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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva zavedenim metody HPLC s UV detekci pro stanoveni betainu
a dimethylglycinu ve vzorcich lidské plazmy. Dale stanovenim téchto analytti u riznych skupin
pacientl. Pouze u pacientii s metabolickym onemocnénim a prediabetem byly zaznamenany
srovnatelné vysledky, které jsou uvadény v odbornych publikacich. U ostatnich skupin
pacientt, véetné zavaznych stavi jako selhani ledvin ¢i infarkt myokardu, nebyly zaznamenany

zadné vyrazné zmény od kontrolni skupiny.

KLICOVA SLOVA
betain, dimethylglycin, homocystein, metabolismus jednouhlikatych zbytkt, HPLC

TITLE
Monitoring of processes linked to metabolism of nitric oxide, homocysteine, symmetric

and asymmetric arginine with stress to methyl derivatives of glycine

ANNOTATION

Thesis is focused on quantification of betaine and dimethylglycine by HPLC method
with UV detection in human plasma as biological samples. Further quantification of these
analytes in different patient groups. Only patients with metabolic syndrome and prediabetes
had comparable results as in literature. In other patient groups including serious diseases such
as renal failure or myocardial infarction no significant changes from control group were

observed.
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0 Uvod

V posledni dob¢ vzriista pocet studii, které se zabyvaji stanovenim methylovanych derivati
glycinu, konkrétné betainu a dimethylglycinu, u riznych patologickych stavi. Betain je jednim
ze dvou moznych donorti methylové skupiny pro remethylaci homocysteinu, jehoz zvySena
koncentrace (hyperhomocysteinémie) je markerem piedev§im kardiovaskularnich, ale i jinych
onemocnéni. Stanoveni betainu v plazmé mé& vSak pouze informativni charakter,
zatimco dimethylglycin je prognosticky nadfazeny a ukazuje skutecnou miru remethylace.
Otazkou téchto studii je, zdali mize byt koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé

markerem pocinajicich ¢i probihajicich patologickych stavii.

Driive byla nejpouzivangjsi metodou stanoveni betainu a dimethylglycinu vysokoucinna
kapalinova chromatografie s UV detekci. Dnes je vSak nejvice vyuzivana kapalinova
chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii, ktera oproti klasické UV

detekci disponuje mnohem vétsi citlivosti, rychlosti analyzy a snadnou ptipravou vzorku.

Cilem této prace je zavedeni metody stanoveni betainu a dimethylglycinu vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii s UV detekci a stanoveni téchto analytl u riznych skupin pacientt.
Mezi tyto skupiny patii pacienti s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu, pacienti
s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu, pacienti s diabetes mellitus a riznym
stupném kompenzace, pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou, pacienti se selhanim
ledvin léceni hemodialyzou a diabetes mellitus a pacienti s metabolickym syndromem
a prediabetem. Dale také porovnani naSich vysledkii se studiemi s podobnou tématikou.

U vsech skupin pacientli byly stanoveny i plazmatické koncentrace homocysteinu a kreatininu.
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1 Metabolismus jednouhlikatych zbytku

Jak jiz nazev vypovida, metabolismus jednouhlikatych zbytki (one carbon metabolism) se
tyka prenosu jednouhlikatych skupin nezbytnych pro rizné biochemické reakce v organismu.
Zahrnuje tak metabolismus aminokyseliny methioninu a pro néj nezbytny folatovy cyklus.
Zdrojem jednouhlikatych skupin jsou tak S-adenosylmethionin (SAM), jednotlivé derivaty
tetrahydrofolatu (THF) a zaroven i betain (trimethylglycin). Metabolismus jednouhlikatych
zbytk je tak komplexni d€j, ktery zasahuje do mnoha dalSich biochemickych reakci a ovlivituje
tak velké mnozstvi pochodid Vvorganismu [1]. ZjednoduSené schéma metabolismu

jednouhlikatych zbytku je vyobrazeno na obrazku 1.
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Obrazek 1 - Zjednodusené schéma metabolismu jednouhlikatych zbytkut, upraveno dle [2]

dUMP

Adenosin

Legenda: MAT - methioninadenosyltransferaza, SAM - S-adenosylmethionin, SAH -
S-adenosylhomocystein, SAHH - S-adenosylhomocysteinhydrolaza, CBS - cystathionin-p-syntaza,
CGL - cystathionin-y-lyaza, B6 - vitamin B6, BHMT - betainhomocysteinmethyltransferaza, DMG -
dimethylglycin, MS - methioninsyntaza, S-MTHF - 5-methyltetrahydrofolat, THF - tetrahydrofolat,
GSMT -  glycinsarkosinmethyltransferaza, = MTHFR -  methyltetrahydrofolatreduktaza,
MeTHF -  methylentetrahydrofolat, MtTHF - methenyltetrahydrofolat, FormylTHF -
formyltetrahydrofolat, B12 - vitamin B12, TS - thymidylatsyntaza, dUMP - deoxyuridinmonofosfat,
dTMP - deoxythymidinmonofosfat, DHF - dihydrofolat
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1.1 Metabolismus aminokyseliny methionin

Esencidlni aminokyselina methionin obsahuje siru a methylovou skupinu,
jejimz prenosem dochazi k methyla¢nim reakcim naSeho organismu. Je tak prekurzorem mnoha
dulezitych latek, mezi které patii jednak meziprodukty cyklu (homocystein, cystein, tripeptid
glutathion), ale i samotné methylované produkty. Dalsi vyznamnou funkci této aminokyseliny,
mimo stavebni slozku bilkovin, je pozice iniciatora proteosyntézy [3]. Methionin se ve svém
cyklu mize plné regenerovat remethylaci, nebo mize dochazet k jeho katabolismu a vzniku

aminokyseliny cysteinu [4].

Prvni reakci cyklu je pfeména aminokyseliny methionin na donor methylové skupiny,
S — adenosylmethionin (SAM), za katalyzy enzymem methioninadenosyltransferazy (MAT).
Dochazi tak k aktivaci methylové skupiny pomoci ATP, tedy pfipojenim adenosylu [4].
Mezi SAM zprostfedkované reakce patii napiiklad metylace DNA (regulace genové exprese),
proteini a lipidi. Ma tak podil na vzniku mnoha vyznamnych latek jako kreatinu, karnitinu,
fosfolipida, polyamint, hormont, neurotransmiterd a mnoha dalsich [1]. Po odstépeni
methylové skupiny se zn¢j stava S — adenosylhomocystein (SAH), ktery je inhibitorem
methyltransferdz, a jeho hydrolyzou nasledné vznik4d homocystein. Tato reakce katalyzovana
enzymem S-adenosylhomocysteinhydrolazou (SAHH) je obousmérna a umoziuje tak regulaci

tohoto cyklu, pticemz fyziologicky je preferovana syntéza SAH [4].
Vznikajici homocystein ma tfi mozné cesty, kterymi miiZze byt metabolizovan.

e Prvni cestou je katabolickd (transsulfuracni) cesta, ktera se odehrdva pouze ve tkéani
jaterni, ledvinné, pankreatické a stfevni. Ostatni tkan¢ naseho organismu jsou tak vice
vystaveny negativnim ucinkim zvysené koncentrace SAH a homocysteinu
(napt. endotelové bunky). Homocystein reaguje se serinem za vzniku cystathioninu za
katalyzy enzymem cystathionin-B-syntazou (CBS). Nasledn¢ dochazi k deaminaci
cystathioninu na cystein a a-ketoglutarat za katalyzy enzymem cystathionin-y-lyazou
(CGL). Kofaktorem obou reakci je vitamin B6 [5]. Cystein je aminokyselinou, ktera je
vychozi latkou pro vznik aminokyseliny taurin. Déle je soucasti tripeptidu glutationu,
ktery je dalezitym antioxidantem [1]. Vznikly a-ketoglutarat je dale pfeménén skrze
propionyl-CoA az na sukcinyl-CoA, ktery je meziproduktem Krebsova cyklu [4].
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Dvéma dalSimi cestami jsou dvé rizné moznosti remethylace homocysteinu zpét
na methionin. Tyto reakce jsou dilezité nejen pro efektivni hospodateni s aminokyselinou

methionin, ale i pro detoxikaci homocysteinu a hlavné pro opétovany vznik SAM [6].

e Prvni reakce je katalyzovana enzymem methioninsyntazou (MS) a kofaktorem této
reakce je vitamin B12. Ten zprostfedkovava pifesun methylové skupiny
z N®-methyltetrahydrofolatu (N°-MTHF) na homocystein, ¢imz vznikd methionin

a THF [4].

e Dalsi moznosti je reakce katalyzovana  zinkovym = metalloenzymem
betainhomocysteinmethyltransferazou (BHMT), ktery pienasi methylovou skupinu

z betainu (trimethylglycinu) na homocystein za vzniku methioninu a dimethylglycinu

[7].

ODb¢ tyto cesty jsou zivotné dulezité a fyziologicky v rovnovaze. O tom jaka cesta bude
Vv pfipadé potieby vyuzivdna vice, rozhoduje naptiklad neschopnost enzymu katalyzovat
ptedkladané mnozstvi homocysteinu kvuli jeho sniZzené aktivité v disledku mutace v genu pro
enzym MTHFR [5]. Dalsi mozné ovlivnéni cesty remethylace je napf. nedostatek vitamint
skupiny B (B6, B12, kyselina listova) nebo stimulace aktivity BHMT se soucasnou inhibici

aktivity MS ptisobenim ethanolu [2, 7].

1.2 Metabolismus tetrahydrofolatu

S methioninovym cyklem souvisi i tetrahydrofolat (THF), ktery je koenzymem pienésejici
jednouhlikaté skupiny. Sklada se z pterinového kruhu, kyseliny p-aminobenzoové a glutamatu
a je tak formou aktivované kyseliny listové (vitamin B9). Existuji tak rizné derivaty THF
v zavislosti na ptenasené jednouhlikaté skupiné [8]. Pfipojenim jednouhlikatych skupin formyl,
formimino a methyl na N° vznikaji derivaty N°-formyl THF, N°-formimino THF a N°-methyl
THF. Pfi ptipojeni skupiny formyl na N° vznika N*°-formyl THF. THF také umoziiuje pienos
methylenovych a methenylovych skupin prostfednictvim navézani na N°® a N° za vzniku
N° N*-methylen THF, popiipadé N°N¥-methenyl THF [3]. Struktura THF s jednotlivymi

pfenaSenymi skupinami je vyobrazena na obrazku 2.
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Obrazek 2 - Struktura THF [9]

Vychozi latkou pro vznik N° N*-methylen THF je predevsim serin, ktery mize byt ziskdn
tiistupfiovou reakci z meziproduktu glykolyzy, 3-fosfoglyceratu (3-PG). Dal$im moznym
zdrojem je glycin. Serin je tak donorem methylu pro THF, pfi¢emZ vznika N° N°-methylen
THF a glycin. Reakce je v cytoplazmé katalyzovana enzymem serinhydroxymethyltransefazou
[ (SHMT1), zatimco v mitochondriich SHMT?2 [1].

Vznikly N° N'°-methylen THF miize byt vyuzit jako donor jednouhlikatého zbytku pro
syntézu pyrimidint. Konkrétné jde o preménu deoxyuridinmonofosfitu (dUMP)
na deoxythymidinmonofosfat (dUTP, thymidylat) za katalyzy enzymem thymidylatsyntazy
(TS). Oxidovany dihydrofolat se poté redukuje za katalyzy enzymu dihydrofolat reduktazy
(DHFR) na THF [8].

Dalsi moznosti je preména N°N%-methylen THF na N°-formyl THF za katalyzy
cytoplazmatického enzymu methylentetrahydrofolatdehydrogendzy 1 (MTHFD1) nebo
mitochondrialniho enzymu MTHFD2 [1]. Vznikly N°-formyl THF se podili na syntéze purin.
Konkrétné jde o pfeménu glycinamid-ribosyl-5-fosfatu na formylglycinamid-ribosyl-5-fosfat

za katalyzy enzymem formyltransferazy [3].

Tfeti moznosti je redukce N°N°-methylen THF za katalyzy enzymem
methylentetrahydrofolatreduktazy (MTHFR) na N°>-methyl THF [1]. Tato reakce je soucasti jiz
popsaného methioninového cyklu. N°-methyl THF je donorem methylové skupiny pro
homocystein za vzniku methioninu a THF. Reakce je katalyzovana enzymem MS a jejim
kofaktorem je vitamin B12 [4]. THF je poté zregenerovan pomoci SHMT1 a SHMT2,

¢imz dochazi k ukonceni folatového cyklu [1].
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1.3 Navaznost na dalsi pochody v organismu

Folatovy a methioninovy cyklus svymi meziprodukty zasahuji do mnoha dalSich
metabolickych drah, které ovliviiuji. Z uvedenych popisi cykli je zfejmé, ze metabolické drahy
transmethylace tzce propojuji methionin, homocystein, N°>-MTHF spoleéné s THF, vitaminy
B6 a B12, betain spole¢n¢ s dimethylglycinem a také cholin, latku, z niz je betain endogenné
syntetizovan. V piipadé zpomaleni cyklu dochazi k hypomethylaci napfi¢ celym organismem

[5].

