pouze
Ctyfi pacienti, z dostupnych informaci ale vime, Ze u jednoho pacienta, ktery mél hodnotu

cvwr

zdravotniho stavu a byl objednan na rekoronarografii. [23]

Dale byla provedena korelace mezi zanétlivymi faktory, v nasem piipadé hsCRP a II-6.
V pripadé hsCRP nebyla zjisténa zadna korelace, ato ani v piipadé vyrazeni pacientl
s hemolyzou kvili moZznému ruSeni analyzy. U 11-6 ndm vSak vysla vyznamna korelace pii
vynechani tfech pacientt, kteti méli hodnoty vyssi jak 0,5 pkat/L. V tu chvili mtzeme fici, Ze
existuje ur¢ity vztah mezi GGT a I1-6. Vzhledem k tomu, Ze se bohuzel nepodafilo ziskat
hodnoty hsCRP a 1l-6 vSech pacientt, hlavné vlivem toho, ze byly v referen¢nim rozmezi,
a tak nebyla uvedena konkrétni hodnota. Nase soubory dat nebyly tak velké, aby naSe zavéry

mohly byt jednoznacné.

Poslednim bodem, na ktery se studie soustiedila bylo porovnani mezi skupinami. Zde jsme
vidéli jisté souvislosti mezi hladinami GGT a skupinou, do které¢ byl pacient zafazen. Protoze

se jedna o velmi malé skupinky pacientti, neprovadéli jsme statistické vyhodnoceni.
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Ponévadz se jednd o celkem novou problematiku, nepodafilo se ndm nalézt dostatecné
literarni zdroje, jez by potvrdily vyznam GGT jako biomarkeru kardiovaskularnich

onemocnéni, aCkoliv fada studii zabyvajicich se timto tématem dochazi k podobnym zavérim

jako my.
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ZAVER

Dle naseho nazoru je pouziti readeru uzitenym zrychlenim této kolorimetrické metody pro
stanoveni celkové GGT. Kdy je nezbytné davat pozor na kvalitu vzorku, zejména hemolyzu,
dostate¢né michani a uchovavani pracovniho roztoku kvuli jeho nestabilité. V této studii byla
stanovovana pouze celkovd GGT, ale dle naSeho nézoru by bylo vhodné provést i stanoveni
jednotlivych frakei pomoci kapalinové chromatografie pro urceni dominantni frakce ve

vztahu Kk aterosklerdze.

Vzhledem k nasim vysledkim nelze s urcitosti fici, zda lze GGT vyuzit jako biomarker
kardiovaskularnich onemocnéni potazmo aterosklerdzy, ackoliv je patrné souvislost mezi jeji
hladinou a aterosklerézou, bylo by nezbytné provést méfeni i u darct, jenz jsou brani jako
zdravi, aby bylo mozné porovnat zvySeni hladiny GGT oproti bézné hladiné. Ponévadz dle

naSich vysledk, jeji zvyseni vétSinou nedojde nad referencni rozmezi.

Dle nami ziskanych vysledki jsme také nezaznamenali vyznamny rozdil mezi EDTA
plazmou a sérem, coZ znamend, ze v piipadé, Ze se jednd o akutni situace, jako naptiklad
infarkt myokardu, neni problém necekani na srdzeni krve a ziskdni séra. Pouziti plazmy

vyrazn€ urychli ziskdni potfebnych informaci pro zachranu Zivota.

Ackoliv naSe vysledky pfesvédciveé netikaji, Ze 1ze GGT vyuzit jako biomarker aterosklerozy,
jsou zde urcité souvislosti, které si rozhodné zaslouzi pozornost a dal$i vyzkum. Z toho
divodu bychom doporucili porovnat hladiny kardio pacientti se zdravymi darci. Dale bychom
se zaméfili na $ir$i vékovou populaci, protoZe v této studii byli zkoumani pfevazné pacienti

Vv pokrocilém veéku. Za dalsi vyzkum rozhodné stoji vztah GGT a hemolyzy.
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Priloha 1 Informovany souhlas

INFORMACE PRO UCASTNIKY STUDIE

Vazena pani, vazeny pane,

v soucasné dobé probiha na nasem pracovisti ve spolupraci s Univerzitou Pardubice vyzkumna prace
(studie) s nazvem ,,Zanétliva reakce po implantaci koronarnich stentl*“.

Tato vyzkumna prace je zamérena na sledovani ukazatel(l zanétu a oxidacniho stresu v krvi pacientd
po perkutanni koronarni intervenci (PCl) a vyhodnoceni jejich vyznamu v zavislosti na
typu pouZitého stentu.

