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Anotace

Vicerozmérnou statistickou analyzou dat byl hodnocen vliv koncentraci dvaceti
mastnych kyselin stanovenych v membrandch erytrocytii a ve fosfolipidech séra na velikost
zanétlivé reakce a oxidacniho stresu bunék u pacientii s ischemickou chorobou srdecni
podstupujicich perkutanni koronarni intervenci s naslednou implantaci stentu. Zanétliva reakce
byla indikovana zménou koncentrace C-reaktivniho proteinu, sérového amyloidu A a
ceruloplasminu za 48 hodin po implantaci stentu a v ptipad¢ interleukinu 6 za 24 hodin po
zakroku. Markerem oxida¢niho poskozeni bunék bylo navyseni koncentrace malondialdehydu

za 48 hodin po implantaci stentu.

Vicendsobna linearni regrese odhalila, Ze existuji statisticky vyznamné vztahy mezi
koncentracemi mastnych kyselin v membrénach erytrocyti a velikosti zanétlivé reakce, resp.
oxidanim stresem po implantaci korondrniho stentu. Se zménou koncentrace C-reaktivniho
proteinu velmi silné pozitivné korelovala kyselina myristova a v mensi mife kyselina olejova.
Inverzni korelace s navySenim C-reaktivniho proteinu byla prokazana u kyseliny elaidové,
Vv men$i mife u kyseliny palmitoolejové a nervonové. Se zvySovanim koncentrace interleukinu
6 byla v pozitivni korelaci kyselina myristova, méné pak kyselina gondova a ve velmi malé
mife, téméf zanedbatelng, kyselina dokosahexaenova. V inverzni korelaci s navySenim
interleukinu 6 byla koncentrace kyseliny pentadekanové, a-linolenové a méné pak kyseliny
stearové. Na zménu koncentrace malondialdehydu méla vliv pouze kyselina y-linolenova. Mezi
hodnocenymi indikatory zanétlivé reakce byly dale sérovy amyloid A a ceruloplasmin. Bylo

odhaleno, ze tyto markery nejsou vhodné pro posouzeni nami sledovanych vztah.
Klic¢ova slova

Koronarni stent, mastné kyseliny, membrany erytrocyti, zanét, C-reaktivni protein,

sérovy amyloid A, interleukin 6, ceruloplasmin, malondialdehyd, vicenasobna linearni regrese



Title

The effect of fatty acid profile of erythrocyte membranes and serum phospholipids on

systemic inflammation after coronary stent implantation in patients with ischemic heart disease

Annotation

Multidimensional statistical data analysis was carried out assess the effect of
concentrations of twenty fatty acids determined in erythrocyte membranes and serum
phospholipids on the extent of inflammatory response and oxidative stress in patients with
ischemic heart disease undergoing percutaneous coronary intervention followed by
implantation of the stent. The inflammatory response was indicated by a change in the
concentration of C-reactive protein, serum amyloid A and ceruloplasmin at 48 hours after
implantation of the stent, and in case of interleukin 6 in 24 hours after the procedure. An
increase in malondialdehyde concentration at 48 hours after implantation of the stent marked

the oxidative cell damage.

Multiple linear regression revealed that there are statistically significant relationships
between fatty acid concentrations in erythrocyte membranes and inflammatory response rates,
resp. oxidative stress after implantation of the coronary stent. Increase of C-reactive protein
concentration strongly correlated with myristic acid and, to a lesser extent, with oleic acid. An
inverse correlation with the increase in C-reactive protein was demonstrated in elaidic acid, to
a lesser extent in palmitoleic acid and nervonic acids. With increasing interleukin 6
concentration, myristic acid was positively correlated, to a lesser extend gondoic acid, and
docosahexaenoic acid correlated to a very low extent. In inverse correlation with the increase
in interleukin 6, pentadecanoic acid, a-linolenic acid and, to a lesser extent stearic acid
concentrations were found. Only vy-linolenic acid correlated positively with malondialdehyde
concentration. Among assessed indicators of the inflammatory response there were also serum
amyloid A and ceruloplasmin. It was revealed that these markers are inappropriate for assessing

relationships which were analysed.

Keywords

Coronary stent, fatty acids, erythrocytes membranes, inflammation, C-reactive protein,

serum amyloid A, interleukine 6, ceruloplasmine, malondialdehyde, multiple linear regression
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Nasycené mastné kyseliny (z angl. Saturated fatty acids)

Transkripéni faktor SREBP (z angl. Sterol response element binding
protein)

Triacylglyceroly

Trans-nenasycené mastné kyseliny (z angl. Trans-fatty acids)
Transformujici rustovy faktor (z angl. Transforming growth factor p)
Toll like receptor

Tumor nekrotizujici faktor-o

Tromboxan

Zm¢éna koncentrace ceruloplasminu za 48 hodin po implantaci stentu
Zmeéna koncentrace C-reaktivniho proteinu za 48 hodin po implantaci
stentu

Zména koncentrace interleukinu 6 za 24 hodin po implantaci stentu
Zména koncentrace malondialdehydu za 48 hodin po implantaci stentu
Zména koncentrace sérového amyloidu A za 48 hodin po implantaci

stentu



Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni jsou celosvétoveé nejcastéjsi pricinou umrti, a to
predevsim zavazna forma ischemické choroby srde¢ni. V soucasné dobé se za standardni 1écbu
zuzeni koronarnich tepen povazuje perkutanni koronarni intervence s néaslednou implantaci
stentu do poskozené tepny. Tato metoda byla piedstavena v 80. letech minulého stoleti a za tu
dobu prodé¢lala ohromny technologicky pokrok. Na trhu je cela fada typd koronarnich stentt,
napiiklad holé kovové stenty, 1€kové stenty ¢i biologicky vstiebatelné, a ackoliv jejich uziti
bylo hodnoceno jiz stovkami klinickych studii, stale neexistuje stent idealni pro vSechny
pacienty, ktery by zamezil rozvoji nadmérné zanétlivé reakce, zpiisobené implantaci stentu,
ktera je Casto pricinou naslednych klinickych komplikaci. Na zanétlivé reakci se ptirozené
podili celd fada mediatort,, mezi které patii i mediatory odvozené od mastnych kyselin.

Pfedmétem této prace bylo studium vlivu koncentrace mastnych kyselin v membranach
erytrocytt a ve fosfolipidech séra v dob¢ pred zakrokem, na rozvoj systémové zanétlivé reakce
po implantaci koronarniho stentu U pacientll podstupujicich perkutanni koronarni intervenci pro
zavazné zauzeni korondrnich tepen. Jako markery systémového zanétu byly pouzity zmény
koncentrace C-reaktivniho proteinu, sérového amyloidu A, interleukinu 6, ceruloplasminu a

malondialdehydu jako indikatoru oxida¢niho poskozeni bunék.
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1 Cil prace

Cilem prace bylo po zavedeni nového zpusobu kvantifikace mastnych kyselin
S vyuzitim tzv. vnitinich ,,response® faktort pomoci plynové chromatografie stanovit
koncentrace dvaceti mastnych kyselin ve fosfolipidech séra a v membranach erytrocyti u
pacientl podstupujicich implantaci koronarniho stentu. Dale provedenim statistické analyzy dat
vyhodnotit, zda existuji vztahy mezi stanovenymi koncentracemi mastnych kyselin, oxidacnim

stresem a zanétlivou reakci doprovazejici implantaci stentu.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Ischemicka choroba srde¢ni

Kardiovaskularni choroby (KVO) jsou obecné celosvétové nejcastéji se vyskytujici
onemocnéni a zaroven piedstavuji I nejcastéjsi pifi¢inu amrti. Potvrzuje to i Americka
kardiologické spolecnost, kterd na zacatku roku 2017 zvetejnila, ze v dospélé americké populaci
trpi vice nez 36 % osob nékterou z forem KVO a piedpoklada, Ze toto Cislo se bude nadale
zvySovat, nicmén¢ umrtnost klesa [1].

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je akutni nebo chronické onemocnéni srde¢niho
svalu vzniklé na podkladé nedostateéného krevniho zasobeni srde¢ni svaloviny pii postizeni
véncitych tepen [2]. Nejéastéjsi ptic¢inou vzniku ICHS je ateroskleroza, méné pak spazmy tepen
nebo embolizace [3].

Ateroskleroza se v soucasné dobé povazuje za zanétlivé onemocnéni velkych tepen,
které se vyviji fadu let a je charakterizovano akumulaci lipida a zanétlivych bunék v intimé,
pfi¢emz iniciatorem celého patologického procesu je endotelialni dysfunkce [4]. Formace
aterosklerotické 1éze je znazornéna na obrazku 1.

_-~ Komplikovana léze
(klinické piihody)

Aterom

Depozice
lipoproteimi
obsahujicich
apo-B s

Casny aterom

\ y N
.7 Aktivace endoteln/ nabor : Tvorba pénovych bunék
monocyti J (lipidovy prouzek)

Obrazek 1 Vyvoj aterosklerotické 1éze (pievzato a upraveno dle [5])

Ptfesna pficina aterosklerdzy neni doposud znama, nicméné mezi ovlivnitelné nezavislé
rizikové faktory spojené s rozvojem aterosklerdzy patii zvySend koncentrace celkového

cholesterolu (ptfedevsim LDL-cholesterolu), zvySena koncentrace triacylglycerolli a snizena
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koncentrace HDL-cholesterolu v plazmé, hypertenze, koufeni, diabetes mellitus ¢i obezita.
Ovlivnénim téchto faktorii 1ze rozvoj aterosklerdzy zpozdit ¢i predchazet. Mezi neovlivnitelné

rizikové faktory lze fadit vys$si vék, muzské pohlavi ¢i genetickou predispozici [6].
2.1.1 Formy ischemické choroby srdecni

ICHS ma Siroké spektrum klinickych projevi od zcela asymptomatického onemocnéni
aZ po nahlou srde¢ni smrt. Mizeme je rozdélit na formy akutni a chronické, pficemz se zasadné
1isi v progndze i terapeutickém ptistupu [6].

Mezi chronické formy ICHS se fadi asymptomaticka ICHS, stabilni angina pectoris
(AP), stav po infarktu myokardu, dysrytmicka forma ¢i chronické srde¢ni selhani. Tyto formy
obvykle neptedstavuji bezprosttedni ohroZeni Zivota pacienta [6]. LéCi se pievazné farmaky
(nitraty, p-blokatory, blokatory vapnikovych kanali a antiagregancii), indikace
k revaskularizaci pfichazi pouze pii pretrvavani symptomu [3].

Velmi zavaznymi jsou akutni formy ICHS, protoze predstavuji bezprosttedni ohrozeni
Zivota. Mezi akutni koronarni syndromy (AKS) se fadi nestabilni formy AP a akutni infarkt
myokardu s nebo bez elevace Gseku ST na elektrokardiografické kiivce [6]. V nékterych
ptipadech se pouziva prosté déleni na AKS s elevaci tiseku ST a AKS bez elevace tseku ST
[7]. VSechny tyto formy vznikaji na podklad¢é ruptury nestabilni aterosklerotické 1éze, kdy
vV misté poskozeni véncité tepny dojde ke vzniku trombu a zuZeni aZ uzavieni lumen véncité
tepny [6, 7]. Lécba AKS s elevaci ST zahrnuje pfednemocnicni péc¢i, konkrétné podavani 1éka
proti bolesti, podani kyslikové masky pii hypoxii ¢i v nutnosti podani sedativ. Kli¢ovou 1é¢bou
je témet u vSech pacientll primarni perkutanni intervence, pfi niZ se uzaviena tepna pomoci
katetru rekanalizuje a dilatuje balonkem, na jehoz konci je umistén koronarni stent. Vyznamnou
soucasti lécby je podavani farmak. Antitromboticka 1é¢ba zahrnuje podani kyseliny
acetylsalicylové v kombinaci s nékterym léCivem ze skupiny novych protidestickovych
medikamentt. Dale se podavaji nitraty, antikoagula¢ni medikamenty a 1éky na snizeni krevniho
tlaku, nejCastéji se jedna o inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu [7]. U pacienti s AKS
bez elevace ST neexistuje pausalni 1écba. Je vzdy nutno zhodnotit zdravotni stav konkrétniho
pacienta a pfipadna rizika ¢i vyhody perkutanni koronarni intervence. V tadé pfipadu je
dostacujici farmakologicka 1écba [7].

Podstatnou roli pfi 1écbé vSech forem ICHS casto taktéz hraje 1 podavani statini pro
dyslipidémii [7]. Samoziejmou a neméné duleZitou soucasti 1é¢by ICHS je sekundarni
prevence, tedy eliminace ¢i maximalni omezeni plsobeni jiz zminénych ovlivnitelnych

rizikovych faktort pisobicich proaterogenné [6].
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2.2 Perkutanni koronarni intervence s naslednou implantaci stentu

Pocatky intervenéni kardiologie sahaji do 80. let minulého stoleti, kdy Svycar A. R.
Griintzig provedl prvni perkutdnni korondrni intervenci. Za dobu uplynulych 40 let doslo
k ohromnému technologickému pokroku této metody. Plvodnim zédmérem bylo
prostiednictvim prostého balénkového katetru rozbit ateroskleroticky plat. Nicméné tento
postup byl casto spjat s nezadoucim akutnim uzavérem dilatované arterie, S rozvojem restenozy
¢i s konstriktivni remodelaci cévy [8]. Ve snaze eliminovat nezadouci G¢inky byla PCI doplnéna
o implantaci stentu [9]. Fotografie balonkového katetru se stentem je na obrazku 2.

Klasickym pftistupem pro katetrizaci je femoralni tepna, modernéj$im a stale ¢astéjSim
zpusobem je transradialni piistup [10]. Stenty mohou byt samoroztazitelné nebo Castéji
balonexpandabilni. Selfexpandabilni stenty ptfedstavuji spiSe pouze alternativni feSeni pro

komplikované l1éze [11].

Obrazek 2 Balonkovy katetr se stentem (ptevzato z [12])

2.3 Vyvoj balonexpandabilnich stentii

2.3.1 Holé kovové stenty

Vibec prvnim dostupnym typem koronarnich stentt byly holé kovové stenty (BMS,
z angl. Bare metal stents). Pivodné byly vyrabény z nerezové oceli, nyni jsou z nejruznéjSich
modifikovanych slitin [13]. BMS u¢inn¢ fesi akutni nezadouci stazeni cévy ¢i konstriktivni
remodelaci cévy. Limitaci téchto stentl je ale skutecnost, Ze po implantaci dochazi k poranéni
stény cévy, které ¢asto vylustuje v neointimalni hyperplazii. Neointimalni hyperplazie je ¢asto
podkladem pro rozvoj restenozy ve stentu (ISR, z angl. In-stent Restenosis). Pro feseni tohoto
problému byla navrZzena tfada alternativnich strategii 1écby, vcetné systémového podavani
antiproliferativnich a protizanétlivych 1€k, pouziti alternativnich povrchovych povlaki stentu

a stenty s eluci 1€k, viz dale [9].
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2.3.2 Stenty uvoliiujici 1é¢iva

Ve snaze snizit riziko rozvoje restendzy ve stentu byly vyvinuty stenty eluujici 1é¢iva
(DES, z angl. Drug eluting stents). Dnes jiz rozlisujeme nékolik generaci DES. Prvni dvé
generace maji pfitomnou polymerni vrstvu (trvalou ¢i bioresorbovatelnou) na kovové vzpére.
Prikladem pouzivanych lé¢iv navazanych na stentech je Sirolimus, Paklitaxel, Zotarolimus,
Biolimus ¢i Everolimus [13]. Obecné¢ pro DES plati, Ze svym antiproliferativnim G¢inkem na
buiiky hladké svaloviny cév snizuji riziko rozvoje restendzy ve stentu. Nevyhodou téchto stenti
je opozdéna reendotelizace, ktera muize vést k tvorbe trombu v misté stentu, proto se doporucuje
prodlouzena dualni antiagregacni terapie [9].

Systematick¢é monitorovani vice nez 10 000 pacienti s ICHS podstupujicich PCI
s naslednou implantaci stentu odhalilo, ze implantace DES snizila vyskyt resten6zy na 12-15
%, pfi¢emz pouze u piiblizné 5 % piipadt doslo ke klinické manifestaci ve srovnani s pacienty,
kterym byl implantovan BMS, u kterych byla prokdzana incidence restendzy ve stentu u 30 %
pacientti [14]. Pro sniZeni rizika trombdzy a zanétu zpusobenych polymernimi povlaky se zdaji
byt slibné non-polymerni DES. Je vSak nutné jesté testovat jejich Géinnost a bezpeénost [15].
Zvlastnim typem DES jsou stenty oznacované jako COMBO. Jedna se o stenty, které na svém
povrchu kromé 1é¢iva nesou protilatky anti-CD34. Po implantaci stentu pak protilatky ptitahu;ji
cirkulujici endotelidlni progenitorové buniky, které se podileji na urychleni reendotelizace. Po
implantaci téchto stentli byla u pacientii zjisténa pozdni neointimalni regrese, ktera nebyla
zaznamenana u zadnych stentt s eluci 1éka [16].

V roce 2013 provedl Tada a kolektiv studii vyskytu trombozy ve stentu u pacientd
podstupujicich implantaci BMS nebo DES. Bylo prokazano, Ze ve srovnani s BMS doslo po 3
letech sledovani k vyznamnému zvySeni rizika velmi pozdni trombdzy Ve stentu u pacienti
s implantovanym DES prvni generace (2,2 %). DES druhé generace vykazovaly riziko
trombozy 1 % a holé kovové stenty 1,5 % [17].

V porovnani BMS a DES, stentem prvni volby u pacientti se stabilni ICHS nebo AKS
je prozatim DES, protoZe je prokazana niz§i mira mortality a nizs§i vyskyt zavaznych komplikaci
[18].

2.3.3 Biologicky odbouratelné stenty

Biologicky odbouratelné stenty (BVS, z angl. Bioresorbable vascular scaffolds)
predstavuji atraktivni pfistup, protoze poskytuji cévé pouze docCasnou oporu. Maji totiz

schopnost se po urcité dobé rozlozit a kompletn¢ vstiebat [8]. Vstiebani stentu vyznamné

21



snizuje riziko pozdni trombdzy. Po resorpci BVS je popisovano i tzv. pozdni rozsifeni lumina
oproti opacnému fenoménu pozorovanému u permanentnich stentt. NejcastéjSimi materialy pro
vyrobu BVS je polymer na bazi kyseliny poly-L-mlé¢né ¢i bioabsorbovatelné slitiny kovu [19].
V retrospektivni studii 657 pacientii po implantaci BVS doslo k rozvoji restendzy ve stentu u
41 pacientt (6,2 %), tento vyskyt je srovnatelny s incidenci restendzy ve stentu u noveéjsi

generace DES [20].

2.4 Zanétliva reakce cévy po implantaci stentu

Pti implantaci stentu do cévy dochazi nejenom k rozbiti aterosklerotického platu, ale i
k poskozeni cévni stény. Poruseni integrity endotelu pti implantaci stentu vede k celé kaskadé
reakci. Lze je rozd¢lit na ranou fazi, ktera zahrnuje aktivaci a agregaci krevnich desticek
doprovazenou zanétlivou infiltraci cirkulujicich leukocytt, které uvoliuji fadu rdstovych
faktorti a cytokint. Dalsi fazi je tvorba granulacni tkang, pii které se endotelové buiiky mnozi
a migruji po poranéné sténé cévy, zatimco builky hladké svaloviny a makrofagy nahrazuji
fibrinovou srazeninu za granulacni tkan. Kone¢nou fazi hojeni je remodelace tkang. V této fazi
dochazi k fenotypové preméné bun€k hladké svaloviny. Modifikace je aktivovana rastovymi
faktory ¢i cytokiny produkovanymi endotelem, vrstvou medie, krevnimi destickami nebo
infiltrovanymi zanétlivymi bufikami. Na modifikaci bunék hladké svaloviny se podili i
napiiklad tlakova sila vznikajici ve stén¢ cévy implantaci stentu nebo stentem zpiisobeny pokles
smykového napéti. Vyznamnou roli zde hraje 1 extracelularni matrix, protoZe interaguje
S bunikami a ovliviiuje jejich adhezi, migraci, proliferaci, ¢imz se podili na remodelaci rany
[21]. Svou roli pti zanétu maji mimo jiné i kmenové bunky [22] ¢i oxidaéni stres a ateroskleroza
ajeji typické rizikové faktory. Predpoklada se, ze i mastné kyseliny a od nich odvozené lipidové
medidtory maji vyznamnou ulohu pfi zanétu, viz dale.

Pii hojeni cévy je dilezitd urcitd rovnovaha mezi prozanétlivymi a protizanétlivymi
mediatory. Za normalnich okolnosti bunééné a molekularni procesy, které tfidi odpoved’ na
poranéni, iniciuji opravu a zhojeni cévy. Za patologickych podminek, kdy se porusi regulacni
mechanismy podilejici se na reparaci cévy, je nasledkem trvaly zanét, ktery je Casto doprovazen
komplikacemi [22]. Markery systémového zanétu jsou naptiklad reaktanty akutni faze C-
reaktivni protein, sérovy amyloid A, interleukin 6 a ceruloplasmin, viz dale.

Zavaznou a zaroven nejcast€j$i zanétlivou komplikaci implantace stentu je jiz zminéna

restenoza ve stentu, ktera je angiograficky definovana jako > 50% zazZeni cévy Vv misté stentu.
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Hlavnim mechanismem vzniku je neointimalni hyperplazie. Podle velikosti loziska lze délit
restenézu na fokalni, difuzni, proliferativni a okluzni, u kterych je nutnd opétovna
revaskularizace v 19 %, 35 %, 50 % a 98 % piipadd, v uvedeném potadi. Obecné jsou jiz znamy
rizikové faktory (prediktory) rozvoje restendzy ve stentu spojené s procesem implantace stentu,
s vlastnostmi intervenované cévy (loziska) ¢i se zdravotnim stavem pacienta [23]. V soucasné
dob¢ je snahou urcit biochemické markery, na zdkladé kterych by bylo mozné predikovat rozvoj

restenozy jiz béhem implantace stentu.
2.4.1 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je reaktant akutni faze, je produkovan majoritné hepatocyty
jako odpovéd’ na prozanétlivé cytokiny interleukin (IL)-1 a IL-6 nebo tumor nekrotizujici
faktor-o. (TNF-a), které jsou produkovany poskozenymi endotelialnimi buiikami a leukocyty
vV mist¢ implantovaného stentu [24]. CRP je ale také lokaln¢ uvoliiovan vulnerabilnim plakem

a cévni sténou poskozenou implantaci stentu [25].

CRP neni specifickym markerem pro intravaskularni zanét a aby bylo mozné méfit
hodnoty v nizké oblasti (kolem 1 - 2 mg/l) pouzivaji se testy s upravenou analytickou presnosti,
tzv. hsCRP [26]. Lokalné produkovany CRP muize pusobit jako promotor zanétlivého procesu.
Inoue a kolektiv ve své studii sledovali lokalni produkci CRP v misté aterosklerozy, béhem PCI
u pacientu se stabilni nebo nestabilni AP. Bylo prokazano, ze koncentrace CRP ve vzorcich
arterialni krve odebranych jak distalné od loziska, tak i proximalng, je vys§i u pacientd
S nestabilni AP v porovnani s pacienty se stabilni AP. Navic pfi porovnani krve odebrané
z koronarniho sinu a z periferni krve pfed a po implantaci stentu u pacientt se stabilni AP bylo
zjisténo, ze zmeéna koncentrace CRP je markantnéjsi v Krvi z koronarniho sinu nez v periferni
krvi. Na zaklad¢ stanoveni CRP z koronarniho sinusového vzorku nebo intrakoronarniho
vzorku by mohl byt pfesnéji posouzen probihajici zanét, nicméné toto stanoveni vzhledem

k naro¢nosti nelze provadét rutinné [25].

Pti hodnoceni hladiny CRP Vv periferni krvi se doporucuje stanoveni zmény koncentrace
pred a po implantaci stentu, protoze PCI spousti jiz zminénou zanétlivou reakci, kterd je
pfirozené spojena Se zvySenim sérové koncentrace CRP [27]. Udava se, ze maximalni
koncentrace CRP dosahuje 48 hodin po zakroku [24, 25]. Studie z roku 2009 dokonce udava,
ze pacienti, u kterych po implantaci stentu nédsledné doSlo k srde¢ni piihod€, méli nejvyssi
koncentrace CRP az po 72 hodinach [28]. Mincu a kolektiv provedli systematickou
metaanalyzu k vyhodnoceni prediktivni role sérového CRP u pacienti se STEMI, ktefi

podstoupili primarni PCI. Pacienti byli rozd€leni do dvou skupin, a to s nizkou a vysokou
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hladinou CRP. Vysoké hodnoty CRP byly spojeny se zvysenou mortalitou v nemocnici, pozdéji
I zvySenou celkovou imrtnosti, s vyskytem zavaznych nezadoucich srde¢nich piithod (MACE,
z angl. Major adverse cardiac events) a recidivujicimi infarkty myokardu. Zvysena hladina CRP
pfed PCI vyznamné korelovala s potiebou revaskularizace cilové cévy jiz v nemocnici.
Nicméné dle jejich studie neni preproceduralni koncentrace CRP vhodna k posouzeni rizika
restendzy ve stentu vzhledem k nekonzistentnim vysledkiim zahrnutych studii. Naptiklad M-H
Risk Ratio u akutni a subakutni ISR spojené s vysokou hladinou CRP se pohybovalo mezi
hodnotami 1,2 az 5,31, zatimco u pozdni ISR M-H Risk Ratio nabyvalo hodnot 0,63 az 5 [29].
Jinou metaanalyzu observaénich studii provedl kolektiv ¢inskych lékait v roce 2010. Ti
sledovali rozdil koncentrace CRP u pacientl S restendzou a bez restenozy ve stentu, u kterych
byla divodem implantace stentu stabilni nebo nestabilni AP. Vysledky byly taktéz heterogenni,
nicmén¢ prevazovala asociace vyS$$i krevni koncentrace CRP s vyskytem restenozy ve stentu.