1.3.1 Homocystein

Jednim z klinicky vyznamnych meziprodukti uvedenych cykli je homocystein.
Jiz vnékolika studiich byla prokdzana souvislost jeho zvySené hladiny v krvi
(hyperhomocysteinémie) se zvySenym rizikem pro kardiovaskuldrni onemocnéni
(zejména aterosklerozu) [5]. Hyperhomocysteinémie vSak provazi i1 jind onemocnéni,
jako naptiklad chronické onemocnéni ledvin, perikoncepcni patologie, poruchy vyzivy spojené
s nedostatkem vitaminti skupiny B (B6, B12, B9), vegetarianstvi (popf. veganstvi), dédi¢né
metabolické choroby (mutace v genu pro enzym MTHFR), hemokoagulacni choroby a mnoh¢é
dalsi. Stanoveni homocysteinémie ma své opodstatnéni i pro sledovani mnozstvi methylaci
v organismu. Koncentrace homocysteinu je totiz pfimo umérna metabolitu SAM, ktery je ale

obtizn¢ detekovatelny kvili jeho nizké koncentraci (pfiblizné 500krat nizsi) [4].

Fyziologickd koncentrace homocysteinu v plazmé dospélého jedince je od 5,0 do 14,9
umol/l (v piipadé odebrani vzorku krve nalacno). ZvySena hladina homocysteinu v Krvi
> 15 pmol/l je oznacovana jako hyperhomocysteinémie (HHC) a ma celkem 3 kategorie
uvedené v tabulce 1 [5]. S niz§imi hladinami homocysteinu se mtzeme fyziologicky setkat

u zen v gravidité a u déti. Naopak vyssi koncentrace nachdzime u seniorti nad 65 let [4].

Tabulka 1 - Stupné hyperhomocysteinémie [5]

Stupen homocysteinémie | pmol/l
Mirna 15-30

Stfedné tézka 30-100
Tézka > 100
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Mirnou HHC je mozné snadno ovlivnit prostiednictvim vitamind a neni ptili§ diagnosticky
vyznamnd. Nachazime u ni pouze patologické cévni zmény. Nejproblemati¢téjsi kategorii je
stiedné tézka HHC, zejména kvili mnozstvi jeji mozné etiologie, diky které je interpretace

vvvvvv

onemocnéni [4].

Jednim z patologickych uc¢inki homocysteinu je jeho vlastnost zptsobit oxidacni stres.
Obsahuje totiz sulfhydrylovou skupinu, kterd se snadno oxiduje s jinymi volnymi thioly.
Jako vedlejsi produkt oxidace vznika superoxidovy radikal, ktery mize reagovat s oxidem
dusnatym za vzniku peroxynitritu [10]. Dalsim klinicky dilezitym aspektem je vlastnost
homocysteinu inhibovat enzym dimethylarginaza (DDAH), ktery degraduje asymetricky
dimethylarginin (ADMA) na citrulin a dimethylamin [11]. Zjednodu$ené schéma ovlivnéni

metabolismu jednouhlikatych zbytkii homocysteinem a ADMA je vyobrazeno na obrazku 3.

1.3.2 Metabolismus oxidu dusnatého, symetricky a asymetricky dimethylarginin

Prostiednictvim metabolismu jednouhlikatych zbytkli je ovlivnén i metabolismus oxidu
dusnatého. Oxid dusnaty (NO¢) se diky obsahu neparového elektronu fadi mezi volné radikaly
a je velmi dilezity pro spravnou funkci cévniho endotelu [12]. Je to dano jeho vazodilatacnim

w1

pasobenim [13]. Ve vysokych koncentracich vSak pisobi cytotoxicky [12].

Jeho vznik vorganismu katalyzuje enzym syntaza oxidu dusnatého (NOS).
V endotelialnich bunkach je syntetizovan z aminokyseliny L-argininu za katalyzy enzymem
endotelialni NOS (eNOS) [13]. Meziproduktem reakce je N-hydroxy-L-arginin, ktery mize

poslouzit jako zdroj oxidu dusnatého i ve tkanich, kter¢ NOS neobsahuji [12].

Klinicky vyznamna je blokace NOS ADMA, ktery se tvofi v bilkovinach potransla¢nimi
modifikacemi za katalyzy enzymul proteinargininmethyltransferaz (PRMT) a proteolyzou
je pak uvoliovan do periferie. Miize dochazet i ke vzniku symetrického dimethylargininu
(SDMA), ten vsak funkci NOS neovliviiuje, ale zabranuje bunéénému vychytavani ADMA.
Disledkem inhibice NOS ADMA dochazi k oxidaci kysliku namisto L-argininu, za vzniku
nebezpecného a velmi reaktivniho superoxidového radikalu. Cirkulujici koncentrace ADMA

a SDMA jsou tak markery pocinajicich, ale i pokrocilych kardiovaskularnich onemocnéni [13].
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Setkavame se s nimi ale i u pacientll s onemocnénim ledvin rtizné etiologie. Odbouravani
ADMA je katalyzovano enzymem DDAH, ktery je ale blokovan zvySenou koncentraci
homocysteinu vyskytujici se u této skupiny pacientt. ADMA tak nepodléha degradaci
a kumuluje se v periferii spolecné se SDMA, ktery je fyziologicky vyluCovan moci [14].
Kli¢ova role homocysteinu oproti samotnému poskozeni ledvin byla potvrzena studii,
ve které byly porovnavany plazmatické koncentrace ADMA u pacienti se selhanim ledvin
a pacienti s normalni funkci ledvin se soucasnou hyperhomocysteinémii. Vysledky byly
ve prospéch zdravych jedinct s hyperhomocysteinémii, ktera byla oznacena za hlavni pfi¢inu
zvysené koncentrace ADMA [15]. Ta je v krvi ukazatelem endotelidlni dysfunkce, prvni
predzvésti aterosklerdzy. Nachazime ji také u jedinc, kteti trpi hypercholesterolémii, arterialni

hypertenzi a diabetem [16].
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Obrazek 3 - Zjednodusené schéma ovlivnéni metabolismu jednouhlikatych zbytkti homocysteinem a
ADMA, upraveno dle [10]

Legenda: MAT - methioninadenosyltransferaza, SAM - S-adenosylmethionin, MT - methyltransferaza,
SAH - S-adenosylhomocystein, SAHH - S-adenosylhomocysteinhydrolaza, ADMA - asymetricky
dimethylarginin, SDMA - symetricky dimethylarginin, DDAH - dimethylarginaza, NOS - syntaza NO,
NO - oxid dusnaty, CBS - cystathionin-B-syntaza, CGL - cystathionin-y-lyaza,
B6 - vitamin B6, BHMT - betainhomocysteinmethyltransferaiza, DMG - dimethylglycin,
MS - methioninsyntaza, 5S-MTHF - 5-methyltetrahydrofolat, THF - tetrahydrofolat, B12 - vitamin B12
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2 Betain

Betain (trimethylglycin, glycinbetain) je methylderivaitem aminokyseliny glycin
a dulezitou latkou v nasem metabolismu. Jeho struktura je vyobrazena na obrazku 4. Je mozné
jej ziskat exogenné z potravy nebo endogenné syntézou z cholinu [16]. Mezi potraviny bohaté
na betain patii zejména cukrova fepa (melasa), v niz byl poprvé objeven v 19. stoleti [17].
Dale se také nachéazi ve vyrobcich z pSenice, v motskych plodech ¢i Spendtu. Fyziologicka

koncentrace betainu u dospélych jedincu je pfiblizné v rozpéti od 20 do 70 pmol/1 [16].

O
CHs
H3C_|$|JJ\O_
CHj;

Obrazek 4 - Struktura betainu [18]

2.1 Cholin, tvorba a degradace betainu

Tak jako betain, i cholin mlze byt ziskdn exogenné z potravy nebo endogenné,
a to z lipidového metabolismu (z fosfolipidi). Ustfednim organem pro jeho metabolismus jsou
jatra [20]. Cholin je soucasti fosfatidylcholinu a sfingomyelinu, tedy latek, které jsou nezbytné
pro bunééné membrany [7]. Dale jej obsahuje i plicni surfaktant a lipoproteinové castice.

Dalsi vyznamnou latkou jej obsahujici je neurotransmiter acetylcholin [3].

V ptipad€ piijmu betainu potravou dochazi ke vstupu do bunék pomoci transportéru
gama-aminomaselné kyseliny nebo transportnim systémem aminokyselin. Endogenni tvorba
betainu z cholinu probihd v mitochondrialni matrix hepatocytli, pomoci dvou nevratnych
dehydrogenac¢nich enzymatickych reakci. Prvni zreakci je katalyzovana enzymem
cholinmonooxygenazou (CMO) za ucasti FAD, ktery je spojen s vnitini mitochondrialni
membranou, a vznikd meziprodukt betainaldehyd. DalSi reakce je katalyzovdna enzymem
betainaldehyd dehydrogenazou (BAH) za ucasti NAD, koneénym produktem je betain. Ten je
poté transportovan do cytosolu, kde mulze byt pisobenim BHMT metabolizovan na

dimethylglycin [6, 20]. Lokalizace téchto d&€ju je vyobrazena na obrazku 5.
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V ledvinnych tubulech je betain aktivné reabsorbovan a jeho exkrece do moci je tak nizka
(<2 % frakeni clearance) a konstantni i po podani dietarniho betainu [22]. Pohybuje se okolo
2 az 35 mmol/mol kreatinin u zdravého dospélého jedince [23]. Piedpoklada se tak, Ze jde
o fyziologické ztraty zplUsobené osmoregulaci (ztratou =z dfené¢ ledvin pifi findlnim

zakoncentrovani moce). Normalni cestou degradace betainu je tedy katabolismus [22].

CDH BADH DMGDH SDH GDC
cholin ——— betain aldehyd —— betain dimethylglyein =g sarkosin ——<g glycin =< €0,

THF 5,10-CH,THF  THF 5,10-CH, THF THF 5,10-CH, THF

MITOCHONDRIE BHMT

CYTOSOL betain  ———g dimethylglycin

homocystein methionin

Obrazek 5 - Lokalizace metabolismu betainu a dimethylglycinu, upraveno dle [24]

Legenda: CMO - cholinmonooxygenaza, BADH - betainaldehyddehydrogendza, BHMT -
betainhomocysteinmethyltransferaiza, DMGDH -  dimethylglycindehydrogendaza, ~SDH -
sarkosindehydrogenaza, GDC - glycindekarboxylaza

2.2 Osmolyticka funkce

Betain patfi mezi latky nazyvané osmolyty, které umoznuji regulovat stav bunécné
hydratace diileZité pro jejich spravnou funkeci. Pfi vystaveni buniky hyperosmolarnimu prostiedi
dochazi ke zmenSeni jejiho objemu aakumulaci anorganickych iontd (Na*, K*, CI)
s organickymi osmolyty (betain, n€které aminokyseliny, sorbitol). Regulace pomoci transportu
anorganickych iontl bunécnou membranou je vtomto pifipad€ limitovdna, protoZe jejich
vysoka koncentrace destabilizuje struktury proteinli. Proto jsou v tomto piipadé pro regulaci
uptednostinovany organické osmolyty, které struktury proteind neovliviiuji. V ptipadé potieby
se pak osmolyty syntetizuji a umoznuji tak zadrzovani vody. Z tohoto ditvodu se betain v hojné
mife nachdzi v ledvinné tkéni, kde chrani buiiky pfed vysokymi koncentracemi elektrolytti

a mocoviny pii finalnim zkoncentrovani moce [6].
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2.3 Donor methylové skupiny

Pfi odstépeni své methylové skupiny slouzi betain jako donor pro remethylaci
homocysteinu v methioninovém cyklu. Umoziuje tak opétovany vznik aminokyseliny
methionin, tedy reakci, ktera je katalyzovana zinkovym metalloenzymem BHMT [7].
Déje se tak predevsim v jatrech a ledvinach. Nedostatecna metylace méd mnoho zavaznych
dasledkti, mezi néz patii napiiklad naruSeni metabolismu proteinti (zvySend koncentrace
homocysteinu, snizena koncentrace SAM) nebo nedostate¢nym metabolismem lipidi v jatrech,
ktery vede ke steatoze a nasledné plazmatické dyslipidémii. Diky tomu se nedostate¢nd hladina
betainu nachazi zejména u pacientl s chorobami lipidového metabolismu, dale také
u diabetickych pacientli, u pacientl s vaskularnimi onemocnénimi a pravdépodobné i1 dalSimi

chorobami [25]. Také byl prokazan jeho vliv na reprodukcei [5].

Betain zvysuje hladinu sérového methioninu a také rychlost transmethylace. Dochézi tak
ke zvySovani SAM, ktery je pfimym donorem methylti pro dulezité biochemické reakce
(napf. pro syntézu proteind, kreatinu, fosfolipidi, karnitinu, hormoni - adrenalinu a také pro

methylaci DNA) [6].