V soucCasné dobé je standardni |écbou ischemické choroby srdec¢ni tzv. perkutdnni koronarni
intervence (PCl), ktera spociva v roztazeni ziZzeného mista véncité tepny specidlnim balédnkem a jeho
nasledné vyztuzeni stentem. Stentl je nékolik typl, nej¢astéji jsou pouzivany stenty kovové, jejichz
struktura je potazend lécivou latkou, kterd se postupné uvolfiuje a brani ndslednému opétovnému
zuZovani véncité tepny v reakci na cizi materidl stentu. Tyto stenty oznaCujeme jako tzv. ,lékové
stenty”. Novéji jsou dostupné stenty, které jako kostru misto kovu vyuZivaji organickou latku (kyselinu
polymlécnou), ktera se v organismu postupné rozklada, aZ priblizné po dvou letech z organismu zcela
zmizi. Vyhodou tohoto typu stentu je moZnost navrdceni véncité tepny do stavu blizkého stavu
plvodnimu, tedy se zachovanou schopnosti reagovat na pfirozené podnéty k rozsifeni ¢i zdzeni tepny.
Nevyhodou je pak nemoZnost zavést tyto stenty do vSech typl zuZeni, tj. nelze je vyuZit ve vSech
situacich. Tyto stenty nazyvame ,absorbovatelné stenty” a jsou rovnéZ potazené vyse uvedenym
[é¢ivem zabranujicimu opétovnému zlUzZeni tepny.

V predkladané praci budeme srovnavat laboratorni parametry zanétlivé odpovédi na zavedeni téchto
dvou typl stentl. Predchozi prace prokazaly, Ze ¢im vyssi je zanétliva reakce po vykonu na véncité
tepné, tim vyssi je riziko pozdéjsich komplikaci ve smyslu opétovného zuzovani véncité tepny Ci
srdecniho infarktu.

K Ucasti v této vyzkumné praci jste byl/a osloven/a vzhledem k tomu, Ze Vas zdravotni stav vyZaduje
oSetreni zuzZeni véncité tepny stentem a zaroven jde o zUZeni tepny, které je vhodné k zavedeni obou
typl stent(.

V pripadé, Ze se rozhodnete pro Ucast v této vyzkumné praci, bude na zakladé nahodného vybéru (tzv.
randomizace) zvolen k oSetfeni zuZeni véncité tepny jeden zvyse uvedenych typl stentl. Rizika
spojena s Ucasti ve studii se nelisi od béznych rizik v souvislosti s PCl a zavedenim stentu. Tato rizika
jsou podrobné popséana v Informovaném souhlase s provedenim koronarografie/PCl, ktery jste pred
vykonem podepsal/a.

Zatéz vyplyvajici ze zafazeni do studie spolivd ve tfech odbérech 19 ml krve béhem stdvajici
hospitalizace a ve vyplnéni dotazniku, dale v klinické kontrole a odbéru krve po jednom roce. Dalsi
podrobnosti a informace Vdm budou na pozadani sdéleny.

Vase Ucast na této studii je zcela dobrovolna.
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Jméno:
Poradové Cislo:

PISEMNE PROHLASENI O SOUHLASU S UCASTI VE STUDII

Byl(a) jsem seznamen(a) s povahou studie a souhlasim se zafazenim do tohoto vyzkumného projektu.
Dale souhlasim s tim, Ze Udaje o mé osobé, které byly ziskdny béhem studie, budou

predavany tfetim osobam pouze v anonymni formé, tzn. bez uvedeni mého jména a identifikacnich
udaja.

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

Se ziskanymi osobnimi udaji bude nakladano jako s ochrafiovanymi skutec¢nostmi a tyto
Udaje budou vyuZity pouze pro potieby studie a nebudou sdélovany tretim osobam.

V Pardubicich dne ................ Jméno a podpis (fesitele- studie):
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Priloha 1 Souhlas etické komise

Ethics Committee (EC)

Regional Hospital Pardubice
Chairman: MUDr. Josef Hajek. CSec.
Kyjevska 44

532 03 Pardubice

Czech Republic

Members:

MUDr. Petr Vojtisek, CSc., head of the Cardiology Dept. submitted in cooperation
with University of Pardubice the application for EC approval of the study focused on
inflammation, oxidative stress and other biochemical parameters in patients with ischemic
heart disease. Involvement of the patient into this study will not influence the patient therapy.
The patients will be submitted only to 3 blood sample collections (a 19 ml) within 2 days and
filling the questionnaire. Patients will be informed about the purpose of this study by
attending physician. Only in the case of their agreement to participate in this study. blood

sampling will be done.

EC approve protocol of the study ..The dynamic of inflammatory markers after PCI in

patients with ischemic heart disease®.

Etic'sa komise 2
pri Pard krajske nemocnici, a.s.
Kyjevska 44 ()
532 03 Pardubice \A ]
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