Navic se zda, ze u pacientd s nestabilni AP je ISR ¢astéjsi [30].
2.4.2 Sérovy amyloid A

Dalsim indikatorem zanétlivého procesu je sérovy amyloidni protein A (SAA). Obecné
se rozlisuji 4 izoformy (SAA1-4), mezi reaktanty akutni faze patii pouze izoformy 1 a 2,
pficemz béhem zanétu se plazmaticka koncentrace muze zvysit az tisickrat [31]. Syntéza a
sekrece SAA v hepatocytech je fizena cytokiny, predevsim IL-1, IL-6 a TNF-a. Kromé jater
byla prokazéana produkce i v jinych tkanich, hlavné v tukové tkani, endotelu cévni stény,
hladkych svalovych buiitkéch, makrofazich ¢i pénovych bunikach. SAA je povazovan nejen za
marker zanétu cévni stény, ale mtize hrat pfimou roli v aterogenezi [26].

Z vysledkid fady studii in vitro se predpoklada, ze SAA ma pleoitropni G¢inky. Je
schopny pusobit chemotakticky na fagocyty pomoci formyl peptidového receptoru FPR2 a
indukovat transkripci prozanétlivych proteini (IL-1B a TNF receptoru-II) u monocytd. U
neutrofilii je SAA schopny navodit produkei cytokini TNF-a, IL-6 a IL-8. Kromé¢ toho je vSak
IL- 1RN nebo IL-33. SAA-1 je schopny ovliviiovat diferenciaci makrofagi smérem k fenotypu
M2, véetné zvysené schopnosti eferocytozy. Cast téchto uéinkd je zprostiedkovana diky
schopnosti SAA aktivovat Toll-like receptory (TLR)-2 a 4 [31].

Vztahem mezi sérovymi koncentracemi SAA u pacienttl, ktefi podstoupili pro akutni
koronarni syndrom primarni PCI a naslednym klinickym priibéhem se zabyvala japonska studie

[32]. Tato retrospektivni studie naznacuje, ze vysoka sérova hladina SAA by mohla slouzit jako
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nezavisly prediktor Sestimési¢éniho umrti u pacienti s akutnim infarktem myokardu

podstupujicich PCI.
2.4.3 Interleukin 6

IL-6 je prozanétlivy cytokin produkovany fadou tkéani, véetné aktivovanych leukocyti,
endotelovych bungk a adipocyti [28]. Je pfechodné a téméf okamzité produkovan v reakci na
infekci €1 poranéni tkani a vykazuje pleiotropni ucinek na zanét, imunitni odpoved a
hematopoézu [33]. Odstranénim zdroje stresu se u zdravého jedince produkce IL-6 zastavi. Jeho
vyznamnou funkci je schopnost navodit hepatalni produkci reaktantti akutni faze, kromé CRP
a SAA také fibrinogenu, ceruloplasminu, haptoglobinu, alfa-1 anti-trypsinu ¢i alfa-1 kyselého
glykoproteinu [28]. Mimo jiné podporuje tvorbu trombocytti v kostni dfeni, snizuje hepatalni
produkci fibronektinu, albuminu a transferinu, ovliviiuje diferenciaci lymfocytli a rovnéz
indukuje nadmérnou produkci cévniho endotelidlniho ristového faktoru, coz vede ke zvySené
angiogenezi a zvySené vaskularni permeabilit¢ [33]. Pii dlouhodobém sledovani
medikament6zné 1écenych pacientl se stabilni ischemickou chorobou srde¢ni bylo zjisténo, ze
zvySena hladina IL-6 je nezavislym rizikovym faktorem pro zavazné srde¢ni piihody,
hospitalizaci pro srde¢ni selhani a stejné tak i pro celkovou mortalitu [34].

Krevni koncentrace IL-6 se nejvice zvySuje V prvnich hodinach po implantaci stentu a
maxima dosahuje po 24 hodindch, a to u vSech pacientli bez ohledu na vznik néslednych

komplikaci [28].
2.4.4 Ceruloplasmin

Ceruloplasmin (Cp) je glykoprotein akutni faze, jehoz hlavni funkci je transport médi.
Prevazna vétSina sérového Cp je syntetizovana a produkovana hepatocyty po stimulaci IL-1,
IL- 6, TNF-a, lipopolysacharidy, INF-y, dexamethazonem, estrogenem ¢i jinymi steroidnimi
hormony. Mimo jaterni bunky jsou schopny produkovat Cp i buiikky monocytarniho ptivodu
[35]. Mimo jiné, Cp hraje roli pii angiogenezi, koagulaci ¢i v homeostaze Zeleza - vykazuje
ferrooxidazovou aktivitu [35, 36]. Cp muze ptisobit jako oxidaza na oxid dusnaty, za vzniku
oxidu dusicitého, ktery se podili na iniciaci Cp-zprostiedkované peroxidace lipidii a nitraci
proteint [37], coz miZe nepiiznivé ovlivnit endotelialni funkci [38]. Timto zptisobem miize
zvysena hladina Cp podporovat aterosklerotické mechanismy [37].

Jak jiz bylo naznaceno, G¢inky Cp jsou rozmanité. Cp je vyznamny antioxidant, ale
Casto je diskutovano i jeho prooxidacni pusobeni. Plsobeni Cp je vyznamné zavislé na

konkrétnim prostiedi. Cp je schopny inhibovat peroxidaci lipidd. Jednim z antioxidacnich
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ucinkt Cp je schopnost vazat myeloperoxidizu (MPO). Tento enzym se hojné¢ nachazi
Vv azurofilnich granulich neutrofilti a pii uvolnéni je schopny ptsobit antimikrobialn¢, ale hlavné
jako silny prooxidant. MPO je totiz schopna produkovat reaktivni HCIO, kterda ma potencial
poskozovat tkan v misté zdnétu a infekce. Pro vazbu Cp-MPO ma Cp ve své struktufe dvé
vazebna mista. Po navazani neni ovlivnéna ferrooxidazova aktivita [39]. Vétsina studii vSak
naznacuje, ze hlavnim mechanismem antioxida¢niho uc¢inku je ferrooxidazova aktivita, tedy
schopnost oxidace Fe?* na Fe3*, ¢imz dochazi k vyznamnému snizeni mnozstvi substratu (Fe?*)
pro nezadouci Fentonovu reakci. Nicméng¢ tato teorie neni podlozena zadnymi dikazy [35, 36].
Ferrooxidazova aktivita se zvySuje béhem zanétu, infekei a dalSich stavi. Tato pozorovani
naznacuji, ze existuje moznost, ze Cp pusobi jak jako antioxidant, tak i jako reakcni ¢inidlo
akutni faze [36].

Obecné¢ ionty ptechodnych kovi, jako jsou ionty médi a zeleza, jsou extrémné ¢innymi
promotory oxidacnich reakci a mohou zpisobit oxidaéni modifikaci lipoproteinti s nizkou
hustotou in vitro. Jejich zapojeni do oxida¢nich procesi in vivo je ale zpochybiiovano, protoze
vétSina téchto iontll je spojena s prostetickymi skupinami nebo je tésné izolovana pomoci
specifickych vazebnych proteinii, a tak je hladina volné médi a zeleza v plazmé a
intersticialnich tekutinach extrémné nizka [40]. Nicméné je prokazano, Ze u pacientt s kritickou
ischemii se vyskytuje zvySena hladina Cp i meédi [36]. Uvadi se, Ze i samotny Cp ma za ur€itych
podminek schopnost iniciovat in vitro oxidaci lipoproteint [36, 40]. Schopnost Cp vyvolat
lipoperoxidaci zavisi na pfitomnosti jediného chelatovatelného atomu médi. Konkrétné se toto
prooxidaéni misto nachazi na histidinu v poloze 426 [40]. Pro prooxidaéni ucinky je nutna

strukturalni integrita Cp [35, 36].

Po implantaci stentu dochazi k maximalnimu zvySeni koncentrace Cp po 72 hodinéch,
bez ohledu na rozvoj piipadné restendzy, ptic¢emz u pacientd s restenézou ve stentu byla zjisténa
nevyznamné vyssi hladina nez u pacienti bez restenozy ve stentu [28]. Jiz fada studii
zdokumentovala korelaci mezi zvySenou krevni koncentraci Cp a KVO, jako je naptiklad
ateroskler6za, abdominalni aortalni aneurysma, nestabilni angina pectoris ¢i vaskulitida [35,
36]. Zajimavé se jevi vysledky prospektivni kohortové studie z roku 2014, ve které zvysena
plazmaticka koncentrace Cp figurovala jako nezavisly prediktor pétilet¢ého umrti u pacientt
s chronickym srde¢nim selhanim [38]. K podobnym zavérim dospéla i studie Kennedyho a
kolektivu [37]. Na zakladé téchto studii by se zvySena sérova koncetrace Cp (pifipadné i médi)
mohla povazovat za nezavisly rizikovy faktor KVO. Casteéné je viak podezieni, Ze piispévek

Cp ke KVO je zavisly na profilu lipoproteina [35].
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2.5 Mastné kyseliny a oxidacni stres

Oxidacni stres je charakterizovan nerovnovahou mezi tvorbou reaktivnich forem
kysliku a kapacitou vnitiniho antioxida¢niho systému a je spojen s poskozenim bunégk, tkani a
organt.. Na rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni se oxidacni stres podili zejména schopnosti
oxidaéni modifikace lipidu. Lipoperoxidace se popisuje jako proces, pii kterém reaktivni formy
kysliku atakuji lipidy obsahujici dvojnou vazbu mezi uhliky, zejména polynenasycené mastné
kyseliny. Cilem oxidace mohou byt lipoproteiny, fosfolipidy, glykolipidy ¢i cholesterol. Pfi
nadmérné oxidaci mastnych kyselin fosfolipidi v membranach bunck dochédzi k poruse
integrity a ztraté fluidity membran, coz je ¢asto pti¢inou apoptozy ¢i nekrdzy téchto bunck. Pro
stanoveni miry oxida¢niho stresu lze vyuzit malondialdehyd (MDA), ktery vznika jako
sekundarni produkt enzymatickych i neenzymatickych oxidaénich procest kyseliny
arachidonové a jinych polynenasycenych mastnych kyselin. MDA vznikly enzymatickou
cestou muze V organismu pusobit jako signalni posel, zatimco MDA, vznikly pfi oxidaénim
stresu a jeho nasledné metabolické produkty maji schopnost modifikovat proteiny a pfispivat

k poskozeni DNA a mutacim nebo ptsobit prozanétlivé [41].
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2.6 Uloha mastnych kyselin p¥i kardiovaskularnich onemocnénich a zané&tu

Mastné kyseliny (MK) jsou vyznamnou soucéasti bun¢k, tkani a krve c¢lovéka.
Predstavuji hlavni komponentu triacylglyceroli (TAG), fosfolipidi a dalSich komplexnich
lipidd. Majoritné slouzi jako dulezity zdroj energie a slozka bunéénych membran, ale také jako
vyznamné imunomodulétory a signalizacni molekuly. Rizné buiikky, membrany a fosfolipidy
maji rizné zastoupeni MK. Profil MK je ovliviiovan dietou, metabolismem, hormonalnim
prostiedim, stavem aktivace bun¢k, genetickymi predispozicemi a podobné. Konkrétni slozeni
MK v bunééné membrané ovliviiuje fluiditu této membrany. Abnormalni zastoupeni mastnych
kyselin je spojeno s celou fadou onemocnéni, jako je diabetes mellitus 2. typu, rizné typy
rakoviny nebo KVO [42].

MK jsou monokarboxylové, vétsinou nevétvené kyseliny s délkou fetézce nejcastéji
mezi 2-26 uhliky. V zasad¢ délime MK na nasycené (SFA, z angl. Saturated fatty acids) a
nenasycené, které se dale déli podle poétu dvojnych vazeb na mononenasycené (MUFA, z angl.
Monounsaturated fatty acids), polynenasycené (PUFA, z angl. Polyunsaturated fatty acids).
Nenasycené MK se navic mohou vyskytovat v cis i v trans konfiguraci. MK lze také délit
z hlediska délky uhlikatého fetézce (mastné kyseliny s kratkym, sttedné dlouhym, dlouhym
nebo velmi dlouhym fetézcem) [43] nebo na esencialni, kam ve své podstaté patii pouze
kyselina linolova a a-linolenova, pomoci nichz zivo¢ichové dokazi do ur¢ité miry syntetizovat

vSechny dulezité -6 respektive -3 PUFA, ostatni dtlezit¢ MK jsou neesencialni [44].

Syntéza MK je pomérné slozity proces, podili se na ném ve zjednoduSeni
multienzymovy komplex zvany syntaza MK. Syntéza probiha v cytoplazmé hepatocytd,
laktujici mlécné Zlazy nebo tukovych bunék. Vychozim substratem je pro ni acetyl-CoA.
V cytoplazmé bunék lze syntetizovat MK do délky 16 uhlikt, dalsi elongace je mozna pouze
na membrané endoplazmatického retikula nebo v mitochondriich. Vzniklé saturované kyseliny
mohou byt pomoci desaturdaz preménény na nenasycené MK. U zivocichi jsou exprimovany
pouze desaturazy AS, A6 a A9, coz je diivodem, pro¢ lidské télo nedokaze syntetizovat de novo
-6 a ®-3 PUFA [45].

2.6.1 Nasycené mastné Kyseliny

SFA se hojné vyskytuji v celé fad¢ rostlinnych oleji a ZivociSnych tukti. Maji fadu
prokédzanych Gc¢inkl na lidské zdravi a je zfejmé, Ze jednotlivé kyseliny se v ucinku lisi. SFA
(C10-C18) jsou schopny pomoci regulace né€kolika transkrip¢nich faktord jako je SREBP

(z angl. Sterol response element binding protein) a HNF-4 (z angl. Hepatocyte nuclear factor
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4) nebo aktivace jadernych receptorit LXR/RXR (z angl. Liver X receptor/ Retinoic X receptor)
ovlivitovat lipidovy metabolismus. SFA napiiklad pfispivaji ke zvySovani plazmatické
koncentrace LDL-cholesterolu (LDL-c), lisi se vSak v u¢innosti: stearova kyselina < palmitova
kyselina < laurova kyselina < myristova kyselina. Rozsahla studie Zhenga a kolektivu [46]
hodnotici vztah nasycenych mastnych kyselin na rtizné metabolické indikatory u vice nez
15 000 zdravych dospélych z 8 stati Evropy prokézala, ze kyselina myristova pozitivné koreluje
s krevni koncentraci TAG, apolipoproteinem A1 a alaninaminotrasferazou. Kyselina palmitova

je inverzné asociovana s koncentraci HDL-c a pozitivné asociovana s TAG a CRP.

Kyselina laurova a palmitova jsou schopny indukovat aktivaci transkripéniho faktoru
NF-«B (z angl. Nuclear factor-kB) [42]. Tento transkrip¢ni faktor je piitomen ve vétsiné bunék
a ma klicovou roli v regulaci zanétu. Reguluje produkci cytokint IL-1, 2, 6, 12, TNF-q,
chemokinii IL-8 a monocytarniho chemotaktického proteinu 1, adheznich molekul a
inducibilnich enzymi jako je syntaza NO nebo cyklooxygenaza 2 [47]. Efekt SFA na NF-«xB
je fizen aktivaci TLR-4 [42]. ZvySena koncentrace zejména kyseliny laurové, myristové a
palmitové je spojena s vySsim rizikem KVO, ICHS, ale i diabetes mellitus 2. typu. [42]. Pfi
studiu vlivu akumulace volnych SFA v endotelu cév na jeho funkci a rozvoj aterosklerdzy bylo
zjiSténo, ze kyselina arachova pfi koncetraci 34 pmol/l je schopna Upln€ inhibovat rist
endotelovych bun€k a lze tedy fici, Ze plsobi prozanétlivé, pro srovnani stejny uc¢inek byl
pozorovan u kyseliny myristové az v desetinasobné koncentraci [48]. Piehled vybranych SFA

je v tabulce 1.

Tabulka 1 Ptehled vybranych nasycenych MK (pfevzato a upraveno dle [43])

SFA se stfedn¢ dlouhym fetézcem SFA s dlouhym fetézcem
Trividlni ndzev  Pocet uhlikii: dvojné vazby  Trivialni ndzev Pocet uhlikd: dvojné vazby

Kapronova C6:0 Myristova C14:0

Kaprylova C8:0 Pentadekanova C15:0

Kaprinova C10:0 Palmitova C16:0

Laurova C12:0 Marganova C17:0

Stearova C18:0

Arachova C20:0

Behenova C22:0

Lignocerova C24:0

Cerotova C26:0
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2.6.2 Cis-mononenasycené mastné Kkyseliny

Stejné jako u SFA se ucinek konkrétnich MUFA miize liSit. Mezi hlavni MUFA
pfijimané stravou patii kyselina olejova (OA, z angl. Oleic acid) a palmitoolejova. Bohatymi
zdroji obou kyselin jsou rostlinné oleje, pro OA zejména olivovy olej, nebo rizné zZivocisné

tuky [42]. Piehled zastupci MUFA je v tabulce. 2.

Tabulka 2 Ptehled vybranych cis-mononenasycenych MK (pievzato a upraveno dle [43])

Trivialni nazev  Pocet uhlika: dvojné vazby

Mpyristoolejova C14:1 n-7
Palmitoolejova C16:1 n-7
Petroselinova C18:1n-12
Olejova (OA) C18:1n-9
Gondova C20:1n-9
Cetoleova C22:1n-11
Brasidova C22:1n-9
Nervonova C24:1n-9

Kyselina olejova, ve srovnani s PUFA, ¢ini LDL odolnéjsi viuci oxidaci a lze fici, ze
plsobi tedy proti rozvoji zénétu a aterosklerdzy. Strava, kde jsou SFA nahrazeny OA,
prokazatelné sniZzuje koncentraci celkového a LDL-C v plazmé&, ¢imz sniZuje riziko rozvoje
OA [42]. Reakci OA a NO vznika nitroolejova kyselina, ktera je schopna potla¢ovat cévni zanét
prostiednictvim inhibice exprese adheznich molekul, inhibice rolovani monocytii a jejich
adheze na cévni endotel [49]. Ve studii [50] publikované v lofiském roce bylo zjisténo, Ze u
pacienti podstupujicich koronarni angiografii, zvySené procentualni zastoupeni OA
Vv erytrocytech inverzné koreluje nejenom s koncentraci LDL-c, ale také s koncentraci HDL
cholesterolu (HDL-c). Piekvapivé bylo prokazano, Ze hladina OA pozitivné¢ koreluje
s koncentraci TAG. Dal§im zéastupcem je kyselina palmitoolejova, taktéz se podili na
metabolismu cholesterolu. Uginek palmitoolejové kyseliny na rozvoj KVO je vsak
nejednoznacny, nebot’ tato kyselina je zapojena jednak do snizovani krevni koncentrace LDL- ¢
a zvySovani HDL-c, ale na druhou stranu je spojovana se zvySovanim koncentrace krevnich
TAG. Mimo jiné se palmitoolejova kyselina podili na hemostaze schopnosti snizovat
koncentraci fibrinogenu. Nedavno byla palmitoolejova kyselina identifikovana jako lipokin se
schopnosti ovliviiovat funkci jater a svala [51]. Mezi zastupce MUFA s velmi dlouhym
fetézcem patii kyselina gondova a nervonova. Kyselina nervonova hraje vyznamnou roli jako
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meziprodukt pii syntéze myelinu v nervovych buiikach a Casto se pouziva jako dopln¢k stravy
pfi chorobach spojenych s demyelinizaci jako je roztrousena skler6za nebo

adrenoleukodystrofie [50].
2.6.3 Polynenasycené mastné kyseliny

Existuji dvé skupiny vyznamnych PUFA, podle polohy dvojnych vazeb ozna¢ovanych
jako ®-6 (n-6) a w-3 (n-3) PUFA, které jsou zdrojem vyznamnych mediatort podilejicich se ha
regulaci fady fyziologickych i patologickych procesu [42, 47]. Jejich piehled a metabolicka
konverze je uvedena na schématu 3. Obecn¢ se n-6 PUFA povazuji spisSe za prozanétlivé, a to
ucinek. Pomér piijimanych PUFA ve stravé je vyznamné posunut ve prospéch n-6 PUFA, coz

vede spise k podpoie prozanétlivych procesu [42, 47].

Linolova kyselina (LA) a-linolenova kyselina (ALA)
18:2 n-6 183 n-3
ﬂ —— §-6-desaturdiza —— ﬂ
y-linolenova kyselina (GLA) Stearidonova kyselina
183 n-6 184 n-3
ﬂ ¢ —] ElOl’lgéZ&  — ﬂ
Dihomo-y-linolenova kyselina Eikosatetraenova kyselina
(DGLA) 20:3 n-6 204 n-3
ﬂ | §-5-desaturaza  — ﬂ
Arachidonova kyselina (AA) Eikosapentaenova kyselina
20:4 n-6 (EPA) 205 n-3
ﬂ ¢ —] Elongéza  —
Dokosatetraenova kyselina Dokosapentaenova kyselina
224 n-6 225 n-3
ﬂ ¢ —] ElOIlgé.Z&  — ﬂ
Tetrakosatetraenova kyselina Tetrakosapentaenova kyselina
244 n-6 245 n-3
ﬂ | §-6-desaturaza  — ﬂ
Tetrakosapentaenova kyselina Tetrakosahexaenova kyselina
245 n-6 246 n-3
ﬂ ¢ —] B' oxidace  — ﬂ
Dokosapentaenova kyselina Dokosahexaenova kyselina
225 n-6 (DHA) 226 n-3

Obrazek 3 Metabolicka konverze n-6 a n-3 PUFA (pfevzato a upraveno dle [47])
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2.6.3.1 Omega-6 polynenasycené mastné kyseliny

Nejjednodussim a jedinym esencialnim zastupcem skupiny n-6 PUFA je kyselina
linolova (LA, z angl. Linoleic acid). Bohatym zdrojem LA jsou riizné rostlinné oleje, ofechy a
semena [42, 44]. LA je znama schopnosti snizovat plazmatickou koncentraci LDL-c
prostiednictvim ovlivnéni transkripcnich faktora SREBP a receptorit LXR, pfi¢emz ucinek na
hladinu HDL-c je omezeny. Na druhou stranu, nadmémné zastoupeni LA v LDL zvySuje
nachylnost téchto castic k oxidaci, ¢imz pulsobi proaterogenné [42]. LA mize byt
metabolizovana na hydroxyoktadekadienové kyseliny (HODE, z angl. hydroxyoctadecadienoic
acid), 9-HODE se podileji na zanétlivém procesu a oxidaénim poskozeni bun¢k, naopak u 13-
HODE je prokazan spise protizanétlivy ucinek - jsou schopny inhibovat produkci superoxidu,
podporuji vasorelaxaci aorty ¢i snizuji schopnost migrace polymorfonuklearti po aktivovaném
endotelu [52]. Reakci LA s NO vznika kyselina nitrolinolova, ktera je schopna potlacovat cévni
zanét prostiednictvim inhibice exprese adheznich molekul, inhibice rolovani monocytt a jejich
adheze na cévni endotel [49]. Uvadi se, ze LA je schopna potlacovat produkci IL-6
indukovanou kyselinou palmitovou. Pfesny mechanismus neni zndm, ale piedpoklada se
zapojeni NF-kB a proteinkinazy C [53]. Desaturaci LA vznika y-linolenova kyselina (GLA,
z angl. y-linolenic acid). Na jednozna¢ném ucinku GLA na zanét se védci prozatim nemohou
shodnout, nebot’ kone¢ny Gc¢inek GLA zavisi na schopnosti bunék a tkani konvertovat tuto
kyselinu na dihomo-y-linolenovou kyselinu, ktera ma spise protizanétlivé ucinky, anebo dale
na kyselinu arachidonovou, u které prevazuji ucinky podporujici rozvoj zanétlivého procesu
[54].

Velmi vyznamnym zastupcem n-6 PUFA je kyselina arachidonova (AA, z angl.
Arachidonic acid). Je prokazano, ze hladina LA v membranach erytrocyti negativng, a pomér

AA/LA pozitivng, koreluje se zavaznosti ischemické choroby srdeéni [55].