2.4 Lipotropni efekt

Pfi nedostatecném mnozstvi cholinu (a z néj vznikajiciho betainu) dochazi v organismu
ke snizené dostupnosti jaterntho SAM pro methyla¢ni reakce. Dusledkem je pak snizena
koncentrace = methylovanych  produktti, napt. fosfatidylcholinu, ktery  vznika
z fosfatidylethanolaminu prostfednictvim enzymu fosfatidylethanolaminmethyltransferazy
(PEMT) a je dilezitou slozkou lipoproteinovych castic typu VLDL (very low density
lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté) [21]. Pokud v organismu neni dostate¢na
syntéza VLDL, dochazi tak k akumulaci lipidd v jatrech, coz mize byt pficinou
tzv. nealkoholického tukového onemocnéni jater (NAFLD, non alcoholic fatty liver disease).
Jde 0 jedno z nejéastéjSich onemocnéni jater na svéte, které se miize rozvinout v nealkoholickou
steatdzu (NASH, ,,non alcoholic steatohepatitis) a ptejit az do cirhotického stadia, vzniku
hepatocelularniho karcinomu ¢i jaterniho selhdni [3]. Mezi dal$i mozné pfi€iny patii zvySena
lipogeneze a pretrvavajici lipolyza v adipocytech (vlivem zvysené nabidky lipidi). NAFLD

byva také Casto spojen s diabetem a inzulinovou rezistenci [26].
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Podobné¢ i nadmérnd spotieba alkoholu zpusobuje alkoholové poskozeni jater (ALD,
»alcohol liver disease). Ethanol je v organismu odbouravan plisobenim enzymu
alkoholdehydrogenazy a aldehyddehydrogenazy, pii¢emz prudce vzrustd pomér NADH /
NAD™ v jaterni tkani. Dochazi tak k poruse oxidace mastnych kyselin a ke zvyS$ené lipogenezi,

coz vyusti v akumulaci lipidu [3].

Pisobenim ethanolu také dochazi ovlivnéni enzymti metioninového cyklu v reakcich
tykajici se remethylace homocysteinu. Inhibi¢né ptlisobi na enzym MS (donor methylu
N°-MTHF) a stimula¢né ptisobi na enzym BHMT (donor methylu betain). [2] Veskery betain
se ale pro syntézu methioninu nemtiize vyuzit, protoze je nutné zachovat dostate¢né mnozstvi
betainu pro osmolytickou regulaci bunék a vznikéd tak hyperhomocysteinémie [6]. Zaroven
dochazi ke kumulaci nebezpe¢ného SAH, ktery je vyznamnym inhibitorem methyla¢nich
reakci. Mezi tyto reakce patii napt. vznik fosfatidylcholinu, ¢imz se mlze vysvétlit steatdza

jater vznikla po nadmérné spotiebé alkoholu [16].

3 Dimethylglycin

Dimethylglycin je latkou, ktera vznika v methioninovém cyklu pii jedné ze dvou moznych
remethylaci homocysteinu. Z toho je mozné usuzovat, Ze stanoveni betainu ma pouze
informativni charakter, zatimco stanoveni dimethglycinu je pfimym ukazatelem remethylace
[4]. Jeho struktura je vyobrazena na obrazku 6. Uzce tak souvisi s cholinem, betainem,

sarkosinem a glycinem [16].

CHs O

|

Obrazek 6 - Struktura dimethylglycinu [19]

3.1 Vznik a degradace dimethylglycinu

Dimethylglycin vznika pfi remethylaci homocysteinu na aminokyselinu methionin za
vyuziti betainu jako zdroje methylové skupiny. Reakce je katalyzovana zinkovym
metalloenzymem BHMT [5]. Po vzniku dimethylglycinu nasleduji dvé reakce, pfi niz se z n¢j

postupné odstépi obé methylové skupiny za vzniku aminokyseliny glycinu.
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Nejprve se stava donorem samotny dimethylglycin, ze kterého je pfenesena methylova
skupina na akceptor THF za katalyzy enzymem dimethylglycindehydrogenazou. Vznika tak
N®, N0 - methylenTHF a sarkosin. V dalsi navazujici rekci je donorem methylu sarkosin, ktery
op¢t umoziuje methylaci THF za katalyzy enzymem sarkosindehydrogenazy, a dava tak vznik
kone¢nému glycinu. Kofaktorem obou téchto reakci je FAD [7]. Popsané reakce, vcetné
mozného vzniku betainu z acetylcholinu a fosfatidylcholinu skrze cholin, jsou piehledné
vyobrazeny na obrazku 7. Malé mnozstvi dimethylglycinu je také vyluCovano moci,

a to piiblizn¢ od 1 do 10 mmol/mol kreatininu [22, 26].
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@ Choline dehydrogenase !
CH3 .
@ Betaine-aldehyde dehydrogenase @ t NAD
NADH
@ Betaine homocysteine S-methyltransferase CH;
@ Dimethylglycine dehydrogenase Betaine H3C'N‘CH2‘COOH
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Glycine NH,-CH,-COOH

Formate

Obrazek 7 — Dimethylglycin a jeho uloha v metabolismu jednouhlikatych zbytka [7]

4 Metody stanoveni betainu a dimethylglycinu

Mezi nejcastéj$i metody stanoveni betainu a dimethylglycinu ve vzorku plazmy (séra)
nebo moce patii chromatografické metody, konkrétné kapalinovd chromatografie. V dne$ni
dob¢ je nejvice pouzivana kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Vzorky plazmy
(séra) lze zpracovat bez ptedchozi upravy, zatimco vzorky moce je nutné vhodné natedit kvuli

vysokému obsahu soli.
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4.1 Kapalinova chromatografie s UV detekei

Stanoveni betainu a dimethylglycinu v biologickych vzorcich je zalozeno na principu
ionexové chromatografie. Protoze jde o latky povahy karboxylovych kyselin, které nevykazuji
fluorescenéni nebo UV absorbujici vlastnosti, je nutnd jejich derivatizace [28].
Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekcei vyuziva predkolonové

derivatizace.

Jako derivatizaéni ¢inidlo se nejéastéji vyuziva 4-bromfenacyl bromid (2-bromacetofenon)
pro derivatizaci karboxylovych kyselin, spolecné s katalyzatorem reakce 18-crown-6.
Chemikalie jsou rozpustény v acetonitrilu, ktery slouzi k deproteinaci a zaroven extrakci
analyt [29]. Do reakce se také pridava roztok KH2POs, diky kterému nedochazi ke vzniku
dvojpiku u dimethyglycinu, jejimz divodem je dvojitd alkylace. B¢hem vzniku
fenacylbromidovych esterti je nutné vzorek inkubovat ve vodni lazni pti 80 °C po dobu
60 minut. Po ochlazeni na pokojovou teplotu je, podobné jako v jednotlivych krocich
derivatizace, potfebné dokonalé promiseni vzorku, aby se doséhlo optimalnich podminek pro
extrakci. Poslednim krokem derivatizace je centrifugace. Vznikly supernatant obsahujici
zadouci estery se vyuziva k analyze. Detekce probiha pii 254 nm a doba analyzy neptesahuje
25 minut. Jako standardni roztoky se vyuZzivaji roztoky ¢istych latek [29]. Schéma derivatizace

je vyobrazeno na obrazku 8.

@]
O Br—@—E—CHgBr (9] O

R—C—OH 03¢ R—G—OCH,—C 5
—C—0 o0 °C » 5 r

Obrazek 8 - Derivatizace (4-bromfenacyl bromid) [30]

Dal$im mozZznym derivatizaénim cinidlem je napf. 4-bromofenacyl triflat ve spojeni
s MgO. Zde je nejdiive vzorek plazmy (séra) ¢i moce vysusen pii 60 °C pod horkym dusikem.
Vznikly odparek je nasledné rozpustén ve smési acetonitrilu a vody, ke kterému se poté piidava
4-bromofenacyl triflat a MgO. Po 5 minutové inkubaci je vzorek zcentrifugovan a vznikly

supernatant je pouzit k analyze. Detekce probiha pfi 260 nm [31].
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Ve spojeni s MgO se také vyuziva derivatizacni Cinidlo 2-naftacyltriflat. Zde je postup
derivatizace odlisny a nejdiive dochazi k extrakci latek do smési acetonitrilu s methanolem.
Poté se do reakce ptidava sulfat sodny a po 60 minutové inkubaci se vzorek zcentrifuguje.

Vznikly supernatant se vyuziva k derivatizaci. Detekce probiha pti 249 nm [28].

Uvedend derivatizacni ¢inidla vSak nejsou specifickd a umoznuji tak vznik i jinych
derivatizovanych latek ptfitomnych v plazmé. VSechny uvedené metody analyzy betainu
a dimethylglycinu jsou zaloZené na systému s reverznimi fazemi a probihaji isokraticky.
Mobilni faze se sklada z 90 % - 97,5 % acetonitrilu a redestilované vody, dale je obohacena

napf. o cholin, kyselinu citréonovou, kyselinu sukcinovou, trimethylamin a podobné

[27, 28, 30].

4.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Metoda kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii  (LC-MS) nebo
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) jsou dal$i moznou a v dnesni
dobé nejcastéji vyuzivanou metodou pro stanoveni betainu a dimethylglycinu v biologickém

materialu.

Spojeni metody kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci disponuje mnohem vyssi
citlivosti oprott HPLC s UV detekci. Dalsi vyhodou je kratkd doba analyzy a jednoducha
ptiprava vzorku k analyze, ktera je mnohdy pln¢ automatizovana. Nedochazi zde k derivatizaci
vzorku, pouze k jeho deproteinaci, nasledné centrifugaci a analyze supernatantu. Deproteinace
se provadi smisenim s acetonitrilem (1:3), do n¢hoZ se betain a dimethylglycin nasledné

extrahuji. V nekterych ptipadech je jako extrakéni ¢inidlo pouzit acetonitril smiseny s vodou
[32].

Jako interni standardy jsou vyuzivany deuterovany betain (do-betain) a dimethylglycin
(do-dimethylglycin). Casto je v ramci jedné analyzy stanovena i hladina plazmatického cholinu.
Zatimco u chromatografie s UV detekci je eluce nejcastéji izokraticka, u hmotnostni detekce se
setkame s eluci gradientovou. Mobilni faze se sklada z acetonitrilu s mraven¢nanem amonnym

V rizném poméru [32].
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4.3 Chromatografie hydrofobnich interakei (HILIC)

Betain a dimethylglycin lze v biologickych vzorcich stanovit i metodou HILIC
(Hydrophilic interaction chromatography) spojenou s hmotnostni spektrometrii. Vyuziva se
metody ultraucinné kapalinové chromatografie (UPLC-MS/MS) nebo extrémné ucinné

kapalinové chromatografie (UHPLC-MS/MS) s tandemovou hmotnostni spektrometrii [17].

Podobné jako ptredchozi metoda s hmotnostni detekci disponuje vysokou citlivosti,
snadnou ptipravou vzorku a kratkou dobou analyzy. Jako interni standardy se také vyuzivaji
deuterovany betain (do-betain) a dimethylglycin (do-dimethylglycin). Vzorek plazmy
nebo moce (piipadné¢ standardni roztok) je pfidan k internimu standardu rozpusténému
Vv acetonitrilu, diky némuz dochézi k deproteinaci vzorku a zaroven i k extrakci analytd.
Extrakce se zde provadi intenzivnim mixovanim po dobu 30 s. Centrifugaci vznikly supernatant

se vyuziva k analyze [17].

I zde se vyuziva gradientové eluce, pfiCemz mobilni faze obsahuje acetonitril
s mravencanem amonnym Vv rizném pomeéru. V ramci jedné analyzy se stanovuje soucasné

i hladina cholinu a acetylcholinu. [33]

4.4 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii

Dal$i moZnou metodou stanoveni betainu a dimethylglycinu je kapilarni elektroforéza
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (CE-MS/MS). Vzorek plazmy se deproteinuje
v nadbytku acetonitrilu a po centrifugaci se vznikly supernatant odpaii pod vakuem. Ten se
nasledné roztedi destilovanou vodou a tim je pfipraven k analyze. I zde se jako interni standardy

vyuZzivaji deuterovany betain (do-betain) a dimethylglycin (de-dimethylglycin) [34].

5 Vyznam stanoveni betainu a dimethylglycinu

Stanoveni betainu a dimethylglycinu je pfimym ukazatelem remethylace homocysteinu
cestou katalyzovanou enzymem BHMT. Snizena plazmatickd koncentrace betainu tak koreluje
se zvySenou hladinou nebezpecného metabolitu homocysteinu, ktery je vyznamnou latkou
provazejici rizné patologické stavy. Prognosticky nadifazenym diagnostickym markerem

je vsak dimethylglycin, ktery je skute¢nym ukazatelem miry remethylace homocysteinu [35].
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Nizké plazmatické koncentrace betainu mohou znamenat nedostatecny piijem betainu
(cholinu) v potravé, nadmérnou ztratu cholinu ¢i vadnou syntézu betainu z cholinu. Naopak
vysoké koncentrace betainu mohou byt zpusobeny jeho Unikem z bun¢k, kde se nachazi

ve vyS$8ich koncentracich, vlivem $patné regulace jeho vyluovani [22].

Snizené plazmatické koncentrace dimethylglycinu mohou byt zpiisobeny nedostate¢nou
plazmatickou koncentraci betainu nebo inhibici enzymu BHMT. [36] Naopak zvySené
plazmatické koncentrace dimethylglycinu odpovidaji hyperhomocysteinémii nebo stimulaci

enzymu BHMT (napf. ethanolem) [2].

5.1 Vyznam stanoveni u zdravé populace

Fyziologické plazmatické koncentrace betainu i dimethylglycinu jsou u muzi nepatrné
vys$$i nez u Zen. Plazmaticka koncentrace betainu u zdravého dospélého ¢lovéka je ptiblizné
od 20 do 70 pumol/l a je oproti dimethylglycinu vice variabilni [37]. V pifipadé¢ méfeni
dimethylglycinu metodou HPLC sUV detekci se uvadéji plazmatické koncentrace
az 144 umol/1 [29].

Plazmaticka koncentrace dimethylglycinu je naopak vyrazné€ nizsi, a to pfiblizné
od 1 do 5 umol/l [31, 32, 38]. Podobn¢ jako u betainu, i zde jsou uvadény vyssi hodnoty
Vv ptipadé méfeni metodou HPLC s UV detekei, a to do 13 pmol/I [29].

5.2 Vyznam stanoveni u kardiovaskularnich onemocnéni

U pacientd s kardiovaskularnimi  chorobami nalézdme hyperhomocysteinémii,
ktera je provazena sniZzenou plazmatickou koncentraci betainu a z toho vyplyvajici zvySenou
plazmatickou koncentraci dimethylglycinu [27]. Nachazime vSak i zvySené plazmatické
koncentrace betainu vlivem poruchy regulace vyluGovani betainu z tkani, kde je jeho
koncentrace vys$si nez v krvi (v ramci mmol/l) nebo inhibici enzymu BHMT (napf. zvySenou

koncentraci dimethylglycinu) [22].

Nizké plazmatické koncentrace betainu jsou spojeny s akutnim infarktem myokardu,
zatimco vysoké plazmatické koncentrace betainu se srde¢nim selhanim. U obou onemocnéni
je soucasné pfitomna zvySena plazmatickd koncentrace homocysteinu, ktera koreluje

se zvySenou plazmatickou koncentraci dimethylglycinu [22].
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Setkavame se zde i s abnormalni exkreci betainu do moce. U pacientll se srde¢nim
selhdnim a zvySenou plazmatickou koncentraci betainu dochézi ke zvySené exkreci. Naopak
u pacientu s infarktem myokardu, kde je plazmaticka koncentrace betainu nizka, dochazi
k nizké exkreci. Vyznam na exkreci betainu do mo¢e ma i druh pouzité terapie, protoze néktera

1€¢iva (napf. fibraty) ji zvysuji [22].

5.3 Vyznam stanoveni u diabetes mellitus

U pacienti s onemocnénim diabetes mellitus (DM) dochazi k naruSeni metabolismu
betainu a jeho koncentrace je tak u této skupiny variabilni, ackoliv podobné plazmatickym
koncentracim u zdravé populace [39]. Jednim 2z moznych vysvétleni variability
je pravdépodobnd regulace exprese enzymu BHMT prostfednictvim inzulinové represe.
Z tohoto divodu je zvySena plazmaticka koncentrace betainu markerem kardiovaskularniho
rizika. [36] Vzhledem k moznym protektivnim G¢inkiim dimethylglycinu na metabolismus
glukézy nachazime u pacientti jeho snizené koncentrace pii soucasné hyperglykémii [40]. Mezi

vysledky pacientli s onemocnénim diabetes mellitus 1 a 2 typu nebyl nalezen zadny rozdil [41].

Exkrece betainu je fyziologicky nizka (frakéni clearance < 2,5 %) a konstantni i po podani
dietarniho betainu. U pacientd s DM zéaroven souvisi s vylu¢ovanim rendlniho osmolytu
sorbitolu, coz nebylo pozorovano v zadné jiné pozorované skupiné pacientd [42]. V ramci
nckolika studii byla potvrzena zavislost mezi zvySenou exkreci betainu moci a zvySenou

hladinou glykovaného hemoglobinu, s tim souvisejici hyperglykémii a glykosurii [41].

Soucasné také s rendlni dysfunkci, kterd vede k exkreci nizkomolekularnich latek véetné
betainu. Na mnoZstvi vylouceného betainu mo¢i ma vliv i1 druh terapie, napf. pii 1écbé fibraty

je exkrece zvySena, zatimco pfi uzivani diuretik dochézi k jejimu snizeni [41].

5.4 Vyznam stanoveni u onemocnéni ledvin

U pacientli s onemocnénim ledvin nachdzime hyperhomocysteinémii, ktera je zptisobena
snizenou funkci ledvin, Vv nichZz metabolismus homocysteinu intenzivné probiha [43].
Dalsi moZnou pfi¢inou hyperhomocysteinémie je poSkozeni jeho metabolismu v extrarenalni
tkani [44]. S koncentraci plazmatického homocysteinu koreluje hladina plazmatického

dimethylglycinu a umoznuje tak koncentraci homocysteinu v plazmé predikovat [45].
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Pti¢inou zvySené koncentrace dimethylglycinu mize byt nedostate¢na hladina kyseliny
listové vlivem intenzivni remethylace homocysteinu. Protoze je kyselina listova nezbytna i pro
degradaci dimethylglycinu, dochazi k jeho akumulaci, ktera vede k inhibici enzymu BHMT
[43]. Plazmatické koncentrace betainu piesto nejsou vyrazné odlisné od zdravé populace,
podobn¢ jako u pacientli s onemocnénim diabetes mellitus [45]. Dale u téchto pacienttl

nachazime abnormalné zvysené nebo abnormalné snizené vylu¢ovani betainu moci [22].

5.5 Vyznam stanoveni u onemocnéni s poruchou metabolismu lipidi

U pacientt s lipidovymi onemocnénimi (zejména metabolickym syndromem) nachdzime
snizenou plazmatickou koncentraci betainu. Zaroven u téchto pacientii dochazi ke zvySenému
vyluéovani betainu moci, coz vede k hyperhomocysteinémii [46]. Snizena plazmaticka
koncentrace betainu tak negativné koreluje lipidovymi markery (plazmatickou koncentraci
triacylglycerolii, non-HDL cholesterolu) a homocysteinem [47]. MiZeme tedy fici, ze je

spojena s vysokym rizikem vzniku kardiovaskularnich chorob. [22].

Na hladinu betainu ma vSak vliv i terapie. U pacientl, ktefi uzivaji fibraty dochazi ke
zvySenému vylucovani betainu do moci, zatimco terapie statiny zptisobuje jen mirné zvySeni
plazmatické koncentrace, které je vSak zanedbatelné. Podobné jako u pacientd

s kardiovaskularnimi chorobami nachdzime zvysené plazmatické koncentrace dimethylglycinu

[22].

33



6 Cil prace
Cilem diplomové prace je zavedeni metody stanoveni betainu a dimethylglycinu
Vv biologickych vzorcich (plazm¢) metodou HPLC s UV detekei. Déle také stanoveni téchto

analyti u riiznych skupin pacientt a jejich zhodnoceni.
Mezi zahrnuté skupiny pacientd patfi:

e pacienti s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu

e pacienti s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu

e pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace

e pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou

e pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou a diabetes mellitus

e pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem
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7 Experimentalni ¢ast
7.1 Material

7.1.1 Biologické vzorky

Vzorky krve byly odebrany do zkumavek s antikoagula¢nim ¢inidlem heparinatem lithnym
(Vacuette, Greiner Bio-One, GmbH, Rakousko). Nasledné byly centrifugovany po dobu 10 min
pti 2000 x g. Odebrana plazma byla rozdélena na vice alikvott, které byly uskladnény

V hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C az do doby analyzy.

Pro zavedeni metody byly vyuzity vzorky plazmy od 30 darct z transfuzniho oddé¢leni
Fakultni nemocnice v Plzni. Soubor obsahoval 15 muzi a zen ve vékovém rozmezi

od 39 do 61 let.

Soubor pacientll s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu obsahoval

15 muzi a 5 Zen ve vékovém rozmezi od 35 do 65 let.

Soubor pacientll s bolesti na hrudi a vyloucenym infarktem myokardu obsahoval

2 muze a 8 Zen ve vékovém rozmezi od 30 do 73 let.

Soubor pacientu s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace obsahoval

10 muzt a 12 Zzen ve v8kovém rozmezi od 20 do 80 let.

Soubor pacientil se selhanim ledvin 1é¢enych hemodialyzou obsahoval 17 muzi a 3 Zeny

ve vékovém rozmezi od 27 do 66 let.

Soubor pacientl se selhanim ledvin a diabetes mellitus obsahoval 12 muzi a 8 Zen

ve vékovém rozmezi od 36 do 67 let.

Soubor pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem obsahoval 9 muzi a 11 Zen

ve vékovém rozmezi od 44 do 73 let.
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7.1.2 Chemikalie
Acetonitril (C2H3N, M, 41,05) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Choline chloride (CsH1sCINO, M; 139,62) (Sigma-Aldrich, Némecko)

2,4-Dibromacetofenon (Br2CsHeO, Mr 227,94) (Sigma-Aldrich, Némecko)

18-Crown-6 (C12H240¢, Mr 264,32) (Fluka Chemika, Sigma-Aldrich, Némecko)
Dimethylglycin (CsHgNO2, Mr 103,12) (Fluka Chemika, Sigma-Aldrich, Némecko)

Betaine anhydrous (CsH11NO2, Mr 117,15) (Fluka Chemika, Sigma-Aldrich, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4, Mr 139,06) (VWR International, USA)

NaOH (NaOH, Mr 40,00) (VWR International, USA)

7.1.3 Pomicky a p¥istroje

Kapalinovy chromatograf Thermo Separation Products SpectraSYSTEM: odplynova¢ SCM

1000, pumpa P 2000, automaticky davkovac¢ AS 3000, UV detektor UV 2000, fluorescencni
detektor FL 3000, tidici jednotka SN 4000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Chromatograficka kolona Supelcosil™ LC-SCX HPLC Column, 5um, 25 ¢cm X 4,6 mm
(Supelco Inc., Sigma-Aldrich, Némecko)

Ochranné ptedkolona Supelcosil™ LC-SCX Supelguard™ Cartridge, 5um, 2 cm X 4,6 mm
(Supelco Inc., Sigma-Aldrich, Némecko)

Nylonové filtry Nylon filter membranes 0,45 pm, 47 mm (Supelco, Sigma-Aldrich, Némecko)
Filtra¢ni systém na filtraci roztokii pro chromatografii

Ultrazvukova vodni lazen UC-80 (STURDY, Taiwan)

Vodni lazen 1003 (GFL, Némecko)

Ttepacka Reax Top (Heidolph, Némecko)

Centrifuga UNIVERSAL 320 R (Hettich, Némecko)

Mikrocentrifuga MIKRO 220 R (Hettich, Némecko)

Odbérové zkumavky Vacuette Li-heparin, 4 ml (Greiner Bio-One GmbH, Rakousko)

Polypropylenové zkumavky 1,5 ml (FL medical, Italie)
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Hlubokomrazici box MDF-DC700VX-PE (Sanyo, Japonsko)
Automatické pipety Finnpipette (Sigma Aldrich, Némecko)
Analytické vahy 125 A (Precisa, Svycarsko)

Chladnicka FKS 3602 (Liebherr, Némecko)

Sklenéné vialky (Sigma-Aldrich, Némecko)
7.1.4 Piiprava pracovnich roztoki

7.1.4.1 Mobilni faze

Mobilni faze je slozena z90 % acetonitrilu, 10 % redestilované vody a cholinu
0 koncentraci 22 mmol/l. Byla ptipravena z navazky 3,072 g cholinu rozpusténého ve 100 ml
redestilované vody a doplnéna na objem 1 000 ml acetonitrilem. Hotova mobilni faze byla
vakuove¢ filtrovéna pies nylonovy filtr o velikosti porit 0,45 pm a odplynéna v ultrazvukové

lazni po dobu 30 minut. Hotova mobilni faze byla uchovavana v chladniéce pti 4 °C.

7.1.4.2 Kalibra¢ni roztoky

Zasobni roztoky byly pfipraveny zroztoku ¢istych latek betainu a dimethylglycinu
o0 koncentraci 1 mmol/l. Zasobni roztok betainu o koncentraci 1 mmol/l byl pfipraven z navazky
0,0234 g ve 200 ml redestilované vody. Zasobni roztok dimethylglycinu o obdobné koncentraci
byl ptipraven z navazky 0,0206 g ve 200 ml redestilované vody. Hotové zasobni roztoky byly
uchovavany v chladni¢ce pfi 4 °C. Smésné kalibrac¢ni roztoky byly pfipraveny zfedénim

zasobnich roztokd redestilovanou vodou na pozadované koncentrace uvedené v tabulce 2.

Tabulka 2 - Koncentrace jednotlivych smésnych kalibra¢nich roztoku

Smésny standard | Betain (umol/l) | Dimethylglycin (umol/l)
1. 8 2
2. 16 4
3. 32 8
4. 64 16
5. 128 32
6. 256 64
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7.1.43 Pufr
Pufr potiebny pro derivatizaci (pH = 6) byl pfipraven smisenim 5,64 ml 0,1 mol/l NaOH
$ 50,00 ml 0,1 mol/l KH2PO4 a doplnénim na 100 ml destilovanou vodou. Hotovy pufr byl

uchovavan v lednici pii 4 °C.