AA a jeji oxida¢ni produkty mohou regulovat transkripci bunéénych (jadernych)
receptori. NF-kB, PPAR nebo SREBP-1c, ¢imz mohou nasledné ovliviiovat celou fadu
bunéénych aktivit [54]. AA v membranovych fosfolipidech slouzi jako substrat pro syntézu
lipidovych zanétlivych mediatort — eikosanoidu [42, 44, 47, 56]. Eikosanoidy odvozené od AA
zahrnuji napiiklad hydroperoxyeikosatetraenové kyseliny, prostaglandiny (PG) a tromboxany
(TX) 2. tady, leukotrieny (LT) 4. fady a lipoxiny. Prvnim krokem biosyntézy eikosanoidu je
uvolnéni esterifikované formy AA z fosfolipidli bunééné membrany pomoci fosfolipaz. Dale
jsou uvolnéné MK metabolizovany konkrétnimi cyklooxygenazami (COX), lipoxygenazami

(LOX) nebo epoxydazami (cytochrom p450). Vysledkem jsou jiz zminéné ruzné tiidy

32



eikosanoidii [56], jak je zobrazeno na obrazku 4. Prostaglandiny jsou hojné produkovany
monocyty a makrofagy, tromboxany krevnimi destickami a leukotrieny bilymi krvinkami,
konkrétné naptiklad LTB4 je produkovan monocyty, makrofagy a neutrofily, nebo LTC4, LTD4

a LTE4 jsou produkovany hojné zirnymi bunikami, eozinofily nebo bazofily [47].
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Oranzové znacené mediatory pusobi prozanétlivé, modra pole znazornuji zanét-vstiebavajici
mediatory a zelené medidtory maji variabilni funkci. HPODE; hydroperoxyoktadekadienova
kyselina, HODE; hydroxyoktadekadienova kyselina, 0xoODE; oxooktadekadienova kyselina,
HPETE; hydroperoxyeikosatetraenova kyselina, PG; prostaglandin, LX; lipoxin, LT;
leukotrien, HETE; hydroxyeikosatetraenova kyselina.

Utinek eikosanoidti na riizné buiiky je zprostfedkovan pomoci receptorti spiazenych
s G-proteiny (GPR), tyto receptory se nachazi obvykle na plazmatické membrang, ale mohou
se vyskytovat i na jaderné membrané [47]. Eikosanoidy maji ¢asto navzajem protichtidné
ucinky, ¢imz se podileji na zajisténi fizené biologické odezvy [42]. Pfevazuje vsak jiz zminény
prozanétlivy ucinek. Naptiklad TXB, je ucinny vazokonstriktor a aktivator krevnich
desticek. LTB. ptsobi jako dilezity aktivator neutrofili, chemoatraktant leukocytd, indukuje
uvolnovani lyzozomalnich enzymd, zrychluje produkci reaktivnich forem kysliku a zvySuje
vaskularni propustnost. Také vede k tvorbé zanétlivych cytokind, jako jsou TNF-a, IL-18 a IL-
6 u makrofagi [47]. Vyjimkou je naptiklad lipoxin As, Ktery pisobi pro rezoluci zanétu nebo

PGl; a castecné i PGE2, ktery ma jednak prozanétlivy, ale i zanét vstiebavajici ucinek [56].

33



Plisobenim epoxygendz na AA mohou mimo jiné vznikat i epoxyeikosatrienové kyseliny zndmé
schopny inhibovat uc¢inek cyklooxygendzy 2. Nicméné jsou velmi nestabilni a jsou rychle
hydrolyzovany na mén¢ biologicky aktivni dihydroeikosatrienové kyseliny. Dle studie [57] je
prokazano, ze pacienti S ICHS maji signifikantné¢ vys$si hladiny dihydroeikosatrienovych
kyselin ve srovnani se zdravou populaci a soucasn¢ koncentrace dihydroeikosatrienovych
kyselin pozitivné koreluje s koncentraci CRP, coz naznaCuje, Ze pokles koncentrace

epoxyeikosatrienovych Kyselin mize mit roli v rozvoji zanétlivého procesu.

Syntéza eikosanoidii odvozenych od AA se odviji i od koncentrace dihomo-y-linolenové
kyseliny (DGLA, z angl. Dihomo-y-linolenic acid). V buiice neesterifikovana DGLA soutézi
s AA o COX a LOX enzymy, vysledkem je produkce prostaglandint 1. série, respektive
hydroxyeikosatrienovych kyselin. Vzniklé eikosanoidy odvozené od DGLA jsou znamy svym
inhibovat proliferaci bunék hladké svaloviny [54]. Dle vysledki studie [58] vyplyva, Ze vyssi
koncentrace DGLA je nezavisly prediktor sedmiletého pteziti u pacientii hospitalizovanych
pro AKS.

......

maji naptiklad schopnost piisobit chemotakticky na neutrofily. Derivaty odvozené od AA, jako

anandamid nebo 2-arachidonylglycerol, které se oznacuji jako endokanabinoidy, jsou schopné

w1

2.6.3.2 Omega-3 polynenasycené mastné kyseliny

Nejjednodussim ¢lenem skupiny n-3 PUFA je kyselina a-linolenova (ALA, z angl.
a- Linolenic acid). ALA je jedinou skute¢né esencialni n-3 PUFA a jejim hlavnim zdrojem jsou
naptiklad rostlinné oleje, ofechy ¢i riznd semena. ALA muze byt v lidském organismu
metabolizovana na vyznamnou Kyselinu eikosapentaenovou (EPA, z angl. Eicosapentaenoic
acid) a dokosahexaenovou (DHA, z angl. Docosahexaenoic acid). Mezi potraviny s vysokym
obsahem EPA a DHA patii rizné motské plody a vyrobky z rybiho oleje [44, 49].

EPA a DHA maji schopnost ovliviiovat fadu vyznamnych transkripénich faktort (NF-
kB, PPAR-a a y nebo SREBP), vysledkem je regulace exprese genii zapojenych do
metabolismu lipidd, diferenciace adipocytti nebo fizeni zanétu, viz dale. EPA a DHA jsou
schopny snizovat koncentraci krevnich TAG, mirné zvysuji krevni koncentraci LDL a HDL
cholesterolu a navic zvySuji velikost LDL ¢astic, ¢imz je ¢ini méné aterogenni. Na druhou

stranu, LDL castice bohaté na EPA a DHA jsou nachylné&jsi k oxidaéni modifikaci [42].
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Je prokazéano, ze pacienti trpici ICHS maji statisticky signifikantn¢ snizené hladiny
DHA a omega-3 index a zvySeny pomér n-6/n-3 v membranach erytrocytll ve srovnani se
zdravymi jedinci. Omega-3 index je oznaceni pro procentualni zastoupeni EPA + DHA
z celkovych MK v membranach erytrocyti, pficemz hodnoty nizsi nez 4 % se povazuji za
vyznamny rizikovy faktor rozvoje KVO [59]. O EPA a DHA lze fici, ze snizuji riziko rozvoje
KVO audava se, ze je mozné je pouzit i k 1é¢bé jiz probihajicich KVO [42].

Jak jiz bylo zminéno, EPA a DHA mimo jiné své funkce, vyznamné ovlivituji zanét, a

to nékolika cestami, jak je zndzornéno na obrazku 5.
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klicovy enzym A-6-desaturazu. Tento enzym je potiebny jednak na preménu ALA (na
stearidonovou kyselinu, ze které nasledné v n¢kolika krocich vznikaji EPA a DHA), ale také na
pfeménu LA na y-linolenovou kyselinu, ze které ptes dihomo-y-linolenovou kyselinu vznika
jiz zminéna AA [42, 44, 49]. Afinita A-6-desaturazy pro ALA a LA se vsak lisi. Pfi
poméru 1:1- 4 pfijimanych n-3/n-6 PUFA ve stravé by byly pfednostné metabolizovany n-3
PUFA, nicméné vzhledem k tomu, ze v bézné stravé obvykle prevazuji n-6 PUFA (pomér az
1:20), jsou pfednostné metabolizovany praveé n-6 PUFA. Lze vSak fici, ze zvySenym pfijmem
n-3 PUFA s dlouhym fetézcem je mozné potlacit tvorbu zanétlivych mediatort odvozenych od
AA [4T7].
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N-3 PUFA se dale podileji na fizeni zanétlivého procesu prostfednictvim schopnosti
metabolizovat se na zanét vstiebavajici mediatory. Pisobenim 12-LOX nebo 15-LOX vznikaji
z DHA mediatory nazyvané resolviny fady D, maresiny a protektiny. Z EPA mohou vznikat
resolviny fady E pisobenim COX-2, ale jen za soucasné 1€Cby aspirinem nebo alternativné
piisobenim epoxygenazy [56]. Castym u¢inkem tdchto zanét vstiebavajicich mediatora je
down-regulace transkripéniho faktoru NF-kB [49]. EPA muze slouzit i jako prekurzor pro
tvorbu prozanétlivych prostanoidi (tromboxani, prostacyklinii a prostaglandinti) 3. fady a
leukotrient 5. fady za katalyzy COX a LOX, v uvedeném poiadi. Tyto enzymy se Gcastni i
produkce eikosanoidli odvozenych od AA, avSak EPA ptedstavuje minoritni substrat pro tyto
enzymy a navic jejich u¢inek je mnohonasobné nizsi ve srovnani s derivaty AA [44].

Dalsim mechanismem ovlivnéni zanétu je schopnost n-3 PUFA vazat TLR-4, ¢imz
inhibuji jeho aktivaci a naslednou prozanétlivou signalni kaskddu NF-xB [49]. Jinym
mechanismem je potlaceni zanétu prostfednictvim vazby receptoru GPR120. Tento receptor je
ptitomny napiiklad na makrofazich a po vazbé neesterifikovanych n-3 PUFA down-reguluje
transkripcni faktor NF-kB [42, 49]. Na podobném principu se mohou uplatiiovat i receptory
PPAR-y [49].

Stejné¢ tak bylo prokazano, ze n-3 PUFA mohou modulovat zanét prostiednictvim
interference s microRNA [49]. Schopnost PUFA modulovat expresi microRNA je pomérné
neprobadana oblast jejich ucinku. Touto problematikou se zabyvala studie [60] publikovana
Vv loniském roce. V této studii byly mysi bunééné linie monocytii/makrofagi a endotelovych
bunék kultivovany v prostfedi bohatém na DHA nebo AA, a to v prostiedi pusobiciho
zanétlivého stimulu (lipopolysacharid, cytokiny) nebo v prostfedi bez zanétlivého stimulu.
V téchto liniich se nasledné sledovala zména exprese riznych microRNA. Byla nalezena
vyznamna zména exprese u celé fady riznych microRNA v liniich kultivovanych v prostiedi
bohatém na n-3 PUFA (DHA), ale i bunék kultivovanych prostiedi n-6 PUFA (AA), tedy u
bunék s vyznamnym zabudovanim téchto PUFA do membranovych fosfolipidd, a to bez ohledu
na ptitomnost nebo absenci zanétlivého stimulu. Mezi microRNA se zménénou expresi byla i
fada microRNA podilejicich se na regulaci zanétu. Piekvapivych vysledkd bylo dosazeno
napfiklad v linii bunék endotelu kultivovanych s AA bez zanétlivého stimulu, kde byla zjisténa
zvysena exprese MiCroRNA-10a, 17-3p, 125a, 155 nebo microRNA-181b, u kterych byl jiz
zanétlivych cytokini. Dale bylo prokézano, ze endotelové buiiky v prostiedi DHA a zanétlivého

stimulu snizuji expresi miCrORNA146-a, ktera je zndma svym prozanétlivym uc¢inkem. Jesté
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signifikantnéjsi protizanétlivy uc¢inek byl prokazan u linie monocytti/makrofagi kultivovanych
v DHA nebo v AA za soucasného zanétlivého stimulu. Byla totiz nalezena vyznamné sniZzena
exprese microRNA zapojenych do TLR signalizace (microRNA-21, 125a, 146a, 146b nebo
microRNA-155) a diferenciace makrofagu.

2.6.4 Trans-nenasycené mastné kyseliny

Vsechny jiz diive zminéné skupiny nenasycenych mastnych kyselin mély dvojné vazby
vzdy v konfiguraci cis. Trans-nenasycené mastné kyseliny (TFA, z angl. Trans-fatty acids)
mohou vznikat z cis-izomerti béhem primyslového zpracovani, pfi vafeni nebo v travicim
traktu prezvykavcu. Pravdépodobné nejznaméjsimi trans-nenasycenymi mastnymi kyselinami
v kontextu lidského zdravi jsou kyselina elaidova, kyselina trans-vakcenova a konjugovany cis-
9, trans-11 nebo trans-10, cis-12 izomer konjugované Kkyseliny linolové [42]. Piehled

vybranych TFA je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3 Ptehled vybranych trans-nenasycenych MK (ptevzato a upraveno dle [43])

Trivialni nazev Pocet uhlikd: dvojné vazby
Petroselaidova C18:1n-12
Elaidova C18:1 n-9
Trans-vakcenova C18:1 n-7
Trans izomery konjugované LA C18:2

Zékladni mechanismus u¢inku se vysvétluje pomoci saturovanych MK, vzhledem
Kk jejich podobnym fyzikalnim vlastnostem. Nicméné TFA jsou znamy jako silngjsi rizikové
faktory pro KVO nez SFA. Stejné jako SFA, TFA zvysuji plazmatickou koncentraci LDL-c,
navic vSak snizuji koncentraci HDL-c [42, 61]. Kromé¢ sniZeni krevni koncentrace HDL-c TFA
méni antiaterogenni vlastnosti HDL. Bylo totiz prokazano, Zze HDL ¢astice bohaté na kyselinu
elaidovou ztraci svou antioxida¢ni schopnost a indukuji vyssi pohlcovani oxidovaného LDL
makrofagy. Mimo jiné je také prokazana schopnost TFA redukovat velikost LDL ¢astic [61].
U konjugované kyseliny linolové jsou ucinky na lipidovy metabolismus nekonzistentni,
divodem mohou byt rizné smési izomertu pouzité ve studiich. Stejné tak vliv na zanét neni
prozatim objasnén [42], ale existuji dikazy, ze konjugovany cis-9, trans-11 izomer kyseliny

Vztahem koncentrace TFA a CRP a fibrinogenu se zabyvala americka studie
publikovana v lofiském roce [63]. Dle vysledku této studie koncentrace sérovych

(esterifikovanych 1 neesterifikovanych) trans-nenasycenych mastnych kyselin (konkrétné
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trans-9-hexadecenové kyseliny, kyseliny elaidové, kyseliny trans-vakcenové a kyseliny
linolelaidové) pozitivné koreluji s krevni hladinou CRP i fibrinogenu. Predpoklada se, ze
existuje vice mechanismu, kterymi TFA ovliviiuji zanét. Jsou napiiklad schopny up-regulovat
transkrip¢ni faktor NF-xB a zvySuji intracelularni produkci reaktivnich forem kysliku. Dale je
prokazano, ze vyssi prijem TFA stravou koreluje s dysfunkci cévniho endotelu, ktera se
projevuje zvysenou expresi adheznich molekul nebo zvySenou protrombotickou aktivitou.
Proadhezivni fenotyp endotelu potencuje zanét a aterosklerézu. Predpoklada se, ze tcinek je

zprostiedkovan pres TLR-4 [61].

2.7 Vliv mastnych kyselin na rozvoj in-stent restenézy

Nékolik studii se zabyvalo i vztahem MK a vyskytem restendézy po perkutanni
intervenci. Ve studii pacientii podstupujicich implantaci stentu do karotidy bylo zjisténo, Ze
podavani EPA a DHA pied zédkrokem a nasledné podavani po dobu 12 meésicl vyznamné
stabilizuje karotidovy plak a vyznamné snizuje incidenci restendzy ve stentu [64]. Protektivni
vliv EPA potvrzuje i japonska studie pacientli s akutnim infarktem myokardu, ktefi podstoupili
PCI. Polovina pacienti dostdvala po dobu 1 mésice 1800 mg EPA denné. U pacientl se
primarné hodnotil vyskyt smrti, mrtvice, reinfarktu, ventrikuldrni arytmie a paroxysmalni
atridlni fibrilace a sekundarné¢ hladina CRP. Pii porovnavani primarnich vystupti, doslo
k vyznamnému snizeni vyskytu zavaznych komplikaci ve skupiné uzivajici EPA v porovnani
s kontrolou, konkrétn€ 10,5 vs 29,3 %. Pii hodnoceni CRP, byly hodnoty maximalniho zvySeni
nizsi ve skupiné uzivajici EPA [65]. Naproti tomu u pacientt, kterym bylo podavano 5,1 g/den
EPA+DHA 14 dni pted PCI (bez implantace stentu) a nasledné po dobu 6 mésicii, nebyla
nalezena snizena incidence restenézy ve srovnani s kontrolni skupinou [66]. Stejnou
problematikou se zabyvala i studie [67], kde vSak byla ve skupin¢ 1é¢ené EPA+DHA prokazana

mirng, ale vyznamné, snizena incidence restendzy, na rozdil od skupiny s placebem.

2.8 Stanoveni mastnych kyselin v membranach erytrocyti

Koncentraci mastny kyselin I1ze stanovit v nejriznéjSich organech téla. V praxi vSak
pfevazuje stanoveni mastnych kyselin v krvi, nebot’ se jedna o snadno dostupny biologicky

material.
V krvi je mozné stanovit MK v plné plazmé (séru) nebo v jednotlivych lipidovych
frakcich, jako jsou fosfolipidy, estery cholesterolu, TAG ¢i volné MK nebo v membranach
38



cervenych krvinek. Vyuziti erytrocytli pro stanoveni mastnych kyselin se jevi vyhodné
z n¢kolika divodl. Jednim z nich je skutecnost, Ze na rozdil od mastnych kyselin v plazmé
(séru), jejichZz koncentrace je vyznamné ovliviiovana stravou, je profil MK v membranach
erytrocytt pomérné malo proménlivy [68]. Navic je prokazano, Zze stanoveni MK v
membranach erytrocytdl pomémé dobfe odrazi profil mastnych kyselin membran

bun¢k dulezitych tkani, jako je naptiklad srde¢ni, svalova, slezinna, plicni ¢i tukova [69].
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3 Experimentalni Cast
3.1 Charakteristika souboru pacienti

Studie probihala ve spolupraci s Kardiologickym oddélenim Nemocnice Pardubického
kraje po schvaleni protokolu studie Etickou komisi. Souhlas Etické komise je uveden v pfiloze
A. Do studie byli zatazeni pacienti, kteti podstoupili implantaci jednoho nebo vice koronarnich
stentt pro stabilni anginu pectoris nebo nestabilni formy ICHS s vice nez 50% zuzenim
koronarni arterie. Pacientim byl implantovan lékovy stent nebo biologicky vstiebatelny,
vyjimecné holy kovovy stent. Vylucujicimi kritérii této studie bylo soucasné zanétlivé
onemocnéni (hsCRP > 10mg/l), STEMI, kardiogenni Sok, vyznamné chlopenni vady, srdec¢ni
selhani NYHA IIL.-1V., intervence na venoznich $tépech, onkologické onemocnéni, zavazné

onemocnéni ledvin nebo jater, dysfunkce §titné zlazy, t€hotenstvi a 1é¢ba kortikoidy.

Vsichni zatazeni pacienti vyplnili dotaznik a podepsali informovany souhlas se svou
ucasti ve studii. Studie se z(c¢astnilo celkem 77 pacientll oznacenych jako P1 az P77. Ze studie
byli vylouceni pacienti, jejichz hladiny hsCRP pifesahovaly hodnotu 10 mg/l jiz pted vlastni
implantaci stentu. Konkrétné se jednalo o pacienty s kody P5, P11, P14, P16, P34, P39, P48 a
P62. Déle byl vyfazen pacient s kddem P22, nebot’ u néj se zavedeni stentu nezdafilo. Pii
statistickém vyhodnocovani byli dale vyfazeni ti pacienti, u kterych nebyly dostupné vysledky
vSech statisticky hodnocenych parametri. Konkrétné se jednalo o pacienty P27, P28, P35, P56,
P59, P67, P74. Pti zpracovani vzorka ¢ervenych krvinek doslo u 7 vzorkl ke znehodnoceni
béhem analytické faze. Celkem byl ve studii hodnocen profil MK ve fosfolipidech séra a

vV membranach erytrocytli u 54 pacientti. Zakladni charakteristiky souboru pacientii jsou uvedeny

v tabulce 4.
Tabulka 4 Charakteristika pacientd zafazenych do studie
n=>54 n=>54
Muzi (n) 40 BMI* 29,4 (6,89)
Zeny (n) 14 Glukéza [mmol/I]* 5,55 (1,48)
Hypertenze (n) 37 Celkovy cholesterol [mmol/I]* 3,6 (1,5)

Diabetes mellitus (n) 15 HDL-c [mmol/I]* 1,04 (0,47)
Koufteni (n) 9 LDL-c [mmol/l]* 2,1 (0,89)

Statiny (n) 39 TAG [mmol/l]* 1,05 (0,69)

Vek * 64 (14)

BMI, Body mass index; HDL-c, HDL-cholesterol; LDL-c, LDL-cholesterol;* median (interkvartilovy rozptyl).

40



3.2 Ziskani dat pro statistickou analyzu

V nemocnici Pardubického kraje bylo u vSech pacientii provedeno standardnim
zpusobem zadkladni biochemické vySetfeni krve a vySetfeni zdnétlivych markertt hsCRP, IL-6,
SAA a Cp. Kazdému pacientovi byla odebrana zilni krev celkem tfikrat, a to pfed implantaci
stentu a nasledn¢ 24 a 48 hodin po vykonu (viz tabulka 5). Stanoveni hsCRP [mg/l] bylo
provedeno analytickym systémem VISTA, stanoveni IL-6 [ng/l] pomoci imunochemického
analyzatoru Immulite, stanoveni SAA [mg/l] pomoci laserového nefelometru BN ProSpec a
stanoveni Cp [g/l] pomoci imunochemického analyzatoru Integra 400. V laboratofich
Univerzity Pardubice byl kvantifikovan malondialdehyd [pmol/l], jako komplex
malondialdehyd-kyselina thiobarbiturova pomoci HPLC s izokratickou eluci, dale profil
mastnych kyselin v sérovych fosfolipidech [umol/l] a profil mastnych kyselin v membranach
cervenych krvinek vztazeny na obsah hemoglobinu v erytrocytech [pumol/g hemoglobinu]

pomoci plynového chromatografu.

Pro stanoveni malondialdehydu a MK v membranach erytrocytl byla odebirana krev do
zkumavek s antikoagula¢nim ¢inidlem kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Pro
stanoveni zanétlivych markeri a mastnych kyselin v séru byla odebirdna krev bez

antikoagula¢niho c¢inidla.

Tabulka 5 Dynamika zanétlivych markert a markeru oxida¢niho stresu

Ohod.  24hod.  48hod.  A24hod. Adghod, ciativmi
max. zmena
hsCRP [mg/l]* | 2,71 3,90 417 1,08 1,61 0,88
IL-6 [ng/I]* 1,90 4,59 3,21 2,09 0,67 0,82
SAA [mg/I]* 425 5,44 6,18 1,45 2,71 0,82
MDA [umol/]* | 1,12 1,40 1,50 0,20 0,27 0,27
Cp [g/I]* 0,20 0,22 0,23 0,02 0,03 0,17

* Medi4n, n = 54.

Nejvyssi nartist koncentrace zanétlivych markert byl pozorovan v piipadé CRP, SAA,
MDA a Cp po 48 hodinach od PCI, v ptipad¢ IL-6 po 24 hodinach. Tyto rozdily koncentraci
byly nasledné vydéleny pocéate¢ni koncentraci, pted implantaci stentu. Byly tak ziskany
relativni zmény koncentrace, oznacované jako ACRP48, ASAA48, AIL6-24, ACp4S,
AMDAA4S.
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3.3 Statisticka analyza dat

Statistické zpracovani dat v této praci bylo provedeno pomoci softwaru Statistica 12

(StatSoft s.r.0., Ceska republika) a QC. Expert (TriloByte Statistical Software s.r.o, Ceské

republika). Ziskané zdrojové matice dat byly podrobeny nejprve exploratorni prizkumové

analyze. Proménlivost znaki byla Setfena krabicovymi grafy a podobnost mezi objekty

ikonovymi grafy. Dale byla data statisticky hodnocena metodou hlavnich komponent,

faktorovou analyzou a shlukovou analyzou. VIiv MK na dynamiku zanétlivé reakce po

implantaci stentu byl testovan vicenasobnou linearni regresi.