7.1.4.4 Derivatiza¢ni ¢inidlo
Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo pfipraveno navazkou 0,3475 g 2,4-dibromoacetofenonu
a 0,0165 g 18-crown-6 rozpusténych ve 25 ml acetonitrilu. Hotové derivatiza¢ni ¢inidlo bylo

uchovavano v lednici pii 4 °C.

7.2 Stanoveni betainu a dimethylglycinu metodou HPLC s UV detekci

7.2.1 Optimalizace metody stanoveni
Pro stanoveni koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé byla vyuzita mirné

upravena metoda M. D. Laryea. [29]

7.2.1.1 Mobilni faze

Slozeni mobilni faze bylo zachovéano, ackoliv mu byla vénovéana pozornost. Divodem byly
rozdilné retencni Casy analytl ve srovndni s literaturou. Se slozenim mobilni faze s 90 %
acetonitrilu (ACN), 10 % destilované¢ vody a 22 mmol/l cholinu byla eluce pfili§ rychla
(4,9 min pro dimethylglycin a 5,7 min pro betain) oproti 12,7 min a 14,8 min. Pfi sniZeni
koncentrace cholinu na polovinu (11 mmol/l) doslo k mirnému posunu retencnich casu,
a to na 7,4 min a 8,8 min. Toto feSeni se neosvéd¢ilo pfi separaci biologickych vzorkd,
kdy nebyly piky stanovovanych analyti ostie ohranicené, piestoze piky standardnich roztoka
byly téméf nezménény. Pii snizeni koncentrace cholinu na 2,2 mmol/l byly piky rozmyté
a eluce betainu pfesahovala 20 min. Taktéz zmé&ny poméru ACN a redestilované vody

(95 % : 5 %) nepfineslo zadouci vysledky.

7.2.1.2 Derivatizace

Divodem pro zmény v derivatizaci byla obtizna separace dimethylglycinu v biologickych
vzorcich. Zptsob derivatizace byl pozménén pridanim pufru KH2PO4/NaOH o pH 6 a inkubaci
20 min pii pokojové teploté pred pridanim derivatiza¢niho ¢inidla. Timto zasahem jsme omezili
vznik dvojpiku u dimethylglycinu, ktery je zpusoben dvojitou alkylaci (O-alkylace
a N-alkylace).
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V piipadé¢ metody stanoveni dle Laryea je tento problém vyfeSen pouhym pifidanim
KH2PO4 o koncentraci 0,1 mol/l, coz se ale v nasem piipadé¢ neosveéd¢ilo ani s pouzitim
koncentrace 0,5 a 1 mol/l. Testovana doba inkubace byla v riznych Casovych intervalech

(15, 30 a 60 min) a jako nejoptimalné;jsi byla vybrana délka 60 minut, obdobné jako v literatuie.

7.2.1.3 Chromatografické stanoveni

Dalsi zménou je objem nastiiku, ktery byl dle literatury 15 pl, ale v nasem ptipadé¢ zpusobil
pii kterém dochazelo k lepsi separaci a vzniku ostrych pika. V zavislosti na rychlé eluci latek
byla upravena i doba analyzy. VSechny UV absorbujici latky byly eluovany do 15 minut na

rozdil od 25 minut uvedenych v literatute.

Posledni zménou je teplota kolony, kterd je v nasem piipadé 33 °C oproti uvadeéné
pokojové teploté. Diivodem je neklimatizovand mistnost, v niz se chromatograf nachazi.
Na zaklad¢ zvolenych chromatografickych podminek byly retencni ¢asy pro dimethylglycin
a betain 4,9+ 0,1 a5,7+ 0,1 min.

7.2.1.4 Urceni koncentrace analytii ve vzorcich

Vzhledem k povaze vzorkl jsme pro vypocet koncentraci obou analytd vyuzili smésnou
plazmu oproti smésnému standardnimu roztoku. Skute¢na koncentrace analyti ve smésné
plazmé byla zjisténa metodou standardnich pfidavki a nasledné byla pouzivana k jednobodové
kalibraci. Alikvoty smé&sné plazmy byly uchovavany pti -80 °C v hlubokomrazicim boxu a pfi

kazdé derivatizované sérii vzorka byl pouzit Cerstvy alikvot.

Divodem pro pouziti smésné plazmy se znamou koncentraci obou analytti K uréeni
koncentrace v neznamych vzorcich byla matrice vzorku a dale také koeluce dimethylglycinu
s latkami s podobnym reten¢nim ¢asem, diky ¢emuz vychazely koncentrace dimethylglycinu
(napf. u ledvinovych onemocnéni). Tyto latky se ndm nepodafilo odseparovat zménou sloZeni
mobilni faze, ani zménami v pribehu derivatizace. Koncentraci betainu bylo mozné pocitat i ze
standardniho roztoku ¢isté latky, ale pro tplnost byla pocitina obdobné jako koncentrace

dimethylglycinu.

39



7.2.2 Priprava vzorku
Vzorky uchovavané v hlubokomrazicim boxu byly nejdiive rozmrazeny pii pokojové
teploté. Nasledn¢ byly dikladné promiseny a zcentrifugovany 1 min pii 2000 x g kvili lepsi

manipulaci se vzorky a oddé€leni pfipadného sedimentu.

7.2.3 Derivatizace

Derivatizace probihala v polypropylenovych zkumavkach. Nejdiive bylo k 50 ul vzorku
plazmy ptidano 50 pl pufru KH2PO4/NaOH. Po dukladném promiseni vzorku na vortexu
se smés inkubovala po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby bylo piidano
900 pl derivatiza¢niho ¢inidla. Po opétovaném promiseni vzorku byly zkumavky uzavieny
a vlozeny do vodni lazné vyhiaté na 80 °C po dobu 60 minut. V této fazi dochazelo ke vzniku
nespecifickych fenacylbromidovych esterti. Po uplynuti této doby byly zkumavky odebrany
z vodni lazn¢ a zchlazeny na laboratorni teplotu. Poté byly dikladné promiseny na vortexu

a nasledn¢ zcentrifugovany 5 minut pti 1000 g.

Vznikly supernatant byl ptenesen do vialek a ihned neprodysné uzavien kviili moznému
odpareni. Pripravené vzorky ve vialkach byly uchovavany Vv chladnié¢ce pti 4 °C az do doby

analyzy, kterd probihala maximaln€ do druhého dne.

7.2.4 Chromatografické stanoveni

Podminky chromatografické separace jsou piehledné¢ uvedeny v tabulce 3.
Pro stanoveni byla pouzita chromatografickd kolona LC-SCX HPLC o velikosti ¢astic 5 um
o délce 25 cm a priméru 4,6 mm. Dale byla pouZita i odpovidajici ochranna ptedkolona.
Separace byla izokratickd s objemem nastiiku vzorku 10 pl a pritokem mobilni faze

1,5 ml/min. Celkova doba analyzy byla 15 minut.

Piky betainu a dimethylglycinu byly kvantifikovany ur¢enim plochy pod kiivkou (AUC).
Vyhodnocené AUC uvedenych analytd ve vzorku plazmy byly vztazeny na AUC
ve smeésné plazmé o jejich znamé koncentraci. Vyhodnoceni bylo provadéno v ovladacim

programu chromatografu ChromQuest.
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Tabulka 3 - Chromatografické podminky

Doba analyzy: 15 minut
Teplota kolony: 33 °C
Priitok mobilni faze: 1,5 ml/min

Objem davkovaného vzorku: 10 pl

Detekce: 254 nm

7.2.5 Analytické parametry

7.25.1 Linearita

Linearita je vlastnost metody, pii které ovéfujeme, zdali existuje linearni vztah mezi
naméfenymi vysledky a odpovidajicimi koncentracemi v sestrojené kalibracni kiivce.
U betainu byla ovéfovana v rozsahu o¢ekavanych koncentraci, zatimco u dimethylglycinu byly
zahrnuty 1 koncentrace vyssi. Pro méfeni byly pouzity smésné kalibracni roztoky obsahujici
betain a dimethylglycin v koncentracich 8/2, 16/4, 32/8, 64/16, 128/32 a 256/64 pmol/l.
Kalibra¢ni kiivka pro oba analyty byla sestrojena z jednotlivych AUC a odpovidajicich

koncentraci kalibra¢nich roztoku. Data byla zpracovana metodou regresni analyzy.

7.2.5.2 Preciznost
Preciznost je vlastnosti metody, ktera urcuje jeji spolehlivost. Preciznost pro stanoveni
betainu a dimethylglycinu byla ur¢ena analyzou 10 nezavislych méfeni identického vzorku

smésné plazmy. Vzorky byly analyzovany po dobu jednoho dne. Jako mira piesnosti byl pouZzit

_ [z w2
=T

SD
CV = — 100 (%)

varia¢ni koeficient (CV) v %.

7.2.5.3 Mezilehla preciznost

Podobné 1 mezilehla preciznost urcuje spolehlivost metody. Mezilehla preciznost pro
stanoveni betainu a dimethylglycinu byla ur¢ena analyzou 10 nezavislych méfeni identického
vzorku smésné plazmy provedenych v 10 dnech. Vytvotrené alikvoty smésné plazmy byly
uchovavany pii -80 °C v hlubokomrazicim boxu a kazdy den byl pouZit Cerstvy alikvot.

Jako mira ptesnosti byl pouzit variacni koeficient (CV) v %.
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_ [z w2
S

cvV = % -100 (%)
7.2.5.4 VytéZnost
Vytéznost je vlastnosti metody, kterd udava jeji ucinnost, tedy schopnost postihnout
veskery analyt ve vzorku. Vytéznost byla urena ve vzorku smésné plazmy se znamou
koncentraci se standardnim pfidavkem dimethylglycinu a betainu. Pfidavky byly zvoleny tak,
aby se kone¢na koncentrace pohybovala v rozmezi kalibracni kiivky. Hodnoty vytéznosti byly

pocitany jako pomér mezi nalezenym a pfidanym mnozstvim betainu a dimethylglycinu.

Xj — Xp

vytéznost (%) = -100

kde x; Je koncentrace vzorku s ptidavkem, x, puvodni koncentrace (bez piidavku)

a y pridana koncentrace.

7.2.5.5 Limit detekce a kvantifikace

Limit detekce (LOD) betainu a dimethylglycinu nebyl ovéfen. Jako limit kvantifikace
(LOQ) byl pouzit nejnizs§i bod kalibra¢ni kiivky, a to 8 pmol/l pro betain a 2 pmol/l
pro dimethylglycin. Jako métici rozsah byl zvolen interval mezi nejniz$im a nejvyss§im bodem

kalibra¢ni kiivky.

7.2.6 Pouzity software
ChromQuest 2.51 (Thermo Flsher Scientific, Waltham, MA, USA)

MS Excel 2016 (Microsoft Corp., Redmond, USA)

7.3 Stanoveni homocysteinu a kreatininu

U vSech skupin pacientti byla také stanovena plazmaticka koncentrace homocysteinu
a kreatininu. Divodem pro jejich Stanoveni je zhodnoceni jejich vztahu vici betainu
a dimethylglycinu korela¢ni analyzou. Ob¢ stanoveni byla provadéna na pfistroji Cobas 8000

firmy Roche.
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7.3.1 Stanoveni plazmatické koncentrace homocysteinu

Pro stanoveni plazmatické koncentrace homocysteinu byla vyuZzita souprava s oficialnim
oznac¢enim HCYS: ACN 8778 (Homocysteine enzamtic assay). Princip stanoveni je piehledné
vyobrazen na obrazku 9. Jedna se o enzymaticky test, kdy je nejdfive oxidovany homocystein
redukovan na volny homocystein, ktery poté reaguje s kosubstratem S-adenosylmethioninem
(SAM) za vzniku methioninu a S-adenosylhomocysteinu (SAH) za katalyzy enzymem
homocystein-S-methyltrasferazou. SAH se poté stanovuje kopulovanymi enzymatickymi
reakcemi, ve kterych se SAH hydrolyzuje na adenosin a homocystein za katalyzy enzymem

S-adenosylhomocysteinhydrolazou.

Vznikly homocystein se znovu vraci do konverzni reakce, ¢imz vznika reakéni cyklus,
ktery zesiluje detekeni signél. Adenosin je ithned hydrolyzovan na inosin a amoniak za katalyzy
enzymem adenosindeamindzou. V poslednim kroku katalyzuje enzym glutamatdehydrogenaza
reakci amoniaku s 2-oxoglutaratem a NADH za vzniku NAD™, glutamatu a vody. Koncentrace

vzorku je ptimo tmérnd mnoZstvi NADH pteménéného na NAD" (AA340 nm).

homocystein—-S—methyltransferaza

HCY + SAM SAH + Methionin

!

S—adenosylhomocysteinhydrolaza

SAH » HCY + adenosin

. adenosindeaminaza .
adenosin inosin + NH;

glutamatdehydrogenaza

NH; + NADH + 2 — oxoglutarat glutamat + NAD* + H,0

Obrazek 9 - Princip enzymatického stanoveni homocysteinu

Legenda:
HCY - homocystein

SAM - S-adenosylmethionin

SAH - S-adenosylhomocystein
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7.3.2 Stanoveni plazmatické koncentrace kreatininu

Pro stanoveni plazmatického kreatininu byla vyuzita souprava s oficialnim oznacenim
CREJ2 (Creatinine Jaffé 2. generace). Jedna se o spektrofotometricky test s kinetickym
méfenim, ktery je zaloZzen na tvorbé zluto oranzového komplexu kreatininu s Kyselinou
pikrovou v alkalickém prostiedi. Intenzita vzniklého zabarveni je pfimo umérna koncentraci
kreatininu ve vzorku. Protoze je to stanoveni nespecifické a diky existenci Jaffého pozitivnim
chromogenim by byly vysledky falesné nadhodnocené, odecitd se od kazdého vysledku

»pseudohodnota®, kterd je v tomto piipadé 26 pmol/l.
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8 VYSLEDKY

8.1 Zavedeni metody stanoveni betainu a dimethylglycinu

8.1.1 Chromatograficka separace
Retencni Casy pro dimethylglycin a betain byly 49 + 0,1 min a 57 £ 0,1 min.
Chromatografické zaznamy standardniho roztoku a vybranych pacientl jsou uvedeny v ptiloze

1 az 4.
8.1.2 Analytické vlastnosti metody

8.1.2.1 Linearita

Linearni zavislost AUC na koncentraci kalibra¢nich roztokt byla potvrzena v celém
rozsahu pouzitych koncentraci. V piipadu betainu od 8 do 256 umol/l a od 2 do 64 umol/l
pro dimethylglycin. Kalibra¢ni kiivky pro betain a dimethylglycin jsou vyobrazeny

na obrazcich 10 a 11.
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Obrazek 10 - Kalibrac¢ni ktivka pro betain

45



50 000
45000
40 000
35000
30 000
25000
20 000
15000
10 000

5000

y =692,44x + 76,328
R?=10,9998

AUC

20

30 40
¢ (umol/T)

50 60 70

Obrazek 11 - Kalibra¢ni kiivka pro dimethylglycin

8.1.2.2 Preciznost
Preciznost stanoveni dimethylglycinu a betainu byla zjisténa analyzou 10 nezavisle

piipravenych vzorkt analyzovanych v jeden den. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 - Preciznost pro betain a dimethylglycin

Analyt Pramér (umol/l) | SD (umol/1) | CV (%)
Betain 74,3 7,8 10,6
Dimethylglycin 2,8 0,4 11,8

8.1.2.3 Mezilehla preciznost

Mezilehla preciznost stanoveni mezi sériemi byla zjiSténa analyzou 10 nezavisle

piipravenych vzorkt po dobu deseti dni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 - Mezilehla preciznost pro betain a dimethylglycin

Analyt Pramér (umol/l) | SD (umol/l) | CV (%)
Betain 60,1 4,3 7,1
Dimethylglycin 2,5 0,3 12,3
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8.1.2.4 VytéZnost
Vytéznost stanoveni byla zjisténa metodou standardnich pfidavka. Vysledky pro betain a

dimethylglycin jsou uvedeny v tabulkach 6 a 7.

Tabulka 6 - Vytéznost pro stanoveni betainu

Pridavek (umol/l) | Vytéznost (%) | Primérna vytéznost (%) | SD (%) | CV (%)

25 102,3
50 94,7 97,8 4,0 4,0
100 96,4

Tabulka 7 - Vytéznost pro stanoveni dimethylglycinu

Piidavek (umol/l) | Vytéznost (%) | Primérna vytéznost (%) | SD (%) | CV (%)

20 91,4
40 104,3 97,7 6,5 6,6
60 97,6
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8.1.3 Stanoveni betainu a dimethylglycinu u jednotlivych skupin pacienti

8.1.3.1

Kontrolni skupina

Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u kontrolni skupiny pohybovaly

vrozmezi 1358 + 47,4 pmol/l a 4,7 + 1,3 pumol/l. Soubor obsahoval 15 muzi a Zen.

Vysledky jsou ptehledné uvedeny v tabulce 8 a na obrazcich 12 a 13. Srovnani stanoveni

betainu a dimethylglycinu u muzii a Zen je uvedeno na obrazcich 14 a 15.

Tabulka 8 - Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u kontrolni skupiny

betain dimethylglycin
pohlavi | n prumér median SD prumér median SD
(umol/T) (umol/1) (umol/1) (umol/T) (umol/T) (umol/T)
muzi |15 134,2 130,0 34,7 4,9 5,0 1,4
zeny |15 137,3 1247 58,7 4.4 3,9 1,2
oboji | 30 135,8 127,2 47,4 4,7 4,7 1,3
252 —
= 202
e g
;; 152 13(
o 102
52 —

Obrazek 12 - Krabicovy graf koncentrace betainu v plazmé u kontrolni skupiny

¢ (umol/1)
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Obrazek 13 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazmé u kontrolni skupiny
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Obrazek 14 - Srovnani plazmatické koncentrace betainu u muzi a zen
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Obrazek 15 - Srovnani plazmatické koncentrace dimethylglycinu u muzi a zen
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8.1.3.2 Pacienti s bolesti na hrudi a potvrzenym infarktem myokardu

Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u pacientll s bolesti na hrudi

a potvrzenym infarktem myokardu pohybovaly v rozmezi 102,6 + 28,3 umol/l a 3,8 = 0,9

umol/l. Soubor obsahoval 15 muzu a 5 Zen. Vysledky jsou pichledné uvedeny v tabulce 9

a na obrazcich 16 a 17.

Tabulka 9 - Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u pacientii s bolesti na hrudi

a potvrzenym infarktem myokardu

Betain dimethylglycin
pohlavi | n prumér median SD prumér median SD
(umol/T) (umol/1) (umol/T) (umol/T) (umol/T) (umol/T)
muzi |15 99,2 98,5 30,7 3,9 4,0 0,9
zeny | 5 113,1 100,9 18,2 3,7 3,8 1,4
oboji | 20 102,6 99,7 28,3 3,8 3,9 0,9
170 o
150
130 S
é 110 g
2 90 o
) 70 OT
50
30

Obrazek 16 - Krabicovy graf koncentrace betainu v plazmé u pacientt s bolesti na hrudi
a potvrzenym infarktem myokardu

¢ (umol/1)

Obrazek 17 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazmé u pacientd s bolesti na hrudi
a potvrzenym infarktem myokardu
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8.1.3.3 Pacienti s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu

Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u pacientd Sbolesti na hrudi

a vylou¢enym infarktem myokardu pohybovaly v rozmezi 165,1 + 112,4 umol/l a 8,7 + 6,7

umol/l. Soubor obsahoval 2 muze a 8 zen. Vysledky jsou ptfehledné uvedeny v tabulce 10

a na obrazcich 18 a 19.

Tabulka 10 — Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u pacientti s bolesti na hrudi

a vylou¢enym infarktem myokardu

Betain dimethylglycin
pohlavi | n priamér median SD priamér median SD
(umol/l) (umol/l) (umol/l) (umol/1) (umol/1) (umol/l)
muzi | 2 153,7 123,4 40,8 8,8 9,5 5,8
zeny | 8 168,0 123,4 126,3 8,6 9,5 7,2
oboji | 10 165,1 121,9 112,4 8,7 6,9 6,7
480 .
430
380
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£ 280
= 230 —T—
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80 -

Obrazek 18 - Krabicovy graf koncentrace betainu Vv plazmé u pacientt s bolesti na hrudi
a vylou¢enym infarktem myokardu

¢ (pmol/1)
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Obrazek 19 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazmé u pacient s bolesti na hrudi
a vyloucenym infarktem myokardu
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8.1.3.4 Pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace
Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u pacientd s diabetes mellitus
a ruiznym stupném kompenzace pohybovaly v rozmezi 113,5 + 44,5 umol/l 2 9,8 = 7,1 pmol/I.

Soubor obsahoval 10 muzi a 12 Zen. Vysledky jsou pichledné¢ uvedeny v tabulce 11

a na obrazcich 20 a 21.

Tabulka 11 - Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u pacienti s diabetes mellitus
a riznym stupném kompenzace

betain dimethylglycin
pohlavi | n prumér median SD prumér median SD
(umol/T) (umol/1) (umol/T) (umol/T) (umol/T) (umol/T)
muzi | 10 107,4 113,2 57,0 13,0 91 9,6
zeny |12 118,5 116,9 32,4 7,2 8,7 2,2
oboji | 22 113,5 117,8 44,5 9,8 8,8 7,1
230 °
180 T
% b
E 130 ¢
s S
80 g
:
30 -

Obrazek 20 - Krabicovy graf koncentrace betainu v plazmé u pacientt s diabetes mellitus
a riznym stupném kompenzace
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Obrazek 21 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazmé u pacientd s diabetes mellitus
a riznym stupném kompenzace
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8.1.3.5 Pacienti se selhanim ledvin lé¢eni hemodialyzou

Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u pacienti se selhanim ledvin 1é¢enych
hemodialyzou pohybovaly vrozmezi 1225 + 34,0 umol/l a 59 + 2,8 umol/l
Soubor obsahoval 17 muzi a 3 Zzeny. Vysledky jsou pichledné¢ uvedeny v tabulce 12

a na obrazcich 22 a 23.

Tabulka 12 - Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u pacienti se selhanim ledvin
1écenych hemodialyzou

betain dimethylglycin
pohlavi | n prumér median SD prumér median SD
(umol/T) (umol/1) (umol/T) (umol/T) (umol/T) (umol/T)
muzi | 17 122,5 120,5 28,3 5,9 5,4 2,8
zeny | 3 111,3 122,5 65,7 58 6,0 3,2
oboji | 20 122,5 120,5 34,0 59 54 2,8
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Obrazek 22 - Krabicovy graf koncentrace betainu v plazmé u pacientt se selhanim ledvin
lécenych hemodialyzou

¢ (pmol/1)

Obrazek 23 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazm¢ u pacientd se selhanim ledvin
lécenych hemodialyzou
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8.1.3.6 Pacienti se selhanim ledvin lé¢eni hemodialyzou a diabetes mellitus
Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u pacienti se selhanim ledvin 1é¢enych
mellitus 131,1 + 71,0 pmol/l

hemodialyzou a diabetes pohybovaly Vv rozmezi

a 6,0 £ 2,4 umol/l. Soubor obsahoval 12 muzi a 8 Zen. Vysledky jsou ptehledné uvedeny

v tabulce 13 a na obrazcich 24 a 25.

Tabulka 13 - Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u pacienti se selhanim ledvin
l1é¢enych hemodialyzou a diabetes mellitus

betain dimethylglycin
pohlavi | n prumér median SD prumér median SD
(umol/T) (umol/1) (umol/T) (umol/T) (umol/T) (umol/T)
muzi |12 136,7 111,9 85,9 5,9 5,9 2,2
zeny | 8 99,8 103,6 15,3 58 6,2 2,7
oboji | 20 131,1 104,4 71,0 6,0 59 2,4
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Obrazek 24 - Krabicovy graf koncentrace betainu v plazmé u pacientl se selhanim ledvin
lé¢enych hemodialyzou a diabetes mellitus
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Obrazek 25 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazm¢ u pacientd se selhanim ledvin
1écenych hemodialyzou a diabetes mellitus
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8.1.3.7 Pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem

Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé se u pacienti s metabolickym
syndromem a prediabetem pohybovaly v rozmezi 100,9 + 40,9 umol/l a 10,3 + 6,2 pmol/l.
Soubor obsahoval 9 muzi a 11 Zen. Vysledky jsou piehledné uvedeny v tabulce 14

a na obrazcich 26 a 27.