3.4 Stanoveni mastnych kyselin

3.4.1 Pristrojové vybaveni, pomiicky, chemikalie

Piistroje

Plynovy chromatograf: Agilent Technologies 7890A GC Systém, sériové ¢islo: CN 10361012

Vyrobcee: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie 95051, USA

Kolona: HP-88, 100 m x 0,250 mm x 0,20 um, teplotni limit 50 °C - 250 °C, pro dé€leni methylestert
mastnych kyselin, sériové ¢islo: USE1998813H

Vyrobcee: Agilent Technologies, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, Kalifornie 95051, USA

Termoblok-odpafovaci  zafizeni: Reacti-Therm 1  Heating/Stirring  Module,  sériové
¢islo: 0001100800010

Vyrobee: Thermo Fischer Scientific Bellefonte, 28 Schenck Parkway, Asheville, Severni Karolina
28803 USA

Centrifuga: MPW-340

Vyrobce: Mechanyka Precyzna, Polsko

Distributor: Servis Unimed, Vestec 41, 252 42 Vestec u Prahy, Ceska republika

Ttepacka: Vortex typ Reax top, sériové cislo: 100934934

Vyrobce: Heidolph Instruments GMBH & CO. KG, Walpersdorfer Strasse 12, 911 26 Schwabach,

Némecko
UV Lampa: 240 - 230 V, sériové Cislo: 5224010904
Vyrobce: A. Kriiss Optronic GmbH, Alsterdorfer Strasse 276-278, 222 97 Hamburg, Némecko
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e (dstifedivka MiniSpin Eppendorf AG: sériové ¢islo:54527G652858

Vyrobcee: Eppendorf, Némecko

e Desaga spray gun: Diinnschicht-chromatographie, Thin-layer

Vyrobce: Desaga Gmbh D-690 Heidelberg 1, Némecko

e  Spektrofotometr LIBRA S6H, 80-5000-11, sériové ¢islo: 116375
Vyrobce: Biochrom Ltd, Cambridge, CB 4 OFJ Anglie

e Pocitac

Pomiicky

e TLC desky: TLC Silica gel 60, baleni 25 kusti 20 x 20 cm, exp. 31. 8. 2018
Distributor: MERCK spol. s. r. 0., Zdebradska 72, 251 01 Riéany, Ceska republika

e Automatické pipety (rozsah 10-100 p, 100-1000 pl)

e  Sklenéné pipety (1, 5, 10 ml), pipetovaci balonek

e Kirokovaci pipeta pro opakované davkovani

e Kadinky, odmémé barky, odmémé valce

e Nalevka

e Pasteurovy sklenéné pipety

e Chromatograficka vana

e Zkumavky a stojanky na zkumavky

e Pyrexové zkumavky

e  Chromatograficke vialky

e Inzerty do chromatografickych vialek

e Vicka s pryzovym septem na chromatografické vialky

e  Crimper kleste

e Spachtle

e Pravitko

e Magneticka michadla

e Plastové zkumavky Eppendorf 2 ml
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Chemikalie

Deproteinaéni roztok (2-propanol:n-heptan:Kkyselina fosfore¢na)

Isopropylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, Mr = 60,1 g/mol, p = 780
kg/m3, &islo sarze: PP/2015/12107

Vyrobce: Lach-Ner, s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceska republika

n-heptan, &isty, baleni 1000 ml, Mr = 100,21g/mol, p = 680 kg/m?, &islo Sarze:
PP/2010/14672
Vyrobce: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceska republika

Kyselina fosforecnd, p.a., baleni 1000 ml, obsah 85 %, Mr = 98 g/mol, p = 1700

kg/m?,¢&islo Sarze: 1801230113
Vyrobcee: Penta, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika

Mobilni faze pro TLC (hexan:diethylether:Kkyselina octova)

n-hexan, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99 %, Mr = 86,18 g/mol, p = 660 kg/m3,

¢islo Sarze: PP/2014/05928
Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.0., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceska republika

Diethylether, p.a., nestabilizovay, baleni 1000 ml, obsah 99,7 %, Mr = 74,12
g/mol, p = 714 kg/m?, &islo $arze: 2203060317
Vyrobce: Penta, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika

Kyselina octova, ¢ista, baleni 1000 ml, obsah 99 %, Mr = 60,05 g/mol,
p = 1050 kg/m?, &islo Sarze: 1907280714
Vyrobce: Penta, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika

Detekéni ¢inidlo

2¢,7°-dichlorfluorescein, 90%, pro TLC, Mr = 401,2 g/mol, ¢islo Sarze: 319108554
Vyrobcee: Carl Roth GmbH + Co.KG, 76185 Karlsruhe, Némecko

Interni standard

Kyselina heneikosanové (C21:0), Mr = 326,56 g/mol, obsah >99%
Vyrobce: Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,

Neémecko
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Externi standard

e Supelco 37 Component FAME mix (profil MK viz tabulka 6), baleni 1 x 1 ml,
rozpu$tény v dichlormetanu, exp. leden 2019, Sarze XA18271V

Vyrobce: Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim, Némecko

Tabulka 6 Zastoupeni MK Vv externim standardu FAME

Kyselina Pocet uhliki: Kyselina Pocet uhliki:
dvojné vazby dvojné vazby
Maselna C4:0 Linolova 18:2 n-6
Kapronova C6:0 v-linolenova 18:3 n-6
Kaprylova C8:0 Arachova C20:0
Kaprinova C10 a-linolenova C18:3n-3
Undekanova Cl1 Gondova C20:1 n-9
Laurova C12 Heneikosanova (IS) c21
Tridekanova C13 Eikosadienova C20:2 n-6
Myristova C14:0 Dihomo-y-linolenova C20:3n-6
Myristoolejova Cl4:1 Behenova C22:0
Pentadekanova C15 Erukova C22:1n-9
Pentadecenova C15:1 n-5 Arachidonova C20:4 n-6
Palmitova C16:0 Eikosatrienova C20:3n-3
Palmitoolejova C16:1 n-7 Trikosanova C23
Marganova C17:0 Dokosadienova C22:2 n-6
Heptadecenova Cl7:1n-7 Eikosapentaenova C20:5n-3
Stearova C18:0 Lignocerova C24:0
Elaidova C18:1 (t) n-9 Nervonova C24:1n-9
Olejova C18:1n-9 Dokosahexaenova C22:6 n-3
Linolelaidova 18:2 (1)

Na zéakladé meze stanovitelnosti a 1¢karské relevance bylo pro kvantifikaci MK ve

vzorcich vybrano celkem dvacet MK (v tabulce oznac¢enych tu¢nym pismem), pfedstavujicich
zastupce nasycenych mastnych kyselin, mononenasycenych mastnych kyselin v cis i trans
konfiguraci a polynenasycenych mastnych kyselin tfidy n-3 a n-6.

Ostatni chemikalie

e Acetylchlorid, Reagent Plus > 99%, baleni 500 ml, ¢islo sarze: STBD5754V
Vyrobce: Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Reidstrasse 2, 895 55 Steinheim,

Neémecko
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Methylalkohol, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, Mr = 32,04 g/mol,
p =791 kg/m®, &islo $arze: 2209270917
Vyrobce: Penta, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika

Toluen, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99 %, Mr = 138,21 g/mol, p = 867 kg/m?,
¢islo Sarze: PP/2017/09776
Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceska republika

Uhliditan draselny, bezvody, baleni 500g, Mr = 138, 21 g/mol,
Cislo Sarze: PP/2013/12622

Vyrobcee: Lach-Ner, s.r.o., Tovarni 157, 277 11 Neratovice, Ceska republika
Chloroform, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,8 %, Mr = 119,38 g/mol,

p = 1483 kg/m®, &islo Sarze: 1611101111

Vyrobcee: Penta, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika

Dichlormethan, p.a., baleni 1000 ml, obsah 99,5 %, Mr = 84,93 g/mol,
p = 1330 kg/m?, &islo arze: 2207100717
Vyrobcee: Penta, Ing. Petr Svec, Wuchterlova 16, 160 41 Praha 6, Ceska republika

Standard pro TLC: pool sérum

Drabkiniiv roztok pro stanoveni hemoglobinu: ptipraveno 1000 ml

0,2 g KsFe(CN), 0,05 g KCN, 0,14 g KH2PO4 doplnéno destilovanou H20 na 1000

ml

Vyrobce pouzitych chemikalii: Erba Lachema s.r.0., Karasek 2219/1d, 621 00
Brno, Ceska republika

Standardni smés erytrocytil pro stanoveni hemoglobinu

Tlakové lahve

Dusik: N2 4.0, UN 1066
Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika

Helium: He 5.0, UN 1046
Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceské republika

Vodik: H> 5.0 > 99, 999
Vyrobee: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceska republika

Vzduch: O, 20%, N2 80%, UN 1956
Vyrobce: Linde Gas a.s., U Technoplynu 1324, 198 00 Praha 9, Ceské republika
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3.4.2 Odbér Kkrve

Zilni krev byla pacientim odebrana v Nemocnici Pardubického kraje, a to pred
implantaci stentu a nasledn¢ po 24 a 48 hodin po zakroku. Krev pro ziskani plazmy byla
odebirana do EDTA, centrifugovana (10 minut pii 3500 otackach/min, 4 °C) a nasledné byla
odd¢lena plazma. Po odstranéni vrstvy leukocytti a trombocytt bylo odebrano ze stiedu sloupce
erytrocyt 500 pul erytrocyti do mikrozkumavek, které byly uskladnény pii -80 °C. Sérum bylo
ziskéano centrifugaci srazlivé krve (10 minut pii 3500 otackach/min, 4 °C), nasledn¢ bylo taktéz

ptepipetovano do mikrozkumavek a ulozeno pfti -80 °C.

3.4.3 Metoda stanoveni mastnych kyselin ve frakci sérovych fosfolipidi

Stanoveni vybranych mastnych kyselin v sérovych fosfolipidech na plynovém
chromatografu s plamenové-ioniza¢nim detektorem (GC-FID, z angl. Gas chromatography-
flame ionization detector) pfedchazela extrakce lipida, ziskéni frakce fosfolipidii pomoci

tenkovrstvé chromatografie a derivatizace MK.

Do pyrexové zkumavky bylo napipetovano 400 pl rozmrzlého a fadné promichaného
séra, ke kterému se nadavkovalo 2,5 ml deproteina¢niho ¢inidla (2-propanol, n-heptan, 2M
H3POs v poméru 40 : 20 : 1). Zkumavka byla uzaviena vickem s teflonovym tésnénim.
Nasledné byl obsah zkumavky promichdn pomoci tfepacky Vortex a inkubovan 10 min pfi
laboratorni teploté. Dale byl ptfidan 1 ml smési toluenu s metanolem v poméru 4 : 1 a 1,5 ml
destilované vody. Po promichdni na Vortexu prob¢hla desetiminutova inkubace opét pfi
pokojové teploté. Poté byla zkumavka centrifugovana 10 minut pii 3000 otackach za minutu.
Centrifugaci doSlo k oddéleni vodné a organické faze. Pro dalsi zpracovani byla odd¢lena
organicka faze do Cisté zkumavky a odpafena do sucha pod dusikem. Ke vzniklému odparku

bylo napipetovano 75 pl smési chloroformu s metanolem v poméru 2 : 1.

Takto pfipraveny vzorek byl nanesen sklenénou pipetou na pfedem pfipravenou
chromatografickou desku. Pfiprava chromatografické desky spocivala ve vyznaceni
jednotlivych drah. Na desku velikosti 20 x 20 cm byl oby¢ejnou tuzkou vyznacen 2,5 cm od
spodni hrany start, na ostatnich stranach desky se vyznacily okraje 1cm. Ve vzniklém vnitinim
prostoru se vyznacilo 6 drah o Sifce 3 cm kolmo ke startu. Vzorek byl nandsen v 5-6 vrstvach
na vyznaceny start, a to vzdy po zaschnuti vrstvy piedeslé a velmi opatrné, aby nedoslo
k poskrabani desky, coz by mohlo negativné ovlivnit migraci vzorku. Po pfeneseni celého
obsahu vzorku byla zkumavka jes$té vyplachnuta 25 pl smési chloroformu s metanolem

vV poméru 2 : 1 a obsah byl taktéZ pfenesen na chromatografickou desku. Na jednu
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chromatografickou desku bylo mozno nanést 5 vzorkll. Zaroven se vzdy do posledni, 6. drahy
desky nanaSelo standardni sérum, které bylo zpracovano totoznym zplsobem jako séra

pacientu.

Takto ptfipravend chromatografické deska byla vlozena do chromatografické vany, ktera
byla jiz nasycena parami mobilni faze. Mobilni faze se skladala ze 160 ml hexanu, 40 ml

diethyletheru a 6 ml 96% kyseliny octové.

Ptiblizné po hodiné, kdy celo mobilni faze dosdhlo vyznafeného konce na
chromatografické desce, byla deska vyjmuta. Po oschnuti nasledovala detekce jednotlivych
lipidovych frakei ve draze standardu pomoci detekéniho ¢inidla 2¢, 7°-dichlorfluoresceinu. Pod
UV svétlem byly jednotlivé frakce oznaceny tuzkou, tak aby nad i pod skvrnami bylo ptiblizné
0,5 cm. Potadi frakci bylo nésledujici: fosfolipidy, diacylglyceroly, volné mastné kyseliny,
triacylglyceroly a estery cholesterolu. Podle standardu byly oznacena oblast fosfolipidu ve
vzorku. Frakce fosfolipidi byla kovovou $pachtli vySkrabana a pfenesena do Cisté pyrexové

zkumavky.

Aby bylo mozné stanovit koncentrace pritomnych mastnych kyselin, bylo nutné je
prevést na jejich tékavejsi derivaty. Do pyrexové zkumavky byl napipetovan 1 ml interniho
standardu (kyselina heneikosanova, C21:0, koncentrace 9 pg/ml, rozpusténa ve smési toluenu
s metanolem v poméru 4 : 1), 1 ml smési toluenu s metanolem v poméru 4 : 1, pfidano
magnetické michalo a 200 pl acetylchloridu, ktery slouzi jako esterifikacni ¢inidlo. Zkumavka
byla ihned uzaviena a umisténa do pfedem vyhtatého termobloku na 100 °C s magnetickym
michanim. Derivatizace probihala 1 hodinu. Po vyjmuti zkumavky a ochlazeni na pokojovou
teplotu byl obsah neutralizovan 5 ml 6% K>COs. Zneutralizovana smés byla intenzivné
protfepavana po dobu dvou minut. Nasledovala centrifugace 10 minut pti 3000 otackach za
minutu. DoSlo k rozd€leni organické a vodné faze. Organicka faze byla opét pienesena do Cisté
zkumavky a odpafena pod dusikem do sucha. Odparek byl rozpustén ve 100 ul dichlormetanu
a preveden do chromatografické vialky opatiené inzertem. Vialka byla dikladné uzaviena
vickem S pryzovym septem, fadn€ oznacena a analyzovana pomoci GC-FID, pfipadné byla pred

analyzou uskladnéna v mrazaku pfti -20 °C.

3.4.4 Metoda stanoveni mastnych kyselin v membranach erytrocyti

Ptiprava vzorku pro stanoveni MK Vv membranach erytrocyti pomoci GC-FID

zahrnovala separaci membran, extrakci lipidt a derivatizaci.
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Do plastové mikrozkumavky o objemu 2 ml bylo napipetovano 1800 ul destilované
vody a 200 pl rozmrzlych a fddn€ promichanych erytrocyti. Vznikla suspenze byla promichdna
pomoci tiepacky Vortex a umisténa na 15 minut do mrazaku pii -20 °C. Po rozmrazeni a
promichani byla mikrozkumavka centrifugovana 10 minut pii 13400 otackach za minutu. Tim
doslo k separaci membran erytrocytli na dno zkumavky. Velmi opatrné bylo odebrano 1600 pl
supernatantu a napipetovano 1600 pl destilované vody. Po promichdni nasledovala opét
centrifugace 10 minut pii 13400 otackach za minutu. Timto zpisobem byly membrany
erytrocyti promyty tiikrat. Po poslednim promyti se odebralo 1700 ul supernatantu.
K sedimentu erytrocytu byl nadavkovan 1 ml deproteina¢niho roztoku (2-propanol, n-heptan,
2M H3PO4 v poméru 40 : 20 : 1). Smés byla intenzivné promichana pomoci Vortexu, tak aby
peleta membran erytrocytli nezistala na sténé zkumavky. Po desetiminutové inkubaci pfi
pokojové teploté bylo pfidano 400 ul interniho standardu (kyselina heneikosanova, C21:0,
koncentrace 9 pg/ml, rozpusténa ve smési toluenu s metanolem v poméru 4 : 1) a 300 pl
destilované vody. Suspenze byla opét promichdna na Vortexu a centrifugovana 10 minut pii
3000 otackach za minutu. Doslo k separaci organické a vodné faze. Organicka vrstva byla

pfepipetovana do Cisté pyrexové zkumavky a odpatena pod dusikem do sucha.

Nasledovala derivatizace. Do zkumavky bylo ptidano 2 ml smési toluenu s metanolem
Vv poméru 4 : 1, magnetické michadlo a 200 pl acetylchloridu. Peclivé uzaviena zkumavka byla
umisténa na 1 hodinu do vyhtatého termobloku na 100 °C a za stalého magnetického michani
probihala esterifikace MK na jejich tékavéjsi metylestery. DalSi postup byl totozny jako pfi

zpracovani séra.
Stanoveni hemoglobinu ve vzorcich erytrocyta

Vzhledem k tomu, Ze kazdy pacient mize mit v krvi rozdilny pocet ¢ervenych krvinek,
ktery by mohl do zna¢né miry ovlivnit koncentrace mastnych kyselin, vysledné koncentrace
mastnych kyselin byly vztazeny na 1 g hemoglobinu (Hb) stanoveného pfimo ve vzorku
separovanych erytrocyta.

Ve zkumavce bylo smichano 5 ml Drabkinova roztoku s 20 pl suspenze erytrocyti od
pacienta (ptfipadné standardnich). Obsah zkumavky byl fadné¢ promichan a inkubovan 15 - 20
minut. Nésledné byla stanovena absorbance pii vinové délce 540 nm. Mnozstvi hemoglobinu
ve vzorku pacienta bylo pak vypocitdno pomoci absorbance standardu a jeho zndmé

koncentrace hemoglobinu.
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3.4.5 Kvantifikace mastnych Kkyselin pomoci plynového chromatografu
S plamenové ioniza¢nim detektorem
Vzorky byly davkovany do GC pomoci autosampleru. Objem nasttiku byl u vzorkt 1 pl
respektive 0,2 ul v ptipadé externiho standardu.
3.4.5.1 Teplotni programy na koloné
Teplotni program pro stanoveni MK v sérovych fosfolipidech
Pocatecni teplota byla 130 °C po dobu 1 minuty, nasledoval teplotni gradient:

- 02 °C zaminutu na teplotu 176 °C po dobu dvou minut

0 1 °C za minutu na teplotu 186 °C po dobu jedné minuty

0 0,2 °C za minutu na teplotu 196 °C po dobu jedné minuty

- 01 °C zaminutu na teplotu 220 °C po dobu ¢tyf minut

Celkova doba analyzy byla 92 minut. Analyza probihala v modu split 10:1.
Teplotni program pro stanoveni MK v membranach erytrocyti
Pocatecni teplota byla 130 °C po dobu 1 minuty, nasledoval teplotni gradient:

- 02°C zaminutu na teplotu 176 °C po dobu dvou minut

0 1 °C za minutu na teplotu 186 °C po dobu jedné minuty

0 0,2 °C za minutu na teplotu 190 °C po dobu jedné minuty

0 1 °C za minutu na teplotu 220 °C po dobu jedné minuty

- 3°C za minutu na teplotu 250 °C po dobu 21 minut

Celkova doba analyzy byla 120 minut. Analyza probihala v modu split 10:1.
3.4.5.2 Vyhodnoceni chromatografickych zaznami

Pro stanoveni koncentrace vybranych mastnych kyselin ve vzorcich byl pouzit
standardni roztok methyl esterti mastnych kyselin (FAME, z angl. Fatty acids methyl esters).
Standardni roztok byl analyzovan pro kazdou sérii analyzovanych vzorki. Vsechny
chromatografické zaznamy byly hodnoceny pomoci pocitacového softwaru. Identifikace MK
byla provedena na zéklad¢ retencnich ¢asii. Z chromatogramu FAME standardu byly ziskany
plochy pikl kyselin v€etn¢ interniho standardu. Pomoci zndmych koncentraci kyselin a ploch

pikt byly vypocitany tzv. vnitini ,,response* faktory (IRF, z angl. Internal response factors).

koncentrace MK x plocha piku IS
IRF =

~ koncentrace IS x plocha piku MK

50



Z chromatografickych zdznamt (obrazek 6) vzorkli byly odecteny plochy piki

mastnych kyselin a jejich koncentrace nasledné vypocteny dle vztahu:

koncentrace IS x plocha piku MK x IRF
plocha piku IS

Koncentrace MK =

Ziskana koncentrace [pg/ml] byla nasledné piepocitand na koncentraci v pmol/l

v piipadé fosfolipidu séra, respektive u vzorkl erytrocyti na umol/g hemoglobinu.

PA 3

250 4

1509

100 1 8

50 1

10 20 30 40 50 60 70 min

Obrazek 6 Ukazka chromatogramu mastnych kyselin ve fosfolipidech séra

1, kyselina myristova; 2, kyselina pentadekanova; 3, kyselina palmitova; 4 kyselina
palmitoolejova; 5 kyselina marganovd; 6 kyselina stearovd; 7 kyselina elaidova; 8 kyselina
olejova; 9, kyselina linolova; 10, kyselina y-linolenové; 11, kyselina arachova; 12, kyselina a-
linolenova; 13 kyselina gondova; IS, interni standard (kyselina heneikosanova); 14, kyselina
eikosadienova; 15, dihomo y-linolenova; 16, kyselina behenové; 17, kyselina arachidonova; 18,
kyselina eikosapentaenova; 19, kyselina nervonova; 20, kyselina dokosahexaenova.
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4  Vysledky

4

4.1 Presnost méreni

Pro ovéfeni presnosti stanoveni MK membran erytrocytd, respektive fosfolipidi séra,
bylo pouzito 10 vzorki suspenze erytrocytd a 10 vzorkd séra odebranych od 1 dérce. Vzorky
byly zpracovany totoznych zpusobem jako vzorky od pacienti. Vysledky vypovidajici o
presnosti métfeni (primér, medidn, smérodatnad odchylka, variacni koeficient) jsou uvedeny
v tabulce 7. Varia¢ni koeficienty koncentraci MK stanovenych ve frakci fosfolipida séra i

v membranach erytrocytl se pohybuji do 10 %, coz lze povazovat za uspokojivé.
4.2 Stanovené koncentrace mastnych kyselin v souboru pacienti

Stanovené koncentrace (median S interkvartilovym rozptylem, minimélni a maximalni
hodnoty) mastnych kyselin v membranach erytrocyti a ve fosfolipidech séra v 54 vzorcich

pacientl jsou uvedeny v tabulce 8.
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Tabulka 7 Parametry ptesnosti stanoveni MK v membranach erytrocytu, resp. ve fosfolipidech séra

MK v membranach erytrocyt [umol/g Hb]

MK ve fosfolipidech séra [umol/1]

Kyselina Oznateni)  pomer  Medisn ~ SD CV[%] | Pramér  Medion  SD CV [%]
Myristova x1 00139 00140  0,0012 8,90 50688 49957 04711 9,29
Pentadekanové X2 0,0034 00034  0,0003 9,90 25024 2508 0,275 9,09
Palmitové X3 10294 10444  0,0767 745 | 4807933 4984868 40,7956 8,49
Palmitoolejové x4 00179 00179  0,0011 634 | 11,5049 11,5686  0,8613 7,43
Marganova X5 00100 00101  0,0007 7,29 50424 51238  0,3505 6,95
Stearova X6 0,6827 06666  0,0520 761 | 1445071 1495497 11,8199 8,18
Elaidova X7 00227 00237  0,0019 8,42 16554  1,6166 0,14 8,46
Olejova X8 05314 05282  0,0390 734 | 1386473 1439766 11,3579 8,19
Linolova X9 03797 03857  0,0303 797 | 2764823 285748 22,2939 8,06
y-linolenova x10 0,0076 0,079  0,0007 8,54 59312 61677  0,5842 9,85
Arachové x11 00063 00063  0,0006 8,77 03874 03932  0,0321 8,29
o-linolenova x12 00138 00140 0,000 6,86 17643 17613  0,1376 7.8
Gondové x13 00179 00179  0,0018 9,83 20127 20304  0,1451 7,21
Eikosadienova x14 00103 00103  0,0004 4,08 55103 55683  0,4145 7,52
Dihomo-y-linolenovéa ~ x15 01192 01147  0,0088 7,36 67,404 70098 57288 8,5
Behenové x16 00201 00203  0,0016 7,81 15609 15697 0,116 743
Arachidonova x17 07358  0,737L  0,0698 9,49 | 1940821 199,8515 15392 7,93
Eikosapentaenova x18 0,0248 0,0244 0,0011 451 17,24 17,4615 1,404 8,14
Nervonové x19 02500 02498  0,0183 731 | 335371 35325 32265 9,62
Dokosahexaenové x20 02726 02723  0,0172 632 | 682281 70,2362 54693 8,02

SD, smérodatna odchylka; CV, variacni koeficient.
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Tabulka 8 Stanovené koncentrace MK v membranach erytrocytl a v sérovych fosfolipidech u vysetfovaného souboru pacientti

i MK v membranach erytrocyt [umol/g Hb] MK ve fosfolipidech séra [umol/l]
Kyselina Oznaceni . . . . . .
Median IQR Minimum  Maximum Median IQR Minimum Maximum
Myristova x1 0,0167 0,0066 0,0068 0,0588 3,6402 1,3077 1,8223 6,4945
Pentadekanova X2 0,0072 0,0036 0,0029 0,0157 1,7596 0,6779 1,0612 4,1612
Palmitova X3 1,3439 0,5367 0,4637 2,1324 269,4804 80,5193 172,8818  440,7108
Palmitoolejova x4 0,0151 0,0056 0,0060 0,0377 5,1356 2,8672 2,6265 18,6212
Marganova x5 0,0243 0,0105 0,0080 0,0478 4,8531 1,7002 3,0398 10,6759
Stearova X6 1,1141 0,3969 0,2934 1,8666 126,7664 34,0508 87,7070  201,6192
Elaidova X7 0,0072 0,0038 0,0002 0,0173 1,9505 0,5565 1,0864 8,1801
Olejova x8 0,7200 0,2888 0,2128 1,1326 83,9545 26,4443 45,7741  205,0434
Linolova X9 0,4965 0,2661 0,0561 0,8310 152,0862 67,9177 80,9041  350,9670
y-linolenova x10 0,0021 0,0017 0,0001 0,0083 0,8363 0,5190 0,2054 3,1575
Arachova x11 0,0156 0,0054 0,0050 0,0266 3,4317 1,0889 1,3824 6,7769
a-linolenova x12 0,0060 0,0032 0,0009 0,0126 1,4603 0,8525 0,6018 4,8376
Gondova x13 0,0125 0,0070 0,0026 0,0212 1,3312 0,3914 0,8730 2,6301
Eikosadienova x14 0,0125 0,0051 0,0011 0,0210 2,9388 1,1113 1,1992 6,3609
Dihomo-y-linolenova x15 0,0954 0,0528 0,0033 0,1748 31,1784 17,0450 13,4213 60,6884
Behenova x16 0,0555 0,0258 0,0165 0,1012 8,7779 2,4787 1,6457 17,0141
Arachidonova x17 1,1871 0,6419 0,0157 1,9294 97,6707 25,0823 67,2738  175,3423
Eikosapentaenova x18 0,0388 0,0312 0,0001 0,0833 8,8281 6,6477 2,6165 39,7604
Nervonova x19 0,2165 0,0861 0,0705 0,3470 17,2103 4,9010 2,6608 30,7659
Dokosahexaenova x20 0,3103 0,1916 0,0216 0,6620 27,5098 9,6405 16,2894 66,4986

IQR, Interkvartilovy rozptyl.
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4.3 Exploratorni priuzkumova analyza mastnych kyselin v membranach

erytrocyti

Cilem prace bylo vysetfit, zda mastné kyseliny v membranach erytrocytti maji vliv na
zménu zvolenych zanétlivych markertit (CRP, IL-6, SAA a Cp) a indikatoru oxida¢niho stresu
MDA u pacientl podstupujicich perkutanni koronarni intervenci s naslednou implantaci stentu.
Pted vySetfenim navrzeného modelu bylo nutné ovéfit predpoklady, kladené na zdrojovou
matici dat. Vychozi zdrojova matice k vySetfeni vztahu mastnych kyselin (zde nezavisle

proménnych) obsahovala 54 tadka (pacientl), oznaCovanych jako P1 az P54 a 20 znaku

(mastnych kyselin) ve sloupcich oznacovanych x1 az x20, viz tabulka 9.

Tabulka 9 Znaky zdrojové matice (MK v membranach erytrocytt)

Oznadeni Pocet uhlikii: dvojné vazby Mastna kyselina
x1 C14:0 Myristova
X2 C15 Pentadekanova
x3 C16:0 Palmitova
x4 cis-C16:1 n-7 Palmitoolejova
X5 C17:0 Marganova
X6 C18:0 Stearova
X7 trans-C18:1 n-9 Elaidova
x8 cis-C18:1 n-9 Olejova
X9 all cis-18:2 n-6 Linolova
x10 all cis-18:3 n-6 y-linolenova
x11 C20:0 Arachova
x12 all cis-C18:3 n-3 a-linolenova
x13 cis-20:1 n-9 Gondova
x14 all cis-C20:2 n-6 Eikosadienova
x15 all cis-C20:3 n-6 Dihomo-y-linolenova
x16 C22:0 Behenova
x17 all cis-C20:4 n-6 Arachidonova
x18 all cis-C20:5 n-3 Eikosapentaenova
x19 cis-C24:1 n-9 Nervonova
x20 all cis-C22:6 n-3 Dokosahexaenova
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Krabicovy graf (obrazek 7) vyjadiuje variability jednotlivych znaki zdrojové matice,

zde mastnych kyselin.
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Obrazek 7 Krabicovy graf k vySetfeni variability koncentraci MK v membranéch erytrocyti

Z krabicového grafu vyplyva, ze mezi znaky s nejvétsi variabilitou koncentrace patii
mastné kyseliny, jako jsou palmitova x3, stearova x6, olejova x8, linolova x9, arachidonova
x17 a dokosahexaenova x20. Malou proménlivost vykazuji kyselina dihomo-y-linolenové x15
a nervonova x19. U téchto kyselin 1ze zvazovat statisticky vyznamny vliv na zdnét indikovany
zménou koncentraci markerti. Mezi kyseliny s minimalni ¢i zadnou variabilitou koncentrace
patii kyselina myristova x1, pentadekanova x2, palmitoolejova x4, marganova x5, elaidova x7,
y-linolenova x10, arachova x11, a-linolenova x12, gondova x13, eikosadienova x14, behenova
x16 a eikosapentaenova x18. Tyto mastné kyseliny se chovaji téméf jako konstanty, nemaji
proto pravdépodobné statisticky vyznamny vliv na zanétlivé markery. Lze fici, Ze jsou
redundantni a jsou kandidaty na vyfazeni ze zdrojové matice dat. Nicméné ackoliv se jevi jako
malo proménlivé, Casto je stanoveni koncentrace nékterych z nich v Iékaiském zajmu, protoze
mohou mit 1 v nizkych koncentracich velky vyznam pokud plsobi napftiklad jako signalni

molekuly. Konkrétné se jedna o kyselinu palmitoolejovou x4, elaidovou x7, a-linolenovou x12
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a eikosapentaenovou x18. Dale je z grafu ziejmé, Ze nejvétsi zastoupeni v membranach

erytrocytti maji kyselina palmitova, stearova, olejova, linolova a arachidonova.
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Obrazek 8 Krabicovy graf k vySetieni variability zmény koncentrace indikatort zanétu, resp.
oxidac¢niho stresu

Z krabicového grafu markerti zanétu a oxidacniho stresu na obrazku 8 je ziejmé, Ze
koncentrace indikatorti zanétlivého procesu, resp. oxidacniho stresu jsou pomérné¢ malo
proménlivé, ale existuji pacienti, u kterych doslo k abnormalnimu navyseni koncentrace CRP
za 48 hodin, SAA za 48 hodin nebo u IL-6 za 24 hodin po implantaci stentu. Jednalo se o
pacienta P14, u kterého doslo k devadesatinasobnému navyseni koncentra SAA za 48 hodin a
vice nez dvacetinasobnému navySeni koncetrace CRP za 48 hodin a IL-6 za 24 hodin po
implantaci stentu. U tohoto pacienta byla implantace stentu komplikované fibrilaci komor a
byla stanovena pfechodné zvySend koncentrace troponinu I, kterd svéd¢i o poSkozeni
myokardu. Navic ode dne pfed vykonem byl pacient subfebrilni az febrilni, nicméné zdroj
zan&tu nebyl zjistén. Parenterdlné mu byl aplikovan aminopenicilin. Mezi pacienty, u kterych
doslo k vice nez desetinasobnému navySeni SAA patfi pacienti P12, P22 a P24. Pacient P12
trpél respiracni insuficienci pro chronickou obstrukéni chorobu plicni a uzival antibiotikum

Augmentin (ve sputu Haemophilus influenzae, Candida albicans). Pacient P24 trpél
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méstnavym srde¢nim selhanim IL.-111. stupné s dysfunkci obou komor, v hrotu levé komory mu
byl nalezen trombus a byla provedena dilatace vsech oddilii srdce. Navic pacient trpél plicni
hypertenzi a byl kutrdk. U pacienta P22 nebyl nalezen zadny konkrétni zdroj navySeni sérové

koncetrace SAA, nicmén¢ jednalo se o diabetika 2. typu, trpiciho dyslipidémii a hyperurikémii.

Proménlivost a také podobnost 20 znaki u 54 pacientil 1ze vySetfit i pomoci ikonovych
grafti, které predstavuji zobrazeni dvacetirozmérného prostoru do roviny. Kazdy pacient
predstavuje bod ve vicerozmérném prostoru a dva pacienti jsou si podobni V ptipadé, ze je

Mahalanobisova vzdalenost mezi nimi minimalni [70].
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Obrazek 9 Ikonovy graf hvézdicek, znazornujici sloZzeni mastnych kyselin membran
erytrocytll U 54 pacientil

Z ikonového grafu na obrazku 9 je zfejmé, ze koncentrace jednotlivych mastnych
kyselin se mezi pacienty znac¢né lisi. Na zaklad¢ podobnosti tvaru hvézdi¢ek a délek jejich
paprska byli nalezeni pacienti s podobnymi koncentracemi mastnych kyselin v membranach
cervenych krvinek. Velmi malé hvézdy vyznacuji skupinu pacientl, jenz maji velmi nizké
koncentrace mastnych kyselin. Do této skupiny patii pacienti P1, P2, P4, P5, P11, P12, P14,
P22, P24 a P40. Nejvétsi hvézdicky byly nalezeny u pacient P7, P9, P29, P34, P35, P36, P38,
P39, P41, P45, P47, P48, P49, P52 a P53. Tuto skupinu lze oznadit za pacienty s vysokymi
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koncentracemi MK v membranach erytrocytii. Ur¢itou podobnost 1ze nalézt mezi pacienty 47,
48 a 49 nebo mezi skupinou pacientti 4, 14 a 24. Zvlastni postaveni mezi ostatnimi ma pacient
oznacovany jako P3, nebot jako jediny vykazuje vys$i koncentrace nasycenych a
mononenasysenych mastnych kyselin ve srovnani s koncentracemi polynenasycenych
mastnych kyselin. Pacientka P3 pfi pfijeti trpéla stabilni anginou pectoris (CSS 11, NYHA
klasifikace 1), jiz dfive prodélala infarkt myokardu a implantaci 1ékového stentu s anamnézou
plicni embolie. Dale byla tato pacientka medikamentozné 1é¢ena pro diabetes mellitus 2. typu

a hypertenzi.

Tabulka 10 Korelaéni matice MK v membranach erytrocytt a zanétlivych markera: I. ¢ast

x1 X2 X3 x4 x5 X6 X7

x1 1,0000 0,7870 0,5157 0,6154 0,6820 0,3330 0,5294

X2 0,7870 1,0000 05493 04757  0,8203 0,3959  0,5052

x3 0,5157  0,5493 1,0000 04274 08022 09514  0,5695

x4 0,6154 04757 04274 1,0000 0,3576  0,2575  0,3125

x5 0,6820 0,8203  0,8022  0,3576 1,0000 0,7184  0,5571

X6 0,3330 0,3959  0,9514  0,2575 0,7184  1,0000  0,5289

X7 0,5294 05052 05695 0,3125 0,5571  0,5289 1,0000

x8 0,6069 0,6024 09507 0,4883 0,8160 0,8990 0,5797

X9 0,2186  0,3530 0,8274  0,2290 0,5783  0,8739  0,4704

x10 0,3108  0,2794  0,3765  0,4783  0,2538  0,3681  0,2427

x11 05360 05949 0,7416 0,3844 0,6398 00,7124  0,6403

x12 0,3857  0,4373 06891 0,3253 05224 0,6931  0,4903

x13 0,4092 04137 0,7212 0,3984 0,5608 0,7332  0,4705

x14 0,3219 04139 0,7736  0,3458 0,5668 0,8234  0,4766

x15 0,1953  0,2477 0,7882  0,3040 04751  0,8575  0,4970

x16 0,3416  0,4474 09004  0,2427 0,7471  0,8802  0,4589

x17 0,1238  0,2450 0,7850  0,2364  0,4938  0,8880  0,5157

x18 0,1627  0,2948 0,6814  0,0689 05119 0,7536  0,3720

x19 0,2050 0,2977 0,8863  0,2164 0,6293  0,9040  0,3874

x20 0,802 0,3142 0,8203 0,118  0,6167  0,8909  0,4304

ACRP48 | -0,0952 -0,1128 -0,3868 -0,1895 -0,2385 -0,3946 -0,3252

AIL6-24 | -0,0098 -0,0950 -0,3637 -0,1437 -0,2045 -0,3968 -0,2048

ASAA48 || -0,2036 -0,2233 -0,4145 -0,2832 -0,3109 -0,3893 -0,2920

AMDAA48| 0,1074  0,2372 -0,0493 0,1189 0,0410 -0,1221 -0,0757

ACp48 | -0,0410 -0,0266 -0,1334 -0,1878 -0,0985 -0,1416 -0,1690
*Cervena barva znadi statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelaénimi koeficienty, které

maji spo¢tenou hladinu vyznamnosti vyssi nez a = 0,05.
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Tabulka 11 Korela¢ni matice MK v membranach erytrocytt a zanétlivych markera: I1. ¢ast

X8 X9 x10 x11 x12 x13 x14

x1 0,6069 0,2186 0,3108 05360 0,3857 0,4092 0,3219

X2 0,6024  0,3530 0,2794 05949 0,4373 0,4137 0,4139

x3 0,9507 0,8274 03765 0,7416 0,6891  0,7212  0,7736

x4 0,4883 0,2290 0,4783 0,3844 0,3253 0,3984  0,3458

x5 0,8160 05783 0,2538 0,6398 05224  0,5608  0,5668

X6 0,890 08739 0,3681 0,7124 06931 0,7332 0,8234

X7 0,5797  0,4704  0,2427 0,6403 0,4903 04705 0,4766

x8 1,0000 0,7994 04133 0,7412 0,6867 0,7813  0,7902

X9 0,7994 1,0000 0,3643 0,6601 0,7532  0,7224  0,8667
x10 0,4133  0,3643 1,0000 04743 0,479  0,5210  0,5170
x11 0,7412 0,6601  0,4743 1,0000 0,6514  0,7359  0,7321
x12 0,6867  0,7532 0,4796 0,6514  1,0000 0,7459  0,7962
x13 0,7813  0,7224 05210 0,7359  0,7459 1,0000  0,8566
x14 0,7902 0,8667 05170 0,7321  0,7962  0,8566 1,0000
x15 0,7644  0,8640 04234 05612 0,7412 0,6890 0,7808
x16 0,8365 0,7725 0,3030 0,6949 05983 0,6150 0,6704
x17 0,7508  0,8287 04577 06935 0,7271  0,7649  0,8557
x18 0,6363 06999 0,2304 04971 06264 05241  0,6845
x19 0,8366 08224 0,3101 0,6093 0,6828 00,7055  0,7343
x20 0,7575  0,8185 0,2498 0,4850 0,6001 0,5684  0,7230
ACRP48 | -0,3800 -0,3736 -0,0705 -0,3159 -0,2806 -0,3091 -0,3376
AIL6-24 || -0,3396  -0,4344 -0,1876 -0,2345 -0,3424 -0,3089 -0,4165
ASAA48 | -0,4250 -0,4111 -0,2318 -0,3743 -0,3579 -0,3830 -0,4207
AMDAA48| -0,0493 -0,0313 0,3978 0,0326 0,761  0,0271  0,0921
ACp48 | -0,1130 -0,1682 -0,1244 -0,0510 -0,0914 -0,2345 -0,1348

*Cervena barva znadi statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelaénimi koeficienty, které
maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez a = 0,05.
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Tabulka 12 Korelaéni matice MK v membranach erytrocytl a zanétlivych markerd: I11. ¢ast

x15 x16 x17 x18 x19 x20 ACRP48

x1 0,1953  0,3416  0,1238 0,1627 0,2050 0,1802  -0,0952

X2 0,2477 04474  0,2450 0,2948  0,2977  0,3142 -0,1128

x3 0,7882 09004 0,7850 0,6814 0,8863 0,8203 -0,3868

x4 0,3040  0,2427  0,2364 0,0689 0,2164 0,1186 -0,1895

x5 04751 0,7471  0,4938 05119 0,6293 0,6167 -0,2385

X6 0,8575 0,8802 0,8880 0,7536  0,9040  0,8909 -0,3946

X7 0,4970 04589 05157 03720 0,3874  0,4304 -0,3252

x8 0,7644 08365 0,7508 0,6363 0,8366  0,7575 -0,3800

X9 0,8640 0,7725 0,8287 0,6999 0,8224 0,8185 -0,3736

x10 0,4234  0,3030  0,4577  0,2304 0,3101  0,2498 -0,0705

x11 05612 06949 06935 04971 06093 04850 -0,3159

x12 0,7412 05983 0,7271 0,6264 0,6828 0,6001 -0,2806

x13 0,6890 0,6150 0,7649 055241 0,7055 0,5684 -0,3091

x14 0,7808 0,6704  0,8557 0,6845 0,7343 0,7230 -0,3376

x15 1,0000 0,7089 0,8459 0,6982 0,7913 0,7835 -0,3743

x16 0,7089 1,0000 0,7372 0,5607 0,8683  0,7473 -0,3234

x17 0,8459  0,7372 1,0000 06916  0,8089  0,7717  -0,3826

x18 0,6982  0,5607  0,6916 1,0000 0,7239  0,8224  -0,3177

x19 0,7913 0,8683  0,8089  0,7239 1,0000 0,8095  -0,4177

x20 0,7835  0,7473  0,7717  0,8224  0,8095 1,0000 -0,3046

ACRP48 | -0,3743 -0,3234 -0,3826 -0,3177 -0,4177 -0,3046  1,0000

AIL6-24 | -0,4101 -0,2965 -0,4052 -0,3621 -0,3877 -0,3777 0,7981

ASAA48 | -0,3721 -0,3641 -0,3629 -0,3125 -0,4218 -0,3284  0,9040

AMDAA48| -0,0393 -0,0311 -0,1236  0,0107 -0,0537 -0,0506  0,1064

ACp48 | -0,2087 -0,0369 -0,1982 -0,1527 -0,0837 -0,1403 -0,0337
*Cervena barva znadi statisticky vyznamné Pearsonovy parové korela¢nimi koeficienty, které

maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez a = 0,05.
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Tabulka 13 Korela¢ni matice MK v membranach erytrocytti a zanétlivych markert: IV. ¢ast

AIL6-24 ASAA48 AMDAA48  ACp48

x1 -0,0098  -0,2036 0,1074  -0,0410

X2 -0,0950  -0,2233 0,2372  -0,0266

X3 -0,3637  -0,4145 -0,0493  -0,1334

X4 -0,1437  -0,2832 0,1189  -0,1878

X5 -0,2045  -0,3109 0,0410  -0,0985

X6 -0,3968  -0,3893 -0,1221  -0,1416

X7 -0,2048  -0,2920 -0,0757  -0,1690

X8 -0,3396  -0,4250 -0,0493  -0,1130

X9 -0,4344  -0,4111 -0,0313  -0,1682
x10 -0,1876  -0,2318 0,3978  -0,1244
x11 -0,2345  -0,3743 0,0326  -0,0510
x12 -0,3424  -0,3579 0,1761  -0,0914
x13 -0,3089  -0,3830 0,0271  -0,2345
x14 -0,4165  -0,4207 0,0921  -0,1348
x15 -0,4101  -0,3721 -0,0393  -0,2087
x16 -0,2965  -0,3641 -0,0311  -0,0369
x17 -0,4052  -0,3629 -0,1236  -0,1982
x18 -0,3621  -0,3125 0,0107  -0,1527
x19 -0,3877  -0,4218 -0,0537  -0,0837
x20 -0,3777  -0,3284 -0,0506  -0,1403
ACRP48 0,7981 0,9040 0,1064  -0,0337
AlL6-24 1,0000 0,8109 -0,0051  0,0821
ASAA48 0,8109 1,0000 -0,1033  -0,0253
AMDAA48 | -0,0051  -0,1033 1,0000 0,0156
ACp48 0,0821  -0,0253 0,0156 1,0000

*Cervena barva znaci statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelaénimi koeficienty, které
maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez o = 0,05.

Z korela¢ni matice (tabulka 10 az 13) vyplyva, Ze mezi koncentracemi mastnych kyselin
(nezavisle proménnymi) existuje fada statisticky vyznamnych vztahii, korelaci. Napiiklad
nejvice pozitivnich korelaci (R > 0,8) bylo nalezeno u kyseliny stearové, ktera pozitivné
korelovala s kyselinou olejovou, linolovou, eikosadienovou, behenovou, arachidonovou,
nervonovou a dokosahexaenovou. Podobné kyselina palmitova korelovala (R > 0,8) s
koncentraci kyseliny marganové, olejové, linolové, behenové, nervonové a dokosahexaenové.
Kyselina linolova krom¢ vyse zminénych korelovala (R > 0,8) s kyselinou eikosadienovou,
dihomo-y-linolenovou, arachidonovou, nervonovou a dokosahexaenovou. Dilezitym
predpokladem matice nezavisle proménnych pro naslednou linearni regresi je ale pozadavek na
nezavislost, originalnost a jedine¢nost uzivanych nezavisle proménnych, zde mastnych kyselin
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x1 az x20. Vyskytne-li se v matici znak statisticky vyznamna korelace, znamena to, ze znaky
jsou svazany skrytym vnitinim vztahem vyjadfenym korelaci a hrozi proto nebezpeci, ze
metoda nejmensich Ctverci vyhodnoti nezndmé parametry jako vychylené, coz znamena
zatizené systematickou chybou nevhodné matematické metody. Data vykazujici
multikolinearitu je tfeba vyhodnotit metodou raciondlnich hodnosti nebo metodou robustniho

M-odhadu (Welsch), ktera vy¢isli nevychylené odhady parametra.

P zamé&feni se na markery, relativni zména koncentrace CRP za 48 hodin po implantaci
koronarniho stentu (ACRP48), IL-6 za 24 hodin po PCI (AIL6-24) a SAA za 48 hodin
(ASAA48) byly ve vzajemné, silné pozitivni korelaci a zarovenn u nich byly nalezeny ¢etné
statisticky vyznamné korelace s koncentracemi MK v membranach erytrocytd.
Zména koncentrace ceruloplasminu za 48 hodin po implantaci stentu (ACp48) nekorelovala
s zadnou ze sledovanych proménnych. Tento nalez podporuje myslenku, Ze role ceruloplasminu
Vv rozvoji kardiovaskuldrnich onemocnéni a zanétu neni zcela jednoznacna. Na zakladé vyse
zminénych skutecnosti jsme se rozhodli, Ze ceruloplasmin neni vhodny pro hodnoceni zanétlivé
reakce po implantaci stentu. Malondialdehyd, ukazatel lipoperoxidace, ze vSech statisticky
hodnocenych znakt, vyznamné koreloval pouze s kyselinou y-linolenovou, coz naznacuje, ze

zangtlivy proces a oxidacni stres jsou dva odlisné procesy do zna¢né miry na sob¢ nezavislé.
4.3.1 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA, z angl. Principal component analysis) slouzi
pfedevsim ke zjednoduSeni popisu skupiny vzajemné linearné zavislych neboli korelovanych
znaku, a tim slouzi k rozkladu zdrojové matice na matici strukturni a matici Sumovou. Jde 0
transformaci pivodnich proménnych (znaki) Xi, j = 1, ..., m, do men$iho poctu latentnich
proménnych Yj , nazyvanych hlavni komponenty. Hlavni komponenty vystihuji téméf celou

proménlivost ptivodnich dat a jsou vzajemné nekorelované.

Grafickymi pomtckami PCA je Cattelitv indexovy graf upati viastnich cisel, ktery
slouzi k urceni uzite¢nych hlavnich komponent. Grafy komponentnich vah (PCAW, z angl.
Principal component analysis weight) informuji o vztahu ptivodnich znakti a nove vytvofenych
nekorelovanych latentnich proménnych nazyvanych hlavni komponenty. Jednotlivé body zde
vystihuji znaky, pfi¢emz se mezi znaky posuzuje poloha a délka pruvodict. Kratka vzdalenost
mezi dvéma znaky znamena silnou korelaci. Cim lezi bod dal od podatku, tim je dleZit&jsi.
Urcenim dulezitosti dojde souCasné k ur€eni variability znaku. Znaky s thlem mezi privodici
0° jsou spolu siln€ pozitivné korelované, znaky s uhlem 90° jsou zcela nekorelované, zatimco
znaky s tthlem 180° koreluji negativné. Grafy komponentniho skére (PCAS, z angl. Principal
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component analysis score) predstavuji soufadnice kazdého objektu na osach hlavnich
komponent a slouzi k posuzovani ptipadt, v nasem piipad¢ pacientl. V ptipadé, Ze je pacient
zobrazen v grafu daleko od pocatku, jedna se o extrém. Pacienti nachazejici se blizko sebe jsou

si podobni, daleko od sebe jsou si nepodobni [70].
Vysledky PCA jsou uvedeny na obrazku 10. Graf PCAW1-2 na obratku 10b vyjadiuje

nejvice informace (74,6% rozptylu ptivodnich dat). Z tohoto grafu je zfejmé, Ze mezi mastnymi
kyselinami jsou vyznamné korelace. Za ticelem redukce proménnych by bylo na zakladé polohy
a délky pravodicii dostacujici ponechat ve zdrojové matici pouze kyselinu myristovou x1,
pentadekanovou x2, palmitovou x3, marganovou x5, olejovou x8, arachovou x11 a kyselinu
arachidonovou x17 a vypustit kyselinu palmitolejovou x4, elaidovou x7, linolovou x9, y-
linolenovou x10, a-linolenovou x12, gondovou x13, eikosadienovou x14, dihomo-y-
linolenovou x15, behenovou x16, eikosapentaenovou x 18, nervonovou x19 a

dokosahexaenovou x 20.

V grafu PCAS1-2 na obrazku 10c jsou viditelné dva shluky pacientt. Shluk tvotfeny
pacienty P1, P2, P4, P5, P11, P12, P14, P22, P24 a P40 odpovida skupiné pacientli
identifikované jiz v ikonovém grafu na obrazku 9, u které byla nalezena nizka koncentrace
mastnych kyselin. Domnivame se, Ze podobnost téchto pacientli by mohla byt zplisobena
skute€nosti, Ze tito pacienti maji vyznamné metabolické poruchy, jako je hyperlipoproteinémie
lé¢ena statiny a fibraty, které zna¢né ovliviuji lipidovy metabolismus, diabetes mellitus 2. typu
léCeny peroralnimi antidiabetiky nebo hyperurikémii 1é¢enou podavanim allopurinolu.

Vyznamné odlisné se opét jevila jiz zminéna pacientka P3.
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4.3.2 Faktorova analyza

Faktorova analyza (FA) slouzi k vySetfeni vnitinich souvislosti a odhaleni struktur
datové matice zavedenim nékolika latentnich proménnych ¢ili faktort, kterym je vSak pridélen

obsahovy vyznam, pomoci kterého je kazdy znak nazorn¢ obsahové vysvétlen.