Tabulka 14 - Koncentrace betainu a dimethylglycinu v plazmé u pacientd s metabolickym syndromem

a prediabetem

betain dimethylglycin
pohlavi | N | primér median SD priamér median SD
(umol/l) (umol/l) (umol/l) (umol/1) (umol/1) (umol/l)
muzi | 9 87,2 86,1 32,0 10,8 12,5 7,0
zeny |11 108,5 95,7 47,6 10,0 10,5 5,7
oboji | 20 100,9 911 40,9 10,3 10,9 6,2
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Obrazek 26 - Krabicovy graf koncentrace betainu v plazmé u pacientl s metabolickym syndromem
a prediabetem
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Obrazek 27 - Krabicovy graf koncentrace dimethylglycinu v plazmé u pacientti s metabolickym
syndromem a prediabetem
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8.1.3.8 Prehled vysledkii stanoveni betainu a dimethylglycinu
Na nésledujicich obrazcich jsou vyobrazeny souhrnné vysledky. Na obrazku 28 jsou
vyobrazené krabicové grafy pro plazmatické koncentrace betainu u jednotlivych skupin

pacientli rozdélené dle pohlavi. Plazmatické koncentrace dimethylglycinu jsou obdobné

vyobrazeny na obrazku 29.
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skupiny pacienta
Obrazek 28 - Souhrn krabicovych grafti pro plazmatické koncentrace betainu
u jednotlivych skupin pacienti pro muze a Zeny
Legenda:
1 - kontrolni skupina
2 - pacienti s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu
3 - pacienti s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu
4 - pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace
5 - pacienti se selhanim ledvin 1éceni hemodialyzou

6 - pacienti se selhanim ledvin 1éceni hemodialyzou a diabetes mellitus

7 - pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem
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Obrazek 29 - Souhrn krabicovych grafii pro plazmatické koncentrace dimethylglycinu
u jednotlivych skupin pacienti pro muze a zeny

Legenda:

1 - kontrolni skupina

2 - pacienti s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu

3 - pacienti s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu

4 - pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace

5 - pacienti se selhanim ledvin l1éceni hemodialyzou

6 - pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou a diabetes mellitus

7 - pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem
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8.2 Stanoveni homocysteinu a kreatininu

8.2.1 Stanoveni homocysteinu
U vSech skupin pacientd byly stanoveny i plazmatické koncentrace homocysteinu,

které jsou vyobrazeny na obrazku 30. Vysledky jsou rozdélené dle pohlavi.
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Obrazek 30 - Souhrn krabicovych grafii pro plazmatické koncentrace homocysteinu
u jednotlivych skupin pacientli pro muze a Zeny

Legenda:

1 - kontrolni skupina

2 - pacienti s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu

3 - pacienti s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu

4 - pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace

5 - pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou

6 - pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou a diabetes mellitus

7 - pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem
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8.2.2 Stanoveni kreatininu
U vsech skupin pacientl byly stanoveny i plazmatické koncentrace kreatininu, které jsou

vyobrazeny na obrazku 31. Vysledky jsou rozdélené dle pohlavi.
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Obrazek 31 - Souhrn krabicovych grafi pro plazmatické koncentrace kreatininu
u jednotlivych skupin pacienti pro muze a Zeny
Legenda:

1 - kontrolni skupina

2 - pacienti s bolesti na hrudi a prokazanym infarktem myokardu

3 - pacienti s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu

4 - pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace

5 - pacienti se selhanim ledvin 1éceni hemodialyzou

6 - pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou a diabetes mellitus

7 - pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem
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8.2.3 Korelace

Na zakladé naméfenych plazmatickych koncentraci homocysteinu, kreatininu, betainu
a dimethylglycinu byly zjistény hodnoty korela¢nich koeficientl (Spearmantv korela¢ni
koeficient). Dale byl do korelacni analyzy zatazen i vek pacientii a glykovany hemoglobin

u pacientd S onemocnénim diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace.

V piipadé posouzeni celého souboru pacientli byla zjisténa vyznamna kladna korelace
(0,65) mezi plazmatickou koncentraci homocysteinu a kreatininu. Zaroven byla zjisténa méné
vyznamna kladnd korelace (0,32) mezi plazmatickou koncentraci dimethylglycinu

a homocysteinu.

Pti vylouceni dvou skupin pacientll se selhanim ledvin 1écenych hemodialyzou vysly
hodnoty korelacnich koeficienti opa¢né. Vyznamna kladnd korelace (0,53) byla mezi
plazmatickou koncentraci dimethylglycinu a homocysteinu, zatimco méné vyznamna kladna

korelace (0,34) mezi plazmatickou koncentraci homocysteinu.

Grafické zndzornéni korelacnich koeficientli pro vSechny skupiny pacientl a bez pacientil

se selhanim ledvin lé€enych dialyzou jsou uvedeny v ptiloze 5 a 6.
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9 DISKUZE

Betain a dimethylglycin jsou methylované derivaty glycinu, které souviseji s cyklem
aminokyseliny methionin. Konkrétné jde o remethylaci homocysteinu na aminokyselinu
methionin diky betainu, ktery v cyklu slouzi jako donor methylové skupiny. Po odstépeni
methylové skupiny se z betainu stava dimethylglycin. Tyto dvé latky tak piimo souviseji
s homocysteinem, jehoz zvysSend hladina (hyperhomocysteinémie) provazi fadu patologickych
stavii. Mezi tyto stavy patfi zejména kardiovaskularni onemocnéni, onemocnéni ledvin,
diabetes mellitus, mutace v genu pro enzym MTHFR a v neposledni fadé také vegetarianstvi

(popf. veganstvi).

Pro stanoveni betainu a dimethylglycinu v plazmé byla vyuzita mirné upravena metoda dle
Laryea, konkrétn¢é HPLC v systému obracenych fazi s UV detekci [29]. Byla pouZita
chromatograficka kolona LC-SCX HPLC o velikosti ¢astic 5 um o délce 25 cm a priméru
4,6 mm s odpovidajici predkolonou. Separace probihala isokraticky za pouziti identické
mobilni faze (slozené z 900 ml acetonitrilu, 100 ml vody a 22 mmol/l cholinu) a s totoznym
pritokem 1,5 ml/min. Zména se tykala objemu nastfiku, ktery byl snizen na 10 pl kvili
kvili pracovnim podminkam, které neumoznily zajistit nizsi stabilni teplotu po dobu celé
separace. Upravena byla i celkova doba analyzy, diky rychlejsi eluci analytt z kolony. Separace

trvala celkem 15 minut.

Retenc¢ni Casy pro dimethylglycin a betain byly 4,9 + 0,1 min a 5,7 = 0,1 min. V naSem
piipadé byla eluce analyti rychlejsi nez v metodé pivodni. Piky byly kvantifikovany ur¢enim
AUC (plochy pod kiivkou). Ty byly nasledné vztazeny na AUC o znamé koncentraci
uvedenych analytll ve smésné plazmé. Vyhodnoceni bylo provadéno v ovladacim programu

chromatografu ChromQuest.

Kalibra¢ni ktivka byla linearni v celém rozsahu pouzitych koncentraci a jako LOQ byl

cvwvr

a dimethylglycin vysla 11,8 % a 10,6 %. Mezilehla preciznost pro betain a dimethylglycin vysla
12,3 % a 7,1 %. Pramérna vytéznost ¢inila 97,8 % (CV 4,0 %) pro betain a 97,7 % (CV 6,6 %)
pro dimethylglycin. Preciznost a mezilehld preciznost jsou v nasem piipadé vyssi,

nez v pivodni metodé (CV < 5,30 %), zatimco vytéznost vysla obdobna.
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Pro zavedeni metody byly vyuzity vzorky plazmy od 30 darct z transfuzniho oddé¢leni
Fakultni nemocnice v Plzni, které slouzily zarovenn jako kontrolni skupina. Dalsi skupiny
pacientli, u nichz byl betain a dimethylglycin stanoven, byly vybirany zejména dle vztahu

diagnozy k hladiné homocysteinu v plazmé (hyperhomocysteinémii).

Na zaklad¢ toho byla vybrana skupina pacientl ptijatych do Fakultni nemocnice Plzen
S bolesti na hrudi a podezienim na infarkt myokardu. Ta byla rozdélena na pacienty, kde byl
infarkt myokardu potvrzen a na pacienty, u nichz byl infarkt myokardu vylouc¢en. U vSech
téchto pacientd byla ocekavana hyperhomocysteinémie s doprovazejici zvySenou hladinou
dimethylglycinu, ackoliv hladina betainu se muize lisit. U pacientt s infarktem myokardu byly

ocekavany nizsi hladiny betainu, zatimco u srde¢nich selhani mohou byt naopak vyssi.

Dalsi vybranou skupinou byli pacienti s diabetes mellitus a riznym stupném kompenzace,
u nichz jsou kardiovaskularni onemocnéni castou komplikaci. Zde byla oc¢ekavana
hyperhomocysteinémie doprovazena snizenou hladinou dimethylglycinu,
ackoliv hladiny betainu jsou blizké kontrolni skuping. U pacient se selhanim ledvin 1é¢enych
hemodialyzou naopak ocekavame hyperhomocysteinémii doprovazenou zvysenou hladinou
dimethylglycinu, ale s hladinami betainu blizkymi kontrolni skupiné. Zaroven byla vybrana
i kombinace téchto dvou skupin, a to pacienti se selhanim ledvin 1é¢eni hemodialyzou

a diabetes mellitus.

Posledni vybranou skupinou byli pacienti s metabolickym syndromem a prediabetem,
u nichz také ocekdvame hyperhomocysteinémii doprovazenou zvySenou hladinou

dimethylglycinu, ale naopak se snizenou hladinou betainu.

Kontrolni skupina pacientii obsahovala celkem 30 darct krve z transfuzniho oddéleni,
z toho 15 muzii a Zen. Plazmatické koncentrace betainu vysly 135,8 + 47,4 pmol/l. U muzi
byly plazmatické koncentrace betainu nepatrné niz$i, soucasné i s niz8§im rozptylem oproti
zenam. To lze vysvétlit vysokou interindividudlni variabilitou tohoto analytu a zaroven
moznym vlivem Zivotospravy (diety). Plazmatické koncentrace dimethylglycinu byly 4,7 + 1,3
pmol/l, u muzi byly naopak nepatrné vyssi nez u zen, vcetné rozptylu hodnot. Primérna

plazmaticka koncentrace homocysteinu vysla 10,0 = 3,5 pmol/I.
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V ptivodni metodé dle Laryea byly rovnéz oba analyty stanovovany u kontrolni skupiny.
Plazmatické koncentrace betainu zde vysly v rozmezi od 20 do 144 pmol/l a od 4 do 13 pmol/l
pro dimethylglycin. [29] To je v souladu s nasimi naméfenymi koncentracemi u kontrolni
skupiny, ackoliv koncentrace betainu jsou vyssi. Miize to byt zptisobeno rozdilnym vékem
souboru (od 30 do 50 let), ktery byl vnaSem ptipadé vyssi (od 39 do 61 Ilet).
Pti stanoveni odliSnym derivatizacnim ¢inidlem (2-naftacyl triflat) jsou uvadény plazmatické
koncentrace pro betain 38,3 + 5,30 umol/l a pro dimethylglycin 2,5 + 0,9 pmol/l. Nizsi
plazmatické koncentrace mohly byt zptsobeny rozdilnym derivatiza¢nim ¢inidlem, pohlavim

a vékem souboru, ktery byl tvofen pouze muzi od 19 do 40 let.

Z namé&ienych vysledkt kontrolni skupiny byly uréeny referenéni rozmezi, a to v intervalu
od 42,9 do 228,6 umol/l pro betain a od 2,0 do 7,3 pumol/l pro dimethylglycin. Ziskané
referencni rozmezi pro betain ma velky rozptyl a je celkové vyssi, nez uvadi vétSina publikaci.
To samé plati v mensi mife i pro dimethylglycin [31, 32, 38]. Ziskané referen¢ni intervaly
je tieba brat jako orienta¢ni, zejména kvili po¢tu jedinct v souboru. Dale také kvili metodé

stanoveni, kterd se dnes jiz prakticky nevyuziva.

Zvysené plazmatické koncentrace obou analyti mohly byt zplisobeny zejména vlivem
instrumentace, nebot’ stanoveni betainu a dimethylglycinu metodou HPLC s UV detekei
jiz neni obvyklé. DneS$nim standardem je stanoveni pomoci metody HLPC - MS ¢i ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii, které dosahuji mnohem vétsi citlivosti véetné dalSich
vyhod. Mezi tyto vyhody patti zejména rychlost analyzy, snadné piiprava vzorku k analyze
(bez nutnosti derivatizace), stanoveni i jinych methylovanych metaboliti v ramci jedné analyzy
a také moznost automatizace celého postupu. Pii vyuZiti hmotnostniho detektoru jsou uvadény
plazmatické koncentrace betainu od 20 do 70 pumol/l a pro dimethylglycin od 1 do 5 pumol/l
[31, 32, 38]. V tomto piipadé neni mozné naSe vysledky pfimo srovnavat se studiemi, které
méti s pomoci hmotnostniho detektoru, ale spiSe porovnat postaveni vysledki vzhledem

ke kontrolni skupiné.

Skupina pacientd S bolesti na hrudi byla rozdélena na pacienty, kteti prodé€lali infarkt
myokardu a na pacienty, u nichZ byl infarkt myokardu vyloucen. V ptipadé¢ stanoveni betainu
a dimethylglycinu u pacientti s potvrzenym infarktem myokardu vysly plazmatické koncentrace
betainu 102,6 £ 28,3 pmol/l a dimethylglycinu 3,8 + 0,9 pumol/l. Primérna koncentrace
homocysteinu byla 10,0 + 3,5 umol/l.
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Plazmatické koncentrace betainu jsou u muzd niz§i nez u Zen a zaroven niz$i nez
u kontrolni skupiny, véetné niz§iho rozptylu hodnot. Plazmatické koncentrace dimethylglycinu
jsou piiblizn€ stejné u obou pohlavi a jsou nizsi nez u kontrolni skupiny. Primérna plazmaticka
koncentrace homocysteinu je blizkd kontrolni skupin¢. Nalezené plazmatické koncentrace
dimethylglycinu a homocysteinu neodpovidaji odbornym publikacim [22]. Divodem muze byt
nizky pocet pacientii v souboru a dale také role homocysteinu. Hyperhomocysteinémie je sice
jednim z rizikovych faktort kardiovaskularnich komplikaci (a vzniku infarktu myokardu),
ale neni jedinym, naprosto prikaznym markerem. SniZzena plazmaticka koncentrace betainu

odpovida odbornym publikacim [27].