Mezi zakladni grafické pomuicky faktorové analyzy patii graf faktorovych zatezi (FAW,
z angl. Factor analysis weight), na jehoZ osach jsou jednotlivé faktory. Po pootoceni os se
obvykle v grafu objevi shluky znakli. Znaky, které se nachdzeji pti konci soufadnicové osy,
maji vysokou faktorovou zat€z na piitazené ose a lze je oznacit za faktorové cisté znaky. Znaky,
které se nachdzi blizko pocatku (0, 0) maji malé zatéze obou faktort. Posledni skupinou jsou
znaky, které nejsou blizké ani jedné ze soutadnic, ty jsou oznacovany jako znaky faktorove
necisté. Pomoci znakl s vysokou faktorovou zatézi lze pftifadit faktorim jejich obsahovy
vyznam. Dal§i pomuckou jsou grafy faktorového skore (FAS, z angl. Factor analysis score),
které se vyuzivaji k nalezeni vyjimecnych hodnot objektl a predevsim pak k odhaleni odlehlych

pozorovani [70].
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Ve faktorové analyze pii otoceni os metodou normovany Varimax v grafu FAW1-2 na
obrazku 11a vykazuje vysokou faktorovou zatéz u faktoru 1 kyselina stearova x6, linolova x9,
a-linolenova x12, eikosadienova x14, dihomo-y-linolenova x15, behenova x16, arachidonova
x17, eikosapentaenova x18, nervonova x19 a dokosahexaenova x20. Vsechny tyto kyseliny,
kromé kyseliny behenové a stearové, jSou zastupci nenasycenych mastnych kyselin, a je zde
viditelny trend zvySovani faktorové zatéze s rostouci délkou uhlikatého fetézce a poctem
dvojnych vazeb. Proto jsme se rozhodli pojmenovat tento faktor jako ,,Délka uhlikatého retézce
MK a pocet dvojnych vazeb“. Nejvyssi faktorovou zatéz pro faktor 2 vykazuje Kyselina
myristova x1 a pentadekanova x2. Tyto kyseliny patii mezi nasycené¢ mastné kyseliny, proto
jsme faktor 2 pojmenovali ,,Koncentrace SFA*. Mezi faktorové necisté kyseliny patii kyselina
palmitoolejova X4, marganova X5, elaidova x7, arachova x11, olejova x8, gondova x13 a
palmitova x3. Tyto kyseliny jsou mononenasycené mastné kyseliny nebo nasycené mastné
kyseliny s dlouhym uhlikatym fetézcem, coz je v souladu s pojmenovanymi faktory 1 a 2.
Nejvétsi faktorovou zatéz pro faktor 3 vykazuje kyselina y-linolenova x10, tento faktor se

nepodaftilo pojmenovat.

Pojmenované faktory byly pieneseny do grafi FAS1-2 na obrazku 11b, které jsou
vyvrcholenim prizkumové analyzy. Velkym tspéchem bylo nalezeni shody mezi ikonovymi
grafy, vysledky analyzy hlavnich komponent a faktorové analyzy. Graf FAS1-2 potvrdil, Ze
pacient P3 se vyznamné liSi od ostatnich, stejné€ tak shluk pacienti oznacovanych P1, P2, P4,
P5, P11, P12, P14, 24, v ikonovém grafu a grafu PCAS1-2 zde byli navic zafazeni i pacienti
oznacovani jako P22 a P40. Zaroven bylo potvrzeno, Ze pojmenovani faktort je spravné, nebot’
z ikonového grafu je ziejmé, Ze pacientka P3 je jedinecna svou vysokou koncentraci
nasycenych mastnych kyselin a velmi nizkou koncentraci nenasycenych mastnych kyselin, coz
také plati i pro shluk pacientd, ktery lezi v grafu faktorového skore blizko pocatku (0,0). To je
v souladu s faktem, ze tito pacienti jsou vV ikonovém grafu vyobrazeni velmi malymi

hvézdi¢kami, které jasn€ vypovidaji o nizké koncentraci vSech MK v membranach erytrocyta.
4.3.3 Shlukova analyza

Analyza shluka (CLU, z angl. Cluster analysis) patii mezi metody, které vysetiuji
podobnost vicerozmérnych objekti a provadi jejich klasifikaci do shlukd. Dendrogram
podobnosti znakii, zde mastnych kyselin a dendrogram objektii, zde pacientti, odhaluje,
vzajemnou podobnost a tim i silnou korelaci. Znaky, resp. objekty, lezici blizko u sebe jsou si
velmi podobné a lze proto fici, Ze jsou i1 vzdjemné nahraditelné. Existuje nékolik shlukovacich

postupti, v naSem ptipad¢ byla upfednostnéna Wardova metoda [70].
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kyselin na obrazku 12a odhaluje 3 shluky znacené pismeny A, B, C, resp. barvami erveng,
zluté a zelené. Skupina A zahrnuje kyselinu arachidonovou x17, stearovou x6 a palmitovou x3.
Vysoké koncentrace téchto kyselin jsou velmi ¢asto spojovany s podporou zanétlivych procesu
a progresi kardiovaskularnich onemocnéni. Ve skupiné B jsou kyseliny dokosahexaenova x20,
kardioprotektivni ucinek. Shluk mastnych kyselin C nevykazuje Zadné konkrétni funkéni
podobnosti mezi kyselinami. Stejnymi barvami byly nasledn¢ vyznaceny mastné kyseliny
v grafu faktorovych vah u znakt (FAWL1-2). Pfi porovnani poloh znaki v grafu FAW1-2 a
dendrogramu mastnych kyselin, bylo zjisténo, Ze kyseliny ze skupiny A maji vysokou
faktorovou zatéz pro faktor 1. Mastné kyseliny ve skupiné B odpovidaji FAW1-2, tedy
pojmenovani os. Ve vytvoreném dendrogramu pacienti na obrazku 12b doslo k vytvofeni
shluki oznacovanych 1 az 4, odliSenych opét barevné. Stejnymi barvami byli nasledné oznaceni
I pacienti v grafech faktorového skore. Pii porovnani grafi faktorového skore a dendrogramu
pacientti byla nalezena vyznamna shoda. Stejné¢ jako ve faktorové analyze, doslo i zde ke
shluknuti pacientii P1, P2, P4, P5, P11, P12, P14 a P24, oznacenych ¢erné. Jak jiz bylo zminéno,
tito pacienti se od ostatnich vyznamné li§i velmi nizkymi koncentracemi vSech stanovovanych
mastnych kyselin. Dale byl nalezen shluk pacienti P7, P35, P34, P52, P9, P38, P36, P41, P15,
P29, P47, P48, P49 a P53, u kterych v membranach erytrocytil pfevazuji polynenasycené
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, coz je v souladu s ikonovym grafem a tento shluk je
oznacen cervené. Dale byly vytvofeny v dendrogramu pacientt shluky 2 a 3, oznacené zelené
a zluté. Tito pacienti se v grafu faktorového skore vyznamné prolinaji. Nebylo proto mozné
pfesné¢ urcit, co je hlavni pficinou rozmisténi pacienti a jejich zafazeni do shlukl

V dendrogramu objektti.

4.4 Exploratorni prizkumova analyza mastnych kyselin ve frakci sérovych

fosfolipidi

Kromé vySetieni, zda mastné kyseliny v membrénach erytrocytli maji vliv na zménu
zvolenych zanétlivych markert (CRP, IL-6, SAA a Cp) a markeru oxida¢niho stresu MDA u
pacientli podstupujicich perkutanni koronarni intervenci s naslednou implantaci stentu, bylo
tieba ovéfit, zda stejnou vypovidaci schopnost maji i mastné kyseliny ve frakci fosfolipida séra.
Jak jiz bylo zminéno, membrany erytrocytii se jevi jako vhodnéj$i material, nebot MK
vV membranach erytrocytl reflektuji dlouhodoby profil MK v téle, zatimco slozeni MK v séru
je vyznamné ovlivilovano aktualnim stavem organismu a piijmem mastnych kyselin v potrave.
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Pred pristoupenim K sofistikovanym statistickym metodam bylo nutné opét ovéfit predpoklady,
kladené na zdrojovou matici dat. Vychozi zdrojova matice k vySetfeni vztahu mastnych kyselin,

zde nezavislych proménnych, obsahovala 54 radku (pacientl), oznacovanych P1 az P54 a 20

znak ¢ili mastnych kyselin ve sloupcich ozna¢ovanych x1 az x20.
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Obrazek 13 Krabicovy graf k vySetieni variability koncentraci MK ve fosfolipidech séra

Variabilita koncentraci MK ve fosfolipidech séra na obrazku 13 je obdobna, ale méné

vyznamna V porovnani s koncentracemi MK v membranéch erytrocyti.
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Tabulka 14 Korela¢ni matice MK ve fosfolipidech séra a zanétlivych markera: 1. ¢ast

x1 X2 X3 X4 x5 X6 X7

x1 1,0000 0,6608 0,5950 0,6133 0,6478 0,6096  0,2547
X2 0,6608  1,0000 04380 0,3864 0,8491  0,2043  0,0600

X3 0,5950 0,4380 1,0000 0,7218 05631 0,7867  0,5397
X4 0,6133 0,3864 0,7218 1,0000 0,4605 0,5493  0,3386
X5 0,6478 0,8491 055631  0,4605 1,0000 0,4571  0,1603
X6 0,6096  0,2043 0,7867 05493  0,4571  1,0000 0,5120
X7 0,2547  0,0600 05397 0,3386  0,1603  0,5120  1,0000
x8 0,6718 03705 0,8088 08708 0,5318 0,6952  0,5053
X9 04836 03120 0,8242 05645 0,5044 0,7536  0,5548
x10 0,5696 0,570 05464 0,7911 0,2728 0,5371  0,3416
x11 04976 04717 0,7404 04962 05718 0,5745  0,2766
x12 0,5148 0,4308 06451 05426 0,6111 0,5305 0,4881
x13 0,2941 0,693 03745 0,1519 0,3836  0,5080  0,2539
x14 05923 0,3823 0,7929 0,6541 05605 0,6949  0,4797
x15 0,5517 0,3153 06471 05705 03656  0,6193  0,3843
x16 0,5138 04767 06903 04272 05110 0,5586  0,2054
x17 0,2536  0,0027 04578 0,2279 0,1403 0,5899  0,2266
x18 0,2859  0,2015 0,599 0,0403 03025 0,2128 -0,0741
x19 0,2436  0,3161 05697 03642 0,3772  0,4082  0,1020
x20 0,0102 0,066  0,2653 -0,0929 0,1929  0,3051  0,0455
ACRP48 | 0,1313  0,0257 0,0015 0,0502 0,1012 0,0577  0,0936
AIL6-24 | 0,0987  0,0536  -0,0556 0,0416 00472 -0,0589  0,1500
ASAA48 | 0,0812 -0,0522 -0,0780 0,0468 0,0086 -0,0028 0,0899
AMDAA48| -0,1053 0,1309  0,0687 -0,0265 0,0548 -0,1650 -0,0163
ACp48 | 0,0707 0,2162 0,1537 -0,0/70 0,1412  0,0257  0,0401

*Cervena barva znaci statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelacnimi koeficienty, které
maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez o = 0,05.
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Tabulka 15 Korela¢ni matice MK ve fosfolipidech séra a zanétlivych markera: II. ¢ast

X8 X9 x10 x11 x12 x13 x14

x1 0,6718 04836 05696 0,497/6 05148 0,2941  0,5923
X2 0,3705  0,3120 0,570  0,4717  0,4308 0,1693  0,3823
X3 0,8088 0,8242 05464 0,7404  0,6451 0,3745 0,7929
x4 0,8708 05645 0,7911 0,492 05426  0,1519 0,6541
X5 0,5318 0,5044 0,2728 05718 0,6111 0,3836  0,5605
X6 0,6952 0,7536 05371 05745 05305 0,5080  0,6949
X7 0,5053 0,5548 0,3416 02766  0,4881  0,2539  0,4797
X8 1,0000 0,7693 0,7559  0,5688  0,7526  0,4021  0,8063
X9 0,7693 1,0000 03835 06114 0,7145 04862 0,8732
x10 0,7559  0,3835  1,0000 0,2997 0,4190 0,0050  0,4154
x11 0,5688  0,6114  0,2997 1,0000 0,5456  0,3269  0,5671
x12 0,7526  0,7145 0,4190 05456  1,0000 0,5251  0,7475
x13 0,4021 04862 00050 03269  0,5251  1,0000  0,5500
x14 0,8063 08732 04154 05671 0,7475 0,5500 1,0000
x15 0,5684 05814 04192 04344 03386 0,2885  0,6352
x16 0,4618 05943 0,2291 0,8954  0,3771  0,2125  0,5076
x17 0,2268 0,917 0,3652 0,3865 -0,0191 0,1619  0,0815
x18 0,0877 -0,0847 00629 0,2529  0,2509  0,2879  0,0382
x19 0,3961  0,5091  0,0757 0,7754  0,4097 0,4776  0,4506
x20 -0,0434 0,0886 -0,2036 0,2854  0,0834 0,2491  0,0849
ACRP48 | 0,0783 -0,0285 0,1435 0,0279  0,1055 -0,1038 0,0950
AIL6-24 | 0,0270  -0,0847 0,1807  0,0246  0,1462 -0,1264 -0,0173
ASAA48 | 0,0568 -0,0813 0,1802 0,0272 0,0803 -0,1158 0,0024
AMDAA48| -0,0640 -0,0275 -0,1187 -0,1304 0,0177 -0,1382 0,0464
ACp48 | 0,0041 0,2126 -0,1136 0,0854  0,1370 0,1270  0,1381

*Cervena barva znaci statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelacnimi koeficienty, které
maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez o = 0,05.
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Tabulka 16 Korela¢ni matice MK ve fosfolipidech séra a zanétlivych markera: I1I. ¢ast

x15 x16 x17 x18 x19 x20 ACRP48

x1 0,5517 0,5138 0,2536 0,2859 0,2436 0,0102 0,1313
X2 0,3153 0,4767 0,0027 0,2015 0,3161 0,1066 0,0257
X3 0,6471 0,6903 0,4578 0,1599 0,5697 0,2653 0,0015
x4 0,5705 0,4272 0,2279 0,0403 0,3642 -0,0929  0,0502
X5 0,3656 0,5110 0,1403 0,3025 0,3772 0,1929 0,1012
X6 0,6193 0,5586 0,5899 0,2128 0,4082 0,3051 0,0577
X7 0,3843 0,2054 0,2266 -0,0741  0,1020 0,0455 0,0936
X8 0,5684 0,4618 0,2268 0,0877 0,3961 -0,0434  0,0783
X9 0,5814 0,5943 0,1917 -0,0847  0,5091 0,0886 -0,0285
x10 0,4192 0,2291 0,3652 0,0629 0,0757 -0,2036  0,1435
x11 0,4344 0,8954 0,3865 0,2529 0,7754 0,2854 0,0279
x12 0,3386 0,3771 -0,0191  0,2509 0,4097 0,0834 0,1055
x13 0,2885 0,2125 0,1619 0,2879 0,4776 0,2491 -0,1038
x14 0,6352 0,5076 0,0815 0,0382 0,4506 0,0849 0,0950
x15 1,0000 0,4984 0,2996 -0,0632  0,3321 0,0707 -0,0809
x16 0,4984 1,0000 0,4711 0,1160 0,7606 0,2347 -0,0093
x17 0,2996 0,4711 1,0000 0,1716 0,2897 0,2598 -0,0710
x18 -0,0632 0,1160 0,1716 1,0000 0,1623 0,6396 -0,0081
x19 0,3321 0,7606 0,2897 0,1623 1,0000 0,3368 -0,0733
x20 0,0707 0,2347 0,2598 0,6396 0,3368 1,0000 -0,0344
ACRP48 | -0,0809 -0,0093 -0,0710 -0,0081 -0,0733 -0,0344 1,0000
AIL6-24 | -0,0122 -0,0301 -0,1389 -0,0271  0,0156 -0,1087  0,7850
ASAA48 | -0,0911 -0,0434 -0,1107 -0,0314 -0,0275 -0,0852  0,9023
AMDAA48| 0,0721 -0,1551  -0,2139  -0,0195 -0,2014  0,0519 0,1059
ACp48 0,2535 0,2113 0,0528 -0,0670  0,1571 0,1227 -0,0140

*Cervena barva znaci statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelacnimi koeficienty, které
maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez o = 0,05.
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Tabulka 17 Korela¢ni matice MK ve fosfolipidech séra a zanétlivych markera: IV. ¢ast

AIL6-24 ASAA48 AMDAA48 ACp48

x1 0,0987 0,0812 -0,1053 0,0707

X2 0,0536 -0,0522 0,1309 0,2162

X3 -0,0556 -0,0780 0,0687 0,1537

x4 0,0416 0,0468 -0,0265 -0,0770

X5 0,0472 0,0086 0,0548 0,1412

X6 -0,0589 -0,0028 -0,1650 0,0257

X7 0,1500 0,0899 -0,0163 0,0401

x8 0,0270 0,0568 -0,0640 0,0041

X9 -0,0847 -0,0813 -0,0275 0,2126
x10 0,1807 0,1802 -0,1187 -0,1136
x11 0,0246 0,0272 -0,1304 0,0854
x12 0,1462 0,0803 0,0177 0,1370
x13 -0,1264 -0,1158 -0,1382 0,1270
x14 -0,0173 0,0024 0,0464 0,1381
x15 -0,0122 -0,0911 0,0721 0,2535
x16 -0,0301 -0,0434 -0,1551 0,2113
x17 -0,1389 -0,1107 -0,2139 0,0528
x18 -0,0271 -0,0314 -0,0195 -0,0670
x19 0,0156 -0,0275 -0,2014 0,1571
x20 -0,1087 -0,0852 0,0519 0,1227
ACRP48 0,7850 0,9023 0,1059 -0,0140
AIL6-24 1,0000 0,8041 0,0015 0,0789
ASAA48 0,8041 1,0000 -0,0977 -0,0146
AMDAA48 0,0015 -0,0977 1,0000 0,0168
ACp48 0,0789 -0,0146 0,0168 1,0000

*Cervena barva znaci statisticky vyznamné Pearsonovy parové korelacnimi koeficienty, které
maji spoctenou hladinu vyznamnosti vyssi nez o = 0,05.

Korela¢ni matice (tabulka 14 az 17) vypovida o tom, Ze naprosta vétSina koncentraci
mastnych kyselin ve fosfolipidech séra mezi sebou statisticky vyznamné korelovala. Nicméné
pii zaméfeni se na poslednich pét fadku (sloupcit), kde se nachazeji zanétlivé indikatory, je
prekvapivé vidét, Ze mezi koncentracemi mastnych kyselin a zménou koncentrace zanétlivych
markert nebyly nalezeny téméi zadné statisticky vyznamné korelace. Vyjimkou je pouze
kyselina dihomo-y-linolenova, ktera pozitivné korelovala S navySenim koncentrace
ceruloplasminu za 48 hodin po implantaci stentu. Tyto uvedené vztahy svéd¢i o tom, Ze pro
hodnoceni vztahu mastnych kyselin a zénétlivého procesu po implantaci koronarniho stentu

jsou vhodné pouze MK v membrandch erytrocytii, nikoliv MK fosfolipida séra.
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4.5 Vicenasobna linearni regrese

Dale byl studovan vliv koncentrace mastnych kyselin stanovenych v membranach
erytrocytil na zvolené markery pomoci vicenasobné linearni regrese. Hodnocenymi zanétlivymi
markery byla relativni zména koncentrace CRP znacend jako ACRP48, zména koncentrace
sérového amyloidu A znacena jako ASAA48 Vv séru 48 hodin po implantaci korondrniho stentu
a relativni zména sérové koncentrace IL-6 za 24 hodin po zakroku znac¢ena jako AIL6-24. Vliv
mastnych kyselin na dynamiku oxidacniho stresu bunck byl posuzovan prostfednictvim
relativni zmény MDA za 48 hodin. Navrzené regresni modely byly hodnoceny s vyuzitim
techniky regresniho tripletu — kritiky dat, kritiky modelu a kritiky uzité matematické metody.
Tato technika je popsana v [71]. Biologické markery zde byly zavisle proménné a mastné
kyseliny nezavisle proménné. Intenzita vlivu kazdé mastné kyseliny na vybrany indikétor ¢ili
zvolenou zavislou proménnou je definovana odhadem jeji smérnice fi, i = 1, ..., 20. Nejvyssi
kladna hodnota odhadu £ mastné kyseliny pii porovnani s ostatnimi odhady f mastnych kyselin
znamena, ze dana mastna kyselina ptisobi nejsilnéji na zvoleny marker. Lze proto fici, ze dana
mastna kyselina se intenzivnéji podili na ristu plazmatické koncentrace daného markeru u
pacientli a ma proto nejsilnéjsi vztah k procesu, ktery dany marker indikuje ¢ili na intenzitu
zanétlivé reakce nebo na miru oxida¢niho poskozeni bunék. Nejvice zaporny odhad £ naopak

v

vyjadfuje, v porovnani s ostatnimi, nejsilnéjsi inverzni korelaci

Prvotné byl hodnocen vliv vSech dvaceti zvolenych mastnych kyselin na zvolené zavislé
proménné V navrzeném regresnim modelu. V kritice dat byly v regresni analyze vlivnych boda
nejprve povinné indikovany odlehlé body, zde pacienti, které bylo tieba z dalsi regresni analyzy
vyradit. Williamstv graf a ostatni grafické diagnostiky vedly u regresniho modelu ACRP48
k odstranéni pacientt P3, P5, P6, P7, P11, P12, P14, P16, P22, P24, P26, P28, P32, P42, P44.
U regresniho modelu ASAA48 grafické diagnostiky odstranily pacienty P3, P4, P7, P11, P12,
P14, P22, P24, P25, P30, P34, P42, P43 a P46 a u regresniho modelu AIL6-24 pak pacienty P2,
P3, P4, P9, P11, P14, a P46. Regresni model pro AMDAA48 vyuzil v§ech 54 pivodnich pacientt.

Odhady smérnic mastnych kyselin véetné useku fo testovanych hypotéz navrzenych
regresnich modeld spole¢né s rozhod¢imi kritérii modelu, jako jsou korela¢ni koeficient R,
stiedni kvadraticka chyba predikce MEP (z angl. Mean quadratic error of prediction), Akaikovo
informa¢ni kritérium AIC (z angl. Akaike information criterion), pti¢emz za optimalni se
povazuje model, pro ktery dosahuje MEP a AIC minimalni hodnotu, jsou uvedeny ve
vysledcich vySetfovanych vSech hypotéz. Tabulky déle obsahuji extenzivni veli€iny, jako jsou

rezidualni suma ¢tverci RSC (z angl. Residual sum of squares), smérodatna odchylka rezidui
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s(e), smérodatna odchylka odhadu f oznacena s a spo¢tena hladina vyznamnosti p. Plati totiz,
ze statisticky vyznamny odhad £ je pro p < 0,05. Dale je také uvedena dolni mez Lp a horni

mez L intervalového odhadu parametru S, vystihujici pfesnost odhadu.
4.5.1 NavrZené regresni modely

Ve v8ech navrzenych regresnich modelech, vysettujicich vliv vSech dvaceti zvolenych
mastnych kyselin MK na zménu koncentrace markeru zanétu, resp. oxida¢niho stresu byla
pouzita predeviim metoda nejmensich &tverci (MNC) a nasledné Welschova metoda
robustnich M-odhada vzhledem k prokazané korelaci mezi nezavisle proménnymi (mastnymi
kyselinami) v prizkumové analyze. Na zaklad¢ kritiky modelu a matematické metody se ve
vSech pfipadech navrzenych modelti prokazatelné jevila vhodnéj$si metoda klasickych
nejmensich ¢tvercl. Takto postavené regresni modely zahrnuji pouze statisticky vyznamné MK

a byly spoéteny pouze metodou MNC.

V regresnim modelu, vySetfujicim vliv dvaceti zadanych mastnych kyselin na navyseni
koncentrace CRP za 48 hodin po implantaci stentu (tabulka 18) bylo zjisténo, Ze pouze 7
mastnych kyselin ma statisticky vyznamny vliv. Kladna hodnota odhadu f byl prokazana u
kyseliny myristové x1, marganové x5 a olejové x8. Zaporna hodnota statisticky vyznamného
odhadu £ byla nalezena u kyseliny pentadekanové x2, palmitoolejové x4, elaidové x7 a
nervonové x19. V piiloze B jsou uvedeny vysledky metody klasickych MNC a v piiloze C
vysledky metody robustnich M-odhadu.

V dalSim kroku bylo pfistoupeno k vytvoreni regresniho modelu zahrnujicitho pouze
statisticky vyznamné mastné kyseliny (tabulka 19). Model byl zprostén Sumu ve formé
statisticky nevyznamné vlivnych mastnych kyselin a lze proto konstatovat, ze je vuci
pfedchozimu modelu spravnéjsi. V tomto modelu bylo prokazano, ze vliv kyseliny
pentadekanové a marganové na zménu koncentrace CRP je ve skutecnosti velmi slaby, protoze
odhady £ byly jiz statisticky nevyznamné.

V poslednim kroku byl regresni vypocet zopakovan pouze Se zbyvajicimi statisticky
vyznamnymi MK, tedy s kyselinou myristovou, palmitoolejovou, elaidovou, olejovou a
nervonovou. V tomto modelu (tabulka 20) bylo prokazano, ze kyselina myristova je velmi silné
pozitivné asociovana se zménou koncentrace CRP. Kladna hodnota odhadu g byla nalezena i u
kyseliny olejové, ale ve srovnani s Kyselinou myristovou asi v 15 krat mensi mife. Zaporna
korelace a také zaporné odhady smérnic f S navySenim CRP byly prokazany u kyseliny
palmitoolejové, elaidové a nervonové. Vysledky pouzité matematické metody jsou uvedeny

v tabulce 21.
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V dal$im regresnim modelu SAA, testujicim vliv dvaceti zvolenych mastnych kyselin
na navySeni koncentrace SAA za 48 hodin po implantaci stentu (tabulka 22) bylo zjisténo, Ze
pouze tii mastné kyseliny nabyvaji statisticky vyznamné hodnoty. Pfitom kyselina
pentadekanova x2 ma zaporny odhad smérnice £ a kyselina marganova x5 s dihomo-y-
linolenovou x15 kladny odhad smérnice f. Vysledky dvou pouzitych matematickych metod
jsou uvedeny v piiloze D (MNC) a v piiloze E (Welsch). Tento model bylo nutno v nasledujicim
kroku vy¢istit od statisticky nevyznamnych proménnych. Pfi vystavbé regresniho modelu,
zahrnujiciho pouze kyselinu pentadekanovou, marganovou a dihomo-y-linolenovou (tabulka
23) bylo zjisténo, Ze jiz zadna mastna kyselina nema statisticky vyznamny vliv na navyseni
koncentrace SAA po implantaci koronarniho stentu. Vzhledem k tomu, ze tento regresni model
je zpfesnénim piechazejiciho modelu, 1ze zkonstatovat, Zze koncentrace nami hodnocenych MK

v membranach erytrocytli nema Zzadny vliv na navySeni koncentrace SAA.

V regresnim modelu, testujicim vliv dvaceti zvolenych mastnych kyselin na navyseni
koncentrace IL-6 za 24 hodin po implantaci stentu (tabulka 24) bylo zjisténo, Ze 7 mastnych
kyselin ma statisticky vyznamny vliv. Konkrétné byl spocten kladny odhad g u kyseliny
myristové x1, marganové x5, gondové x13 a dokosahexaenové x20, pti¢emz sila vlivu kyseliny
dokosahexaenové byla v porovnani s ostatnimi vSak témét zanedbatelna. U Kkyseliny
pentadekanové x2 a a-linolenové byl spocten znaéné zaporny odhad g, u kyseliny stearové byl
taktéz vypocten zaporny odhad smérnice £, nicméné ve srovnani s predeslymi je zna¢né nizsi.
Vysledky matematické metody jsou uvedeny v piipadé MNC v piiloze F a v piipadé Welschovy
metody Vv pfiloze G. Dale bylo pfistoupeno k sestrojeni regresniho modelu (tabulka 25), ve
kterém byly nezéavisle proménnymi pouze mastné kyseliny, vybrané dle statistické vyznamnosti
v piedchazejicim regresnim modelu. V tomto modelu bylo prokazano, ze koncentrace 7
zvolenych mastnych kyselin ma vliv na navyseni koncentrace IL-6. V tomto modelu vsak bylo
zjisténo, Ze absolutni Clen (Gisek) regresni rovnice je statisticky nevyznamny, proto byla
vystavba regresniho modelu opakovana bez absolutniho ¢lenu a vysledek je uveden v tabulce
26. Bylo odhaleno, ze siln¢ pozitivni vliv na navySeni koncentrace IL-6 za 24 hodin po
implantaci stentu méla kyselina myristova a gondova, mén¢ pak kyselina dokosahexaenova,
zna¢na inverzni zavislost byla nalezena mezi navySenim koncentrace IL-6 a Kkyselinou
pentadekanovou a a-linolenovou a ve vyrazné men$i mife u kyseliny stearové. Vysledky

matematické metody (MNC) pouzité v tomto modelu jsou uvedeny v tabulce 27.

Posledni regresni model testované zavisle proménné byla zména koncentrace MDA za

48 po implantaci stentu. Jiz v prizkumové analyze bylo prokazano, ze oxidacni stres je do

78



znaéné miry odliSny a nezavisly na zanétlivém procesu. V korela¢ni matici bylo odhaleno, ze
se zménou koncentrace MDA koreluje pouze kyselina y-linolenova. V regresnim modelu vSech
20 zvolenych MK (tabulka 28) bylo odhaleno, ze statisticky vyznamny vliv na zménu na
AMDAA48 vykazovaly pouze kyselina y-linolenova x10 a eikosadicova x14. U obou téchto
kyselin byl nalezen zna¢né kladny odhad smérnice f. Vysledky metody MNC jsou uvedeny
v piiloze H a vysledky M-odhadt pak v ptiloze |. Dale bylo opét pfistoupeno k vytazeni
statisticky nevyznamnych MK a opakovani vystavby regresniho modelu. Postaveny regresni
model je uveden v tabulce 29. Bylo prokazano, ze vliv eikosadienové kyseliny na zménu
koncentrace malondialdehydu je slaby, nebot’ v tomto modelu jiz nebyl jeji vliv statisticky
vyznamny. V poslednim kroku byl vypocten regresni model zavislosti AMDA48 na kyselin€ y-

linolenové (tabulka 30). Vysledky pouZité regresni metody jsou uvedeny v tabulce 31.

Nasledné byl hodnocen vztah mastnych kyselin vybranych na zaklad¢ krabicového
grafu z obrazku 7 a analyzy hlavnich komponent z obrazku 10b. Regresni model zahrnujici
pouze mastné kyseliny, jejichz koncentrace v Krvi maji nejvétsi rozptyl, stejné tak model
zahrnujici pouze mastné kyseliny dle charakteru privodic¢t v grafu komponentnich vah se
ukazaly jako nevhodné, nebot” doslo k vypusténi MK s prokdzanym statistiky vyznamnym
vlivem na zadané zavislé proménné a stejné tak doslo k vyznamnému zhorSeni rozhod¢ich

kritérii jako je MEP nebo AIC.

S ohledem na skutecnost, ze kazdy pacient je jedinecny a slozky jeho krve mohou byt
ovliviiovany tadou skrytych faktorli nebo pfidruzenymi onemocnénimi, nelze ocekavat, ze
v§ichni pacienti budou jednoznac¢né odpovidat nalezenym regresnim modeltiim. Metabolismus
kazdého cloveéka je do urCité miry jedineény a nelze s jistotou urcit pfi¢inu odliSnosti
V koncentracich vysvétlovanych proménnych. Domnivame se proto, Ze vyfazeni pacientii bylo
ovlivnéno vyse zminénymi skuteCnostmi. Z navrzenych modelt, kde za zavislou proménnou
byla dosazena ACRP48, ASAA48 a AIL6-24 byli shodné vytazeni pacienti, jevici se odli$n¢ a
znaceni P3, P11 a P14. Dle Iékaiskych zaznami bylo zjisténo, ze pacientka v minulosti
prodélala infarkt myokardu 1éceny implantaci koronarniho stentu s anamnézou plicni embolie.
Dale pacientka byla medikament6zné 1é¢ena pro diabetes mellitus 2. typu a hypertenzi. Pacient
P11 trp€l dnou, lécenou allopurinolem. Pacient P14 se od ostatnich lisil jiz zminénym
abnormalnim navysSenim koncentrace indikatorti zanétu. U tohoto pacienta byla implantace
stentu komplikovana fibrilaci komor a byla stanovena piechodné zvySena koncentrace

troponinu I, kterd svéd¢i o poSkozeni myokardu. Navic ode dne pied vykonem byl pacient

79



subfebrilni az febrilni, nicméné zdroj zdnétu nebyl zjistén. Parenterdlné mu byl aplikovan
aminopenicilin. Dale byli shodné v regresnim modelu ACRP48 a ASAA48 vytazeni pacienti
P7,P12, P22, P24 a P42. Pacient P7 trpél dyslipidémii IéCenou statiny, hypertenzi a dnou, navic
v minulosti byl pacientovi proveden aortokoronarni bypass. Pacient P12 trpél respira¢ni
insuficienci pro chronickou obstrukéni chorobu plicni a Gzival antibiotikum Augmentin (ve
sputu byl prokazan Haemophilus influenzae, Candida albicans). Pacient P24 trpél méstnavym
srde¢nim selhanim IL-I11. stupné s dysfunkci obou komor, v hrotu levé komory mu byl nalezen
trombus a byla provedena dilatace v§ech oddili srdce. Navic pacient trpél plicni hypertenzi a
byl kufak. U pacienta 22 byla stanovena vyssi koncetrace SAA bez zjevné piiciny, nicméné
jednalo se o diabetika 2. typu, trpiciho dyslipidémii, hyperurikémii a nephrolithiazou.
V regresnim modelu ASAA48 a AIL6-24 byli shodné odstranéni pacienti P4 a P46. Oba tito
pacienti byli 1é¢eni pro diabetes mellitus 2. typu, hypertenzi a dyslipidémii.

V modelu, kde byla za zavisle proménnou zvolena zména koncentrace CRP za 48 hodin
byli dale vyfazeni pacienti P5, P6, P16, P26, P28, P32 a P44. U pacienta s oznac¢enim P5 doslo
k téméf devitinasobnému navySeni CRP bez zjevné pfiCiny, nicméné je tento pacient byl obézni a
trpél hypertenzi, dyslipidémii a dnou. Pacient P6 byl hypertonik, trpici dyslipidémii a ischemickou
chorobou dolnich koncetin. Pravdépodobnou pfi¢inou abnormalniho navyseni koncentrace CRP je
skutecnost, ze pacient trpél stendzou korondrnich tepen ve vSech koronarnich tepnach a bylo mu
implantovano soucasné 5 stenttu. Pacientka P16 byla hypertonicka, ktera v nedavné dobé
podstoupila cholecystektomii. Pacient P26 trpél vyznamnou dysfunkci levé srdeéni komory
(ejekeni frakce 20-25 %), navic se jednalo 0 hypertonika trpiciho obstrukéni chorobou plicni.
Pacient P8 byl hypertonik a dyslipidemik, pravdépodobnou pfi¢inou odlisnosti hladiny CRP je
soucasnd implantace nékolik stentd. Pacient P44 byl 1é¢en pro dyslipidémii a trpél chronickou

obstrukéni nemoci plicni. U pacienta P32 je pficina odlisSnosti a nasledného vylouceni nejasna.

V modelu, kde za zavisle proménnou byla zvolena zména koncentrace SAA za 48 hodin po
implantaci stentu, byli dale odstranéni pacienti P25, P30, P34 a P43. Vsichni tito pacienti byli
shodné hypertonici a dyslipidemici. Pacientovi P25 byl navic v minulosti diagnostikovan papilarni
cystadenolymfom. Pacient P30 trpél steatdzou jater a pacient P43 prodélal thyreodektomii pro

thyreotoxikozu.

V regresnim modelu, ve kterém vystupovala zména IL-6 za 24 hodin jako zavisle proménna
byli navic vyfazeni pacienti P9, P21, a P2. Pacient P2 trpél krom¢ dyslipidémie, hypertenze a
diabetes mellitus navic psoriazou. Pacient P9 byl taktéz diabetik trpici dyslipidémii, navic byl 1é¢en

pro dnu a ischemickou chorobu dolnich koncetin. OdliSnost pacienta P21 byla nejasného ptvodu.
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Tabulka 18 Regresni model zavislosti ACRP48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti

n=39; R =0,9237; MEP =1,2073; AIC = -20,2956; RSC = 7,8951; s(e) = 0,66228; o = 0,05; MNC; Yacrpas = fo + f1X1 + faXa + ...... + B20X20
Kyselina Oznadeni Odhad () S Z4veér p Lp Ly
Abs 3,7188 0,7772 Vyznamna 0,0001 2,3712 5,0665
Myristova x1 323,7004 69,1930 Vyznamna 0,0002 203,7154 443,6855
Pentadekanova X2 -617,7678 155,7994 Vyznamna 0,0009 -887,9338 -347,6019
Palmitova X3 1,0470 2,3003 Nevyznamna 0,6545 -2,9419 5,0359
Palmitoolejova x4 -100,9050 37,7506 Vyznamna 0,0155 -166,3669 -35,4431
Marganova x5 207,7070 62,3266 Vyznamna 0,0037 99,6287 315,7853
Stearova X6 -4,5912 3,2886 Nevyznamna 0,1797 -10,2939 1,1114
Elaidova X7 -496,8200 79,9585 Vyznamna 0,0000 -635,4730 -358,1669
Olejova X8 9,6656 2,8309 Vyznamna 0,0031 4,7567 14,5746
Linolova X9 2,6616 2,1099 Nevyznamna 0,2232 -0,9971 6,3203
y-linolenova x10 -71,7873 116,4053 Nevyznamna 0,5452 -273,6415 130,0669
Arachova x11 -27,9238 69,7474 Nevyznamna 0,6936 -148,8702 93,0226
o-linolenova x12 87,3253 97,5874 Nevyznamna 0,3827 -81,8975 256,5480
Gondova x13 -4,1035 61,3835 Nevyznamna 0,9474 -110,5464 102,3395
Eikosadienova x14 118,0691 86,9372 Nevyznamna 0,1912 -32,6855 268,8238
Dihomo-y-linolenova x15 -10,7363 9,9807 Nevyznamna 0,2963 -28,0434 6,5708
Behenova x16 -31,0080 24,5266 Nevyznamna 0,2223 -73,5386 11,5227
Arachidonova x17 1,7513 0,8950 Nevyznamna 0,0661 0,1992 3,3034
Eikosapentaenova x18 -12,8135 10,8515 Nevyznamna 0,2531 -31,6308 6,0038
Nervonova x19 -37,0282 9,0414 Vyznamna 0,0007 -52,7066 -21,3498
Dokosahexaenova x20 -0,8824 2,6383 Nevyznamna 0,7419 -5,4574 3,6926
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Tabulka 19 Regresni model zavislosti ACRP48 na koncentraci MK v membranach erytrocytd vybranych dle statistické vyznamnosti v tab. 18
n=39; R =0,7528; MEP = 0,9590; AIC = -4,0554; RSC = 23,3202; s(e) = 0,8673; a = 0,05; MNC

Kyselina Oznaceni Odhad () S Zaveér p Lp LH
Abs 3,2562 0,7185 Vyznamny 0,0001 1,7909 4,7215
Myristova x1 178,0368 68,4381 Vyznamna 0,0141 38,4564 317,6172
Pentadekanova X2 -243,3731 141,3501 Nevyznamna 0,0951 -531,6585 44,9124
Palmitoolejova x4 -71,8101 32,7456 Vyznamna 0,0359 -138,5952 -5,0251
Marganova x5 69,6567 46,7993 Nevyznamna 0,1467 -25,7910 165,1045
Elaidova X7 -366,1981 76,1462 Vyznamna 0,0000 -521,4994 -210,8968
Olejova x8 8,9871 2,5183 Vyznamna 0,0012 3,8509 14,1233
Nervonova x19 -37,2857 7,2864 Vyznamna 0,0000 -52,1464 -22,4251

Tabulka 20 Regresni model zavislosti ACRP48 na koncentraci MK v membranach erytrocytii vybranych dle statistické vyznamnosti v tab. 19

n=39; R =0,723; MEP =0,9021; AIC = -4,2871; RSC = 25686; s(e) = 0,8822; a. = 0,05; MNC

Kyselina Oznaceni Odhad () S Zaver p Lp LH
Abs 2,9155 0,6798 Vyznamny 0,0001 1,5325 4,2985
Myristova x1 141,8874 56,9153 Vyznamna 0,0179 26,0923 257,6825
Palmitoolejova x4 -78,4072 30,1533 Vyznamna 0,0138 -139,7546 -17,0598
Elaidova X7 -347,1262 75,7928 Vyznamna 0,0001 -501,3279 -192,9245
Olejova x8 8,7618 2,3542 Vyznamna 0,0007 3,9720 13,5515
Nervonova x19 -32,4214 6,7138 Vyznamna 0,0000 -46,0807 -18,7620

Zavér: Nalezena regresni rovnice (Yacrpras = fo(S) + f1(S) X1 + fa(S) Xa + f7(S) X7 + S (S) X8 + S19(S) X19):

yacreas = 2,9155 (0,6798) + 141,8874 (56,9153) X1 + -78,4072 (30,1533) X4 + -347,1262 (75,7928) x7 + 8,7618 (2,3542) xs + -32,4214 (6,7138) x19
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Tabulka 21 Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti ACRP48 na koncentraci MK v membranach erytrocytti vybranych dle
statistické vyznamnosti v tab. 19 )
n=239; R =0,723; MEP = 0,9021; AIC = -4,2871; RSC = 25686; s(e) = 0,8822; a = 0,05; MNC; Yacrrag = fo + ff1X1 + faXa + f7X7 + PeXg + f1oX19

Fisher-Snedecoriuv test Walduv test autokorelace
Hodnota kritéria F : 7,2281 Hodnota kritéria WA : 0,2697
Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 2,5026 Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415
Pravdépodobnost : 0,0001 Pravdépodobnost : 0,3949
Zaver : Model je vyznamny. Zaver : AUtOI,(orelace,J ¢
nevyznamna.
Scottovo kritérium multikolinearity Durbin-Watsonuv test autokorelace
Hodnota kritéria SC : -0,3473 Hodnota kritéria DW : 1,7149
Zaver : Model je korektni. Zaver : Residua nej§ou
autokorelovana.
Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity Znaménkovy test rezidui
Hodnota kritéria CW : 0,7238 Hodnota kritéria Sg : 0,0042
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415 Kvantil N(1-alfa/2) : 1,9600
Pravdépodobnost : 0,3949 Pravdépodobnost : 0,9967
o Rezidua vykazuji o e .
Zaver : homoskedasticitu. Zaver : V reziduich neni trend.
Jarque-Berriiv test normality
Hodnota kritéria JB : 0,8589
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 5,9915
Pravdépodobnost : 0,6509
- Rezidua maji normalni
Zaver : 1.
rozdéleni.
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Tabulka 22 Regresni model zavislosti ASAA48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocytt

n =40; R = 0,8596; MEP = 0,5231; AIC = -46,1967; RSC = 4,410; s(e) = 0,4818; a.= 0,05; MNC; yasaaas = fo+ fiX1 + faXa+ ...... + B2oX20
Proménna Odhad () S Zaveér p Lo LH
Abs -0,0519 0,6721 Nevyznamna 0,9393 -1,2140 1,1103
Myristova x1 56,4183 41,8230 Nevyznamna 0,1932 -15,8992 128,7358
Pentadekanova X2 -242,7275 110,8827 Vyznamna 0,0413 -434,4585 -50,9966
Palmitova X3 -2,4658 1,5092 Nevyznamna 0,1188 -5,0755 0,1439
Palmitoolejova x4 7,5519 26,0900 Nevyznamna 0,7754 -37,5612 52,6650
Marganova x5 104,4018 47,4470 Vyznamna 0,0403 22,3596 186,4439
Stearova X6 0,9502 2,1168 Nevyznamna 0,6586 -2,7100 4.6105
Elaidova X7 -15,1051 46,0342 Nevyznamna 0,7464 -94,7044 64,4942
Olejova x8 -1,5057 1,7620 Nevyznamna 0,4034 -4,5524 1,5409
Linolova X9 -1,5910 1,2923 Nevyznamna 0,2333 -3,8256 0,6435
y-linolenova x10 -56,9298 92,0999 Nevyznamna 0,5438 -216,1828 102,3232
Arachova x11 91,6777 55,3542 Nevyznamna 0,1141 -4,0370 187,3924
o-linolenova x12 113,5376 64,6455 Nevyznamna 0,0951 1,7570 225,3182
Gondova x13 -46,7986 42,8050 Nevyznamna 0,2879 -120,8142 27,2169
Eikosadienova x14 99,0119 72,3304 Nevyznamna 0,1870 -26,0569 224,0808
Dihomo-y-linolenova x15 16,1165 6,3091 Vyznamna 0,0194 5,2073 27,0257
Behenova x16 1,8006 16,4803 Nevyznamna 0,9141 -26,6961 30,2973
Arachidonova x17 -0,7850 0,6724 Nevyznamna 0,2574 -1,9477 0,3776
Eikosapentaenova x18 4,4897 8,1658 Nevyznamna 0,5888 -9,6300 18,6094
Nervonova x19 -5,9889 5,3001 Nevyznamna 0,2726 -15,1535 3,1757
Dokosahexaenova x20 1,7350 1,7906 Nevyznamna 0,3447 -1,3612 4,8312
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Tabulka 23 Regresni model zavislosti ASAA48 na koncentraci MK v membranach erytrocyti vybranych dle statistické vyznamnosti v tab. 22
n =40; R = 0,3887; MEP = 0,4386; AIC = -31,3611; RSC = 14,9521; s(e) = 0,6444; a. = 0,05; MNC; yasaads = fo + faX2 + fsXs + [i5X15

Kyselina Oznaceni ~ Odhad (5) S Zaveér p Lp Ln
Abs -0,0733 0,4649 Nevyznamny 0,8756 -1,0163 0,8696
Pentadekanova X2 -1,0267 80,8928 Nevyznamna 0,9899 -165,0850 163,0316
Marganova x5 -0,9763 24,4834 Nevyznamna 0,9684 -50,6309 48,6782
Dihomo-y-linolenova x15 6,0541 3,0188 Nevyznamna 0,0524 -0,0684 12,1765

Zavér:

Zadna mastna kyselina z nami zvolenych nema vliv na zménu koncentrace SAA
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Tabulka 24 Regresni model zavislosti AIL6-24 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti

n=46; R = 0,8595; MEP =0,7329; AIC = -28,6823; RSC = 9,8954; s(e) = 0,6291; a = 0,05; MNC;; YaiLs-24= flo + f1X1 + foXa + ...... + [20X20
Proménna Oznaceni Odhad () S Zaveér p Lp LH
Abs 0,8661 0,5708 Nevyznamna 0,1417 -0,1089 1,8411
Myristova x1 212,3131 51,7986 Vyznamna 0,0004 123,8338 300,7924
Pentadekanova X2 -371,0851 118,8944 Vyznamna 0,0045 -574,1735 -167,9967
Palmitova X3 2,4707 1,9136 Nevyznamna 0,2085 -0,7980 5,7395
Palmitoolejova x4 -21,1547 28,7456 Nevyznamna 0,4686 -70,2562 27,9468
Marganova x5 103,5916 50,1065 Vyznamna 0,0492 18,0025 189,1806
Stearova X6 -7,8614 2,5217 Vyznamna 0,0045 -12,1687 -3,5540
Elaidova X7 -101,0011 54,6919 Nevyznamna 0,0767 -194,4226 -7,5796
Olejova x8 -0,5634 2,0231 Nevyznamna 0,7829 -4,0192 2,8924
Linolova X9 -2,4570 1,5671 Nevyznamna 0,1295 -5,1339 0,2198
y-linolenova x10 -61,7155 80,7429 Nevyznamna 0,4518 -199,6358 76,2047
Arachova x11 92,5725 64,3240 Nevyznamna 0,1625 -17,3020 202,4470
o-linolenova x12 -277,7235 83,1167 Vyznamna 0,0026 -419,6985 -135,7486
Gondova x13 221,6253 64,7695 Vyznamna 0,0021 110,9899 332,2606
Eikosadienova x14 13,6260 75,6190 Nevyznamna 0,8585 -115,5419 142,7940
Dihomo-y-linolenova x15 7,0289 7,3195 Nevyznamna 0,3461 -5,4739 19,5317
Behenova x16 -16,8345 19,3609 Nevyznamna 0,3928 -49,9057 16,2366
Arachidonova x17 0,6990 0,7629 Nevyznamna 0,3683 -0,6042 2,0023
Eikosapentaenova x18 -8,5282 9,3602 Nevyznamna 0,3709 -24,5167 7,4603
Nervonova x19 -0,8880 5,7829 Nevyznamna 0,8792 -10,7660 8,9900
Dokosahexaenova x20 7,0992 2,1494 Vyznamna 0,0029 3,4276 10,7707
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Tabulka 25 Regresni model zavislosti AIL6-24 na koncentraci MK vybranych dle statistick¢ vyznamnosti v tab. 24
n=46; R =0,7875; MEP = 0,4177; AIC = -39,4711; RSC = 14,3856; s(e) = 0,6073; o.= 0,05; MNC

Kyselina Oznaceni Odhad () S Zaveér p Lp Ln

Abs 0,5716 0,4368 Nevyznamny 0,1983 -0,3118 1,4551
Myristova x1 199,9809 36,0461 Vyznamna 0,0000 127,0708 272,8910
Pentadekanova X2 -144,6680 63,0417 Vyznamna 0,0272 -272,1820 -17,1542

Stearova X6 -3,8269 0,7046 Vyznamna 0,0000 -5,2522 -2,4017
a-linolenova x12 -326,4730 60,9803 Vyznamna 0,0000 -449,8170 -203,1290
Gondova x13 232,4130 41,5972 Vyznamna 0,0000 148,2747 316,5513

Dokosahexaenova x20 4,4349 1,3772 Vyznamna 0,0026 1,6491 17,2207

Tabulka 26 Regresni model zavislosti AIL6-24 na koncentraci MK vybranych dle statistické vyznamnosti v tab. 25 bez absolutniho ¢lenu
n =46; R = 0,7768; MEP = 0,4179; AIC = -39,4938; RSC = 15,0174; s(e) = 0,6127; o.= 0,05; MNC

Kyselina Oznaceni Odhad () S Zaver p Lp LH
Myristova x1 215,0134 34,4703 Vyznamna 0,0000 145,3464 284,6805
Pentadekanova X2 -133,8560 63,0526 Vyznamna 0,0400 -261,2901 -6,4219
Stearova X6 -3,5961 0,6883 Vyznamna 0,0000 -4,9872 -2,2051
o-linolenova x12 -345,8796 59,6749 Vyznamna 0,0000 -466,4869 -225,2722
Gondova x13 249,4020 39,8706 Vyznamna 0,0000 168,8205 329,9835
Dokosahexaenova x20 4,0091 1,3502 Vyznamna 0,0050 1,2803 6,7379