V piipadé¢ stanoveni u pacientt s bolesti na hrudi s vylou¢enym infarktem myokardu vysly
plazmatické koncentrace betainu 165,1 +112,4 pmol/l a dimethylglycinu 8,7 £ 6,7 umol/l.
Primérna plazmatickd koncentrace homocysteinu byla 14,3 + 7,6 pumol/l. Plazmatické
koncentrace betainu jsou u muzti niz§i nez u zen a zaroven vyssi nez u kontrolni skupiny, véetné
rozptylu hodnot, coz odpovidd odborné publikaci [27]. Podobné i plazmatickd koncentrace
dimethylglycinu je vyssi nez u kontrolni skupiny, avsak pfiblizné stejnd u muzu i u Zen.
Ve srovnani se skupinou pacientll s prodélanym infarktem myokardu jsou plazmatické
koncentrace betainu i dimethylglycinu rovnéz zvysené. Ackoliv tyto namétené vysledky nebyly
o¢ekavany, mohly byt zpusobeny riznymi patologickymi stavy, které vedly k bolesti na hrudi
a mohly tak zasdhnout do metabolismu jednouhlikatych zbytkt a vést tak zvySené plazmatické

koncentraci homocysteinu a dimethylglycinu.

Stanoveni plazmatickych koncentraci betainu a dimethylglycinu u nemocnych s diabetes
mellitus a riznym stupném kompenzace vysly 113,5 + 44,5 pmol/1a 9,8 + 7,1 umol/l. Praimérna
plazmatickd koncentrace homocysteinu vysla 15,6 + 3,2 umol/l. Plazmatické koncentrace
betainu jsou u muzl niZsi nez u Zen a zaroven nizsi neZ u kontrolni skupiny, ale s podobnym
rozptylem hodnot. To pfiblizné odpovida odbornym publikacim, které u pacientu s diabetes
mellitus zaznamenali koncentrace podobné zdravym jedincim [39, 40]. Plazmatické
koncentrace dimethylglycinu jsou u muzi nepatrné vyssi neZ u Zen a vysSi nez u kontrolni
skupiny, coz naopak neodpovida vysledkim uvadénym v odborné publikaci [40]. Plazmatické

koncentrace homocysteinu pravdépodobné odrazeji miru rizika kardiovaskuldrnich komplikaci.
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U pacientd se selhanim ledvin lécenych hemodialyzou vysly plazmatické koncentrace
betainu a dimethylglycinu 122,5 + 34,0 umol/l a 5,9 £ 2,8 umol/l. Primérna plazmaticka
koncentrace homocysteinu zde vysla 30,8 + 11,4 umol/l. Plazmatické koncentrace betainu jsou
u muzd vy$$i nez u Zen a pfiblizné odpovidaji hodnotam namétenych u kontrolni skupiny,
coz odpovida odbornym publikacim [22, 45]. Plazmatické koncentrace dimethylglycinu jsou
u muzl niz§i nez u zen a zaroven jsou vyssi ve srovnani s kontrolni skupinou [22, 43]. Praimérna
plazmaticka koncentrace homocysteinu je zde pomérné vysoka a hladina dimethylglycinu ji
neumoziuje predikovat tak, jak je uvedeno v odborné publikaci [45]. To lze vysvétlit napf.
uspéSnym planem 1é€by onemocnéni (vhodné zvolenymi intervaly mezi jednotlivymi
hemodialyzami), které vedou k normalizaci plazmatické koncentrace dimethylglycinu nebo

nejednoznacnym vlivem selhani ledvin na metabolismus jednouhlikatych zbytki.

U kombinace dvou predeslych skupin, u pacientl se selhanim ledvin a diabetes mellitus,
vysly plazmatické koncentrace betainu a dimethylglycinu 131,1 £ 71,0 pmol/l a 6,0 £ 2,4
pmol/l. Primérné plazmaticka koncentrace homocysteinu vysla nejvyssi ze vSech testovanych
skupin, a to 35 £ 17,5 pmol/l. Plazmatické koncentrace betainu jsou vys$si u muzl nez u Zen
a jsou podobné kontrolni skupin¢, coz odpovida odbornym publikacim [22, 39, 40, 45]. Zaroven
jsou ale vyssi nez u skupiny pouze se selhanim ledvin. To samé se projevilo u skupiny pacientt
pouze s diabetes mellitus, kteti maji rizny stupeit kompenzace oproti fadné¢ kompenzovanym
diabetikiim se selhdnim ledvin. Plazmatické koncentrace dimethylglycinu jsou u Zen nepatrné
vys$8i neZ u muzii a jsou podobné hodnotam u skupiny s onemocnénim ledvin. To plati 1 pro
hladinu homocysteinu a tak Ize fici, Ze hladiny téchto dvou analyt jsou v ptipad€ onemocnéni

ledvin pomérné stalé.

U pacientli s metabolickym syndromem a prediabetem vysly plazmatické koncentrace
betainu a dimethylglycinu 100,9 + 40,9 umol/l a 10,3 + 6,2 umol/l. Primérna plazmaticka
koncentrace homocysteinu vySla 14,4 + 5,0 umol/l. Nalezené plazmatické koncentrace
odpovidaji odbornym publikacim [22, 46, 47]. Plazmatické koncentrace betainu jsou u muzi
niz8i nez u zen a zaroven nizsi nez u kontrolni skupiny, podobné jako u skupiny pacientl
s bolesti na hrudi a potvrzenym infarktem myokardu, ale s vys$§im rozptylem. Plazmatické
koncentrace dimethylglycinu jsou vyss$i u muzi neZ u Zen a jsou zde nejvyssi v celé testované

skuping, ackoliv jsou podobné pacientim s diabetes mellitus.
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Na zakladé nameéfenych plazmatickych koncentraci betainu, dimethylglycinu,
homocysteinu a kreatininu byly zjiStény hodnoty korelacnich koeficientl (Spearmaniv
korela¢ni koeficient). Déle byl zahrnut vék a u pacientli s onemocnénim diabetes mellitus

a raznym stupném kompenzace také plazmatickéd koncentrace glykovaného hemoglobinu.

V piipadé posouzeni celého souboru pacientti byla zjisténa vyznamna kladna korelace
(0,65) mezi plazmatickou koncentraci homocysteinu a kreatininu, kterd je zplisobena
pritomnosti dvou skupin pacientli se selhanim ledvin léCenych hemodialyzou. Dale byla
zjisténa méné¢ vyznamna kladna korelace (0,32) mezi plazmatickou koncentraci

dimethylglycinu a homocysteinu.

Pii vylouceni dvou skupin pacientd se selhanim ledvin 1é¢enych hemodialyzou byly
hodnoty korela¢nich koeficientd opac¢né. V tomto piipadé byla vyznamna kladna korelace
(0,53) mezi plazmatickou koncentraci dimethylglycinu a homocysteinu, zatimco mezi
plazmatickou koncentraci homocysteinu a kreatininu byla vyrazné nizsi (0,34). To dokazuje
vyrazny ruSivy vliv pacientl se selhanim ledvin zpiisobeny jejich hyperhomocysteinémii
spojenou se zvySenou plazmatickou koncentraci kreatininu. D4 se tedy predpokladat,

ze dimethylglycin mize u pacientii s hyperhomocysteinémii pasobit patofyziologicky [27].
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10 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo zavedeni metody stanoveni betainu a dimethylglycinu

metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci ve vzorcich lidské plazmy.

Dale stanoveni téchto analytii u vybranych skupin pacientt.

Hodnoty preciznosti v sérii a mezilehlé preciznosti vyjadiené CV jsou vyssi nez v ptivodni

metod¢ stanoveni, ackoliv hodnoty vytéznosti jsou obdobné.

Referenéni rozmezi ziskana méfenim u kontrolni skupiny vysly od 42,9 do 228,6 umol/l
pro betain a od 2,0 do 7,3 pumol/l pro dimethylglycin. Ziskana referen¢ni rozmezi jsou vSak
pouze orienta¢ni, zejména kvili po¢tu jedinci kontrolni skupiny a dnes jiz téméf nevyuzivané

metodé stanoveni.

Pouze u pacientli s metabolickym syndromem a prediabetem jsme zaznamenali srovnatelné
vysledky, které jsou uvadény v odbornych publikacich. V ostatnich pfipadech se namétené
vysledky od odbornych publikaci liSily. Dokonce ani u pacientl se selhanim ledvin 1écenych
hemodialyzou nebo u pacientli s prodélanym infarktem myokardu nebyly prokézané zadné
vyrazné zmeény. | pfesto byla v ramci vSech skupin pacientl zjisténa kladna korelace mezi
hladinou dimethylglycinu a homocysteinu, ktera vSak byla vyznamné&jsi pii vylou¢eni dvou

skupin pacientii se selhanim ledvin.

Ackoliv byla metoda zavedena, doporucujeme stanoveni methylovanych derivati betainu
a dimethylglycinu metodou vysokot¢inné kapalinové chromatografie S hmotnostni
spektrometrii. Oproti nami zavedené metod¢ disponuje vétsi citlivosti, rychlosti analyzy,
snazsi ptipravou vzorku k analyze (bez nutnosti derivatizace) a také moznost automatizace

celého procesu stanoveni.
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12 PRILOHY

mAU

5,683 9969 1358 BETAIN

4,887 4926 779 DIMETHYLGLYCIN

N

Pfiloha 1 - Chromatograficky zaznam smésné¢ho standardu dimethylglycinu (tR = 4,887, AUC = 4926,
h =779) a betainu (tR = 5,683, AUC = 9969, h = 1358).

“t (nlflin)

Legenda:
mAU - intenzita absorbance

AUC - plocha pod ktivku
h - vyska piku
t - Cas (min)

tR - retencni cas (min)

mAU

5,693 15413 2015 BETAIN

4,902 6314 659 DIMETHYLGLYCIN

1 t (min) 15

Pfiloha 2 - Chromatograficky zaznam darce krve z kontrolni skupiny s fyziologickou plazmatickou
koncentraci dimethylglycinu (tR = 4,902, AUC = 6314, h = 659) a betainu (tR = 5,693, A = 15413,
h = 2015).
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Legenda:
mAU - intenzita absorbance

AUC - plocha pod kiivku
h - vyska piku
t - Cas (min)

tR - retencni ¢as (min)

mAU

4,880 9370 856 DIMETHYLGLYCIN

5,707 10169 1271 BETAIN

14 15
t (min)

Ptiloha 3 - Chromatograficky zaznam u pacienta s bolesti na hrudi a vylou¢enym infarktem myokardu
se zvySenou plazmatickou koncentraci dimethylglycinu (tR = 4,880, A = 9370, h = 856) a fyziologickou
plazmatickou koncentraci betainu (tR = 5,707, A =10169, h = 1271).

Legenda:
mAU - intenzita absorbance

AUC - plocha pod ktivku
h - vyska piku
t - Cas (min)

tR - retencni ¢as (min)
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5,703 39305 4800 BETAIN

4,905 7380 1248 DIMETHYLGLYCIN

45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 . 10.0
t (min)

Priloha 4 - Chromatograficky zaznam pacienta se selhdnim ledvin a diabetes mellitus se zvySenou
plazmatickou koncentraci betainu (tR = 5,703, A = 39305, h = 4800) a fyziologickou plazmatickou
koncentraci dimethylglycinu (tR = 4,905, A = 7380, h = 1248).

Legenda:

mAU - intenzita absorbance
AUC - plocha pod ktivku

h - vyska piku

t - ¢as (min)

tR - retencni cas (min)
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0.0
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0.4

X X BETAIN X X X 0.2

r 0

X X HCY . X .02

--0.4

X X 0.65 KREA X

-0.6

X X X X X Hbate 08

-1

Ptiloha 5 - Grafické vyjadieni korelacnich koeficientd u vSech skupin pacienti. Je zde patrna vyznamna
kladna korelace mezi plazmatickou koncentraci homocysteinu a kreatininu zptisobena pfitomnosti dvou
skupin pacientd se selhanim ledvin 1é¢enych hemodialyzou. Dale je zde viditelnd méné vyznamna

kladna korelace mezi plazmatickou koncentraci dimethylglycinu.
Legenda:

DMG - plazmaticka koncentrace dimethylglycinu (umol/l)
BETAIN - plazmaticka koncentrace betainu (umol/I)

HCY - plazmatické koncentrace homocysteinu (umol/I)

KREA - plazmaticka koncentrace kreatininu (umol/l)

HbALc - plazmaticka koncentrace glykovaného hemoglobinu (mmol/mol)
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VEK X X X X 0.8

0.6
X DMG X . X X
F 0.4

) 4 BETAIN X X X 02

r 0

> 0.53 X HCY X 0.2

- -0.4

X X KREA X

-0.6

X X X X X HbAto 0.8

-1

Ptiloha 6 - Grafické vyjadieni korelacnich koeficientd se dvéma vylouCenymi skupinami pacientil
se selhanim ledvin lécenych hemodialyzou. V tomto piipad€ je naopak vyznamnéjsi kladna korelace

mezi plazmatickou koncentraci dimethylglycinu a homocysteinu.
Legenda:

DMG - plazmaticka koncentrace dimethylglycinu (pumol/I)
BETAIN - plazmaticka koncentrace betainu (umol/I)

HCY - plazmaticka koncentrace homocysteinu (umol/I)

KREA - plazmaticka koncentrace kreatininu (umol/l)

HbALc - plazmaticka koncentrace glykovaného hemoglobinu (mmol/mol)
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