Zavér: Nalezena regresni rovnice (Yaie-24 = f1 (S) X1 + £2(S) X2 + 6 (S) X6+ S12 (S) X12 + S13(S) X3 + S20 (S) X20):

yaiLe-24 = 215,0134 (34,4703) x1 + -133,8560 (63,0526) X2 + -3,5961 (0,6883) Xs + -345,8796 (59,6749) X12 + 249,4020 (39,8706) X13 + 4,0091
(1,3502) X20
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Tabulka 27 Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti AIL6-24 na koncentraci MK v membranach erytrocytti vybranych dle
statistické vyznamnosti v tab. 25 bez absolutniho ¢lenu
n=46; R =0,7768; MEP = 0,4179; AIC = -39,4938; RSC = 15,0174; s(e) = 0,6127; a.= 0,05; MNC;
YalLe-24 = f1X1 + f2X2 + feXet f12X12 + f13X13 + S20X20

Fisher-Snedecoruv test Waldiiv test autokorelace
Hodnota kritéria F : 12,1739 Hodnota kritéria WA : 0,1530
Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 2,4495 Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415
Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,5669
Zaver : Model je vyznamny. Zaver : Autokorelace je nevyznamna.
Scottovo kritérium multikolinearity Durbin-Watsoniiv test autokorelace
Hodnota kritéria SC : -0,3012 Hodnota kritéria DW : 1,8541
Zaver : Model je korektni. e Rezidua nejs:ou
Zaver : autokorelovana
Cook-Weisberguyv test heteroskedasticity Znaménkovy test rezidui
Hodnota kritéria CW : 0,3280 Hodnota kritéria Sg : 0,1364
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415 Kvantil N(1-alfa/2) : 1,9600
Pravdépodobnost : 0,5669 Pravdépodobnost : 0,8915
ZAaver : Rezidua Vyke_lz_u ! ZAaver : V reziduich neni trend.
homoskedasticitu.
Jargue-Berriiv test normality
Hodnota kritéria JB : 2,1504
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 5,9915
Pravdépodobnost : 0,3412
o Rezidua maji normalni
Zaver : S
rozdéleni.
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Tabulka 28 Regresni model zavislosti AMDAA48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti

n=54; R =0,7523; MEP = 0,4939; AIC = -55,6152; RSC = 8,8578; s(e) = 0,5181; o.= 0,05; MNC; Yampass = o+ f1X1 + X2 + ...... + [20X20
Kyselina Oznadeni Odhad () S Z4veér p Lp Ly
Abs -0,0421 0,3841 Nevyznamna 0,9133 -0,6921 0,6079
Myristova x1 -25,3097 32,0715 Nevyznamna 0,4356 -79,5863 28,9669
Pentadekanova X2 96,4555 93,4396 Nevyznamna 0,3094 -61,6779 254,5889
Palmitova X3 1,1355 1,4259 Nevyznamna 0,4315 -1,2777 3,5487
Palmitoolejova x4 -17,5239 22,3346 Nevyznamna 0,4383 -55,3221 20,2742
Marganova x5 -3,6422 37,4495 Nevyznamna 0,9231 -67,0202 59,7358
Stearova X6 -2,2130 2,0150 Nevyznamna 0,2800 -5,6231 1,1971
Elaidova X7 -2,3184 43,8150 Nevyznamna 0,9581 -76,4693 71,8324
Olejova X8 -1,0124 1,5133 Nevyznamna 0,5081 -3,5734 1,5486
Linolova X9 -1,8406 1,2118 Nevyznamna 0,1383 -3,8913 0,2102
y-linolenova x10 204,2809 60,6980 Vyznamna 0,0020 101,5580 307,0039
Arachova x11 9,6150 46,1737 Nevyznamna 0,8363 -68,5274 87,7575
o-linolenova x12 52,2879 61,6820 Nevyznamna 0,4027 -52,1003 156,6761
Gondova x13 -25,4075 41,3406 Nevyznamna 0,5430 -95,3706 44,5556
Eikosadienova x14 119,4608 54,9171 Vyznamna 0,0369 26,5213 212,4003
Dihomo-y-linolenova x15 5,1393 5,6868 Nevyznamna 0,3727 -4,4849 14,7635
Behenova x16 8,8327 14,9613 Nevyznamna 0,5590 -16,4872 34,1527
Arachidonova x17 -0,9657 0,5872 Nevyznamna 0,1095 -1,9594 0,0280
Eikosapentaenova x18 -1,1214 7,4370 Nevyznamna 0,8811 -13,7075 11,4646
Nervonova x19 2,8263 4,0858 Nevyznamna 0,4939 -4,0884 9,7410
Dokosahexaenova x20 1,6137 1,6049 Nevyznamna 0,3220 -1,1024 4.3297
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Tabulka 29 Regresni model zavislosti AMDAA48 na koncentraci MK v membranach erytrocyti vybranych dle statistické vyznamnosti v tab. 28
n =54; R = 0,4193; MEP = 0,4106; AIC = -56,98186152; RSC = 168215; s(e) = 0,5743; a. = 0,05; MNC

Kyselina Oznaceni Odhad () S Zaveér p Lo Ln
Abs 0,1845 0,2197 Nevyznamny 0,4050 -0,2566 0,6255
y-linolenova x10 183,3281 56,9690 Vyznamna 0,0022 68,9581 297,6982
Eikosadienova x14 -21,5041 20,6092 Nevyznamna 0,3017 -62,8788 19,8706

Tabulka 30 Regresni model zavislosti AMDA48 na koncentraci MK v membranach erytrocyti vybranych dle statistické vyznamnosti v tab. 29
n =54; R =0,3978; MEP = 0,4066; AIC = -57,8411; RSC = 17,1806; s(e) = 0,5748; a. = 0,05; MNC

Kyselina Oznaceni Odhad (5) S Zaver p Lo LH
Abs 0,0074 0,1396 Nevyznamny 0,9579 -0,2728 0,28757
y-linolenova x10 152,5972 48,8068 Vyznamna 0,0029 54,6592 250,5352

Zavér: Nalezena regresni rovnice (Yampass = Bo (S) + 10 (S) X10):

yampass = 0,0074 (0,1396) + 152,5972 (48,8068) X10
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Tabulka 31 Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti AMDA48 na koncentraci MK v membranach erytrocytti vybranych dle

statistické vyznamnosti v tab. 29 5
n =54; R =0,3978; MEP = 0,4066; AIC = -57,8411; RSC = 17,1806; s(e) = 0,5748; a.= 0,05; MNC

Fisher-Snedecoriv test

Hodnota kritéria F : -0,2898

Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 4,0343

Pravdépodobnost : 1,0000
Zaver : Model je vyznamny.

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

Hodnota kritéria CW : 0,0011
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415
Pravdépodobnost : 0,9734
- Rezidua vykazuji
Zavér :

homoskedasticitu.

Jarque-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 7,6625
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 5,9915
Pravdépodobnost : 0,0217
L Rezidua nemaji
Zavér :

normalni rozdéleni!

Walduv test autokorelace

Hodnota kritéria WA : 0,0851

Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415

Pravdépodobnost : 0,9734
Zaver : Autokorelace je nevyznamna.

Durbin-Watsonuyv test autokorelace

Hodnota kritéria DW : 1,8479
Rezidua nejsou
Zavér : autokorelovana

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria Sg : 0,8463

Kvantil N(1-alfa/2) : 1,9600

Pravdépodobnost : 0,3974
ZAver : V reziduich neni trend.
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5 Diskuze

Zavazné zuzeni korondrnich tepen, které ohrozuje nemocného vznikem infarktu
myokardu, je v soucasné dob¢ 1é¢eno nejcastéji perkutanni koronarni intervenci s naslednou
implantaci stentu. Tento vykon spousti zanétlivou reakci organismu, avSak nadmérna aktivace
imunitniho systému je nezadouci, nebot’ mize prispivat k rozvoji zanétlivych komplikaci, jako
je restendza ve stentu. Ve snaze snizeni zanétlivé reakce jsou v soucasné dob€ vyvijeny stenty
potazené riznymi protizanétlivymi 1éCivy.

Cilem nasi studie bylo zjistit, zda existuje vztah mezi zastoupenim MK v membranach
erytrocytl, resp. ve fosfolipidech séra a zménou koncentrace zanétlivych markerit (CRP, SAA,

IL-6 a Cp) a markeru oxida¢niho stresu (MDA) po implantaci koronarniho stentu.

Studie se zucastnilo celkem 77 pacientd. Ze studie bylo vylouceno 8 pacientt, jejichz
hladiny hsCRP piesahovaly hodnotu 10 mg/1 jiz pfed vlastni implantaci stentu. Jiz probihajici
zanétlivy proces by totiz piekryl zénétlivou reakci zpiisobenu implantaci stentu. Dale byl
vyrazen 1 pacient, nebot’ u n¢j se zavedeni stentu nezdafilo. Pred statistickym vyhodnocenim
bylo vyrazeno 7 pacientd, u kterych nebyly dostupné vysledky vsech statisticky hodnocenych
parametri. Dale u 7 vzorli erytrocyti doSlo ke znehodnoceni b&hem analytické faze.
V kone¢ném vysledku bylo hodnoceno 54 pacientti. Pii hodnoceni nami vybranych vztahii bylo
nutno brat ztetel na skutecnost, ze kazdy pacient je jedine¢ny a na slozky jeho krev muze
pusobit tada skryty faktort. Navic fada pacientd trpéla ptidruzenymi metabolickymi
chorobami, jako je dyslipidémie ¢i diabetes mellitus, které by mohly do zna¢né miry ovliviiovat

zangtlivy proces ¢i zastoupeni mastnych kyselin.

Koncentrace mastnych kyselin byla stanovena v krvi pacientii pred perkutanni koronarni
intervenci. Konkrétn€ bylo kvantifikovano dvacet mastnych kyselin, které byly vybrany tak,
aby vystihovaly zastupce nasycenych, cis-mononenasenych, trans-mononenasycenych, n-6 a
n-3 polynenasycenych mastnych kyselin nejvice diskutovanych v souvislosti s rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni. Stanoveni vybranych mastnych kyselin bylo provedeno ve
frakci fosfolipidi séra a v membrandch erytrocytli. Zastoupeni mastnych kyselin ve
fosfolipidech je vyznamné ovliviiovano tuky pfijimanymi stravou, zatimco profil mastnych
kyselin v membranach erytrocytii je pomérné¢ malo proménlivy a je povaZzovan za indikator
dlouhodobého piijmu mastnych kyselin [68]. Navic bylo prokazano, Ze membrany erytrocytd
pomérn¢ dobie odrazeji zastoupeni mastnych kyselin v membranach bun¢k fady tkani, jako
jsou naptiklad kardiomyocyty [72]. Obvykle se hodnoti pouze procentualni zastoupeni MK

vV membranach erytrocytt, nicméné objektivnéjsim vyjadienim mnozstvi je koncentrace, v nasi
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praci vyjadiujeme mnozstvi mastnych kyselin v pmol na g hemoglobinu. Tyto jednotky
povazujeme za vhodné&jsi nez pmol/l krve, protoze pocet ¢ervenych krvinek mize byt u riznych
jedinct odlisny, a to by mohlo do zna¢né miry i ovliviiovat stanovené mnoZzstvi mastnych

kyselin.

Koncentrace markerti byla stanovena pfed implantaci stentu a nésledné po 24 a 48
hodinach. Ze ziskanych koncentraci byla pro sledovani dynamiky zanétlivé reakce vybrana
nejvyssi zmeéna koncentrace. V piipadé CRP, SAA, Cp a MDA doslo k nejvyssimu navyseni
koncentrace po 48 hodinach po vykonu, coz je v souladu s literaturou [24], v piipadé IL-6 byla
stanovena nejvys$si koncentrace po 24 hodinach, stejné jako se uvadi v praci [28]. Tyto zmény
byly nésledné vydéleny pocatecnimi koncentracemi v Case 0 a oznaceny jako ACRP4S,

ASAA48, ACp48, AMDAA4S a AIL6-24.

Pied vysetfenim vztahu mezi koncentracemi mastnych kyselin a rozvojem zanétlivé
reakce po implantaci koronarniho stentu piedchazela exploratorni prizkumova analyza dat-
koncentraci mastnych kyselin. Exploratorni prizkumovou analyzou MK v membranach
erytrocyti bylo prokazano, ze mezi mastnymi Kyselinami jsou silné pozitivni korelace.
Napiiklad nejvice pozitivnich korelaci (R > 0,8) bylo nalezeno u kyseliny stearové, ktera
pozitivné korelovala s kyselinou olejovou, linolovou, eikosadienovou, behenovou,
arachidonovou, nervonovou a dokosahexaenovou. Podobné kyselina palmitova korelovala (R
> 0,8) s koncentraci kyseliny marganové, olejové, linolové, behenové, nervonové a
dokosahexaenové. Kyselina linolova kromé vySe zminénych korelovala (R > 0,8)
s eikosadienovou, dihomo-y-linolenovou, arachidonovou, nervonovou a dokosahexaenovou

kyselinou.

Pti sledovani vztahu koncentrace MK a dynamiky zanétlivé reakce bylo prokdzano, ze
existuje fada statisticky vyznamnych vztahi mezi koncentracemi MK a zanétlivymi markery.
Vsechny hodnocené zanétlivé markery (CRP, SAA, Cp, IL-6) jsou povazovany za rizikové
faktory pro rozvoj ischemické choroby srde¢ni [35, 73]. V korela¢ni matici bylo prokazano, ze
ACRP48, ASAA48 a AIL6-24 spolu navzajem siln¢ pozitivné koreluji. Pfi hodnoceni korela¢ni
matice nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny vztah mezi zménou koncentrace
ceruloplasminu a koncentraci mastnych kyselin ani s ostatnimi zanétlivymi markery. Tento
nalez podporuje myslenku, Ze role ceruloplasminu v rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni a
zanétu neni zcela jednoznacna. Potvrzuje to napiiklad proteomickd studie publikovana
v lonském roce, kterd uvadi, Zze pacienti S koronarni ateroskler6zou maji snizenou krevni

koncentraci ceruloplasminu v porovnani se zdravou populaci [74], coz vyvraci tvrzeni jiz
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zminénych publikaci [37, 38], ve kterych je Cp spojovan se zavaznosti KVO. Diverzita téchto
studii podporuje myslenku, ze Cp muze pusobit jako antioxidant, napiiklad schopnosti
potlacovat Fentonovu reakci, ale i jako prooxidant, nebot’ se uvadi, ze pti infarktu myokardu
dochazi k uvolnéni iontd médi vazané na ceruloplasmin. Volnd méd’ ma schopnost ptisobit
oxidaéni poskozeni bunék [36]. Na zakladé vySe zminénych skute¢nosti ceruloplasmin neni
vhodny pro hodnoceni zanétlivé reakce po implantaci stentu. Pii hodnoceni vlivu koncentrace
MK na dynamiku oxida¢niho stresu, méienou jako relativni zménu MDA za 48 hodin, byla
zjisténa statisticky vyznamna korelace pouze s Kyselinou y-linolenovou a Zzadnymi zminénymi
zanétlivymi markery. Tyto vysledky naznacuji, ze ackoliv je tvorba reaktivnich forem kysliku
spojovana s rozvojem KVO [41], zanétlivy proces a oxidacni stres jsou do zna¢né miry dva

odlisné na sob¢ nezavislé procesy.

Pfi hodnoceni variability koncentraci MK v membranach erytrocytt krabicovym grafem
bylo zjisténo, Ze nejvetsi rozptyl koncentraci ma kyselina palmitova, stearova, olejova,
linolova, arachidonovd a dokosahexaenova. Soucasné je zjevné, Ze kyseliny palmitova,
stearova, arachidonova, linolova a y-linolenova predstavuji majoritni mastné kyseliny
vV membrandch erytrocytl, jednd se o mastné kyseliny vystkytujici se v celé fadé¢ bézné
dostupnych potravin [42]. Pfi hodnoceni koncentraci indikatorti zanétu a oxida¢niho stresu
v krabicovém grafu, byla zjisténa podobna variabilita, ale existuji pacienti, u kterych doslo
k  extrémnimu narGstu koncentrace. Jednalo se o pacienta P14, u kterého doslo
k devadesatinasobnému navyseni koncentra SAA za 48 hodin a vice nez dvacetinasobnému
navySeni koncetrace CRP za 48 hodin a IL-6 za 24 hodin po implantaci stentu. U tohoto
pacienta byla implantace stentu komplikovana fibrilaci komor a byla stanovena piechodné
zvysena koncentrace troponinu I, kterd svédci o poskozeni myokardu. Navic ode dne pred
vykonem byl pacient subfebrilni aZ febrilni, nicméné zdroj zanétu nebyl zjiStén. Parenteralné
mu byl aplikovan aminopenicilin. K vice nez desetinasobnému navySeni SAA doslo i u pacienta
P12, P22 a P24. Pacient P12 trpél respiracni insuficienci pro chronickou obstrukéni chorobu
plicni a uzival antibiotikum Augmentin (ve sputu byl prokazan Haemophilus influenzae,
Candida albicans). Pacient P24 trp¢l méstnavym srde¢nim selhanim IL-111. stupné s dysfunkci
obou komor, v hrotu levé komory mu byl nalezen trombus, byla provedena dilatace vSech
oddilu srdce. Navic pacient trpi plicni hypertenzi a je kufdk. U pacienta P22 nebyl nalezen
zadny konkrétni zdroj navySeni sérové koncetrace SAA, nicméné jedna se o diabetika 2. typu,

trpiciho dyslipidémii a hyperurikémii. Nalez extrémniho navySeni SAA je v souladu
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s literaturou [31], ktera uvadi, ze béhem zanétlivého procesu mtze dojit k navySeni SAA az
tisickrat.

Z porovnani profilt MK v membranach erytrocytl v ikonovém grafu hvézdicek bylo
zjiSténo, Ze mezi pacienty je znacna variabilita. Existuji pacienti, kteti maji nizké, ale 1 vysoké
koncentrace vSech mastnych kyselin v membranach erytrocyti. Zna¢né odlisnou od ostatnich
se jevila pacientka P3, protoze u ni byly v membranach erytrocyta stanoveny vyssi koncentrace
nasycenych mastnych kyselin a velmi nizké koncentrace nenasycenych mastnych kyselin. Dle
lIékaiskych zaznami bylo zjiSténo, ze pacientka v minulosti prodélala infarkt myokardu
léceny implantaci koronarniho stentu s anamnézou plicni embolie. Déle tato pacientka byla

medikament6zn¢ 1é¢ena pro diabetes mellitus 2. typu a hypertenzi.

Vziajemny vztah MK (znakl) a pacientd (objektll) byl Setfen analyzou hlavnich
komponent, faktorovou analyzu a shlukovou analyzou. V analyze hlavnich komponent se
pacienti rozd¢lili do dvou zfetelnych shluki, pficemz siln€ odlisSnou, od obou zminénych, se
jevila jiz zminéna pacientka P3. Ve faktorové analyze se grafem faktorovych vah s rotaci
Varimax podafilo rozélenit MK do skupin s podobnymi vlastnostmi. Faktor 1 byl nazvan
,»Délka thlikatého fetézce a pocet dvojnych vazeb®“ a faktor 2 , Koncentrace SFA®. Takto
pojmenované faktory byly pouzity v grafu faktorového skore. V tomto grafu doslo opét
k vytvoteni dvou zietelnych shluki, které byly téméf shodné se shluky nalezenymi v analyze
hlavnich komponent. Timto grafem byla ovéfena spravnost pojmenovanych faktord, nebot
z ikonového grafu bylo zfejmé, Zze pacientka P3 se vyznamné liSila od odstatnich vyssi
koncentraci nasycenych mastnych kyselin a velmi nizkou koncentraci nenasycenych mastnych
kyselin. Stejné tak pacienti lezici ve shluku vyskytujicim se v grafu faktorového skore blizko
pocatku (0,0), byli v ikonovych grafech znazornéni velmi malymi hvézdi¢kami, které zietelné
vypovidaly o nizké koncentraci vSech MK v membranach erytrocyt. Dale byly ziskané
vysledky porovnany s vysledky shlukové analyzy. V dendrogramu znakii doslo k rozdéleni MK
do tfi shlukt. V dendrogramu objektti (pacientil) byly nalezeny ¢tyfi shluky pacientti, shluk
oznaceny ¢erné byl shodny se shlukem popsanym jiz v analyze hlavnich komponent a faktorové
analyze, jednalo se o pacienty s nizkymi koncentracemi MK v membranach erytrocytl, u
ostatnich skupin pacientli se nepodafilo odhalit divod jejich shluknuti, nebot’ pfi pfeneseni
shlukii do grafu faktorového skore bylo nalezeno zna¢né prekryti. Uréeni divodu odliSnosti ¢i
podobnosti pacienttli je velmi narocné, nebot’ je ziejmé, Ze kazdy Clovek je jedinecny a plisobi

na n¢j fada skrytych faktort.
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Pti exploratorni analyze zdrojové matice dat koncentraci mastnych kyselin ve frakci
fosfolipidii séra a relativnich zmén koncentraci zanétlivych markert, bylo zjisténo, ze mezi
koncentracemi MK a zanétlivymi markery neexistuji statisticky vyznamné korelace. Jednim
Z davodit mize byt jiz zminéna skutecnost, ze sérova koncentrace MK, na rozdil od MK
v membranach erytrocytt, je do zna¢né miry ovliviiovana slozenim pfijimané potravy [68],
proto byly dale hodnoceny pouze MK stanovené v membranach erytrocyta.

Vztah mezi mastnymi kyselinami v membranach erytrocyti a markery vybranymi na
zaklad¢ exploratorni analyzy byl nasledné Setfen pomoci vicendsobné linearni regrese. Mastné
kyseliny zde vystupovaly jako nezavisle proménné a indikatory ACRP48, ASAA48, AIL6-24 a
AMDAA48 jako zavisle proménné. V kritice dat byly v analyze vlivnych bodii detekovany
odlehlé body, zde pacienti, které bylo nutno z dal$i regresni analyzy odstranit. Vytvofeny
regresni model, ve kterém byla za y dosazena ACRP48 zahrnoval 39 pacientil, regresni model,
ve kterém byla za y dosazena ASAA48 zahrnoval 40 pacientd a regresni model, ve kterém byla
za y dosazena AIL6-24 zahrnoval 46 pacientd. Regresni model, ve kterém byla za y dosazena
AMDA48 nevyzadoval odstranéni zadného pacienta. Nelze s jistotou fici skute¢ny divod
odlisnosti vyrazenych pacientl, nicméné fada z nich trpéla ptidruzenymi onemocnénimi, jako
je hyperlipidémie, hypertenze, diabetes mellitus 2. typu nebo dna. Nekteti pacienti v dobé
implantace stentu uZivali antibiotika pro bakterialni infekci nebo jim bylo implantovano
souCasn¢ nékolik stentd, které pravdépodobné vyvolaly nadmérnou aktivaci imunitniho

systému a nasledné zvyseni koncentrace indikator zanétu.

Podobné problematice se vénovala i skupina islandskych védct [72]. Ti sledovali
dynamiku zanétlivé reakce indikovanou zménou plazmatické koncentrace TNF-o, TNF-f, IL-
18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-y, makrofigového zanétlivého proteinu o a TGF-j
v zavislosti na profilu polynenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidech séra, resp.
membranach erytrocytl u pacienti podstupujicich operaci srdce. V této studii byly nalezeny
statisticky vyznamné vztahy mezi koncentracemi n-3 a n-6 PUFA a zménou koncentrace TNF-
B, IL-1pB, INF-y nebo TGF-B 72 hodin po operaci. Dle této studie je role eikosapentaenové a

arachidonové kyseliny v zanétlivém procesu velmi komplexni, nebot’ jejich koncentrace

-----

Nejprve byl vypocten regresni model pro kazdy zénétlivy marker zahrnujici 20
zvolenych mastnych kyselin. Tyto modely byly podrobeny kritice modelu a matematické
metody. Na zdkladeé testacnich kritérii bylo rozhodnuto, Ze ve vSech ptipadech je vhodné;si uZziti

klasické metody nejmensich ¢tverct. V dalSich krocich bylo piistoupeno k nékolikandsobnému
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opakovani vypoctl regresnich modelti a to pouze s mastnymi kyselinami vybranymi na zaklade

statistické vyznamnosti v modelech predeslych. Zavérem vicendsobné linearni regrese bylo

zji$téno se spoctenou hladinou vyznamnosti vyssi nez a = 0,05:

1. Na zménu koncentrace CRP za 48 hodin po implantaci koronarniho stentu ma vliv 5
mastnych kyselin z plavodnich dvaceti zvolenych. Velmi silna pozitivni asociace
s navySenim CRP byla odhalena u kyseliny myristové a piiblizn¢ 15 krat nizsi pozitivni
asociace kyseliny olejové. Inverzni korelace s navysenim CRP byly prokazany u kyseliny
elaidové, palmitoolejové a nervonove, pricemz kyselina elaidova méla priblizn€ 5 krat
silngj8i inverzni asociaci se zavislou proménnou v porovnani s kKyselinou palmitoolejovou
a v ptipadé kyseliny nervonové dokonce vice nez 10 krat vyssi.

2. V ptipad¢é sérového amyloidu A bylo zjisténo, Ze hodnocené mastné kyseliny nemaji
statisticky vyznamny vliv na jeho navyseni.

3. Na zménu koncentrace interleukinu 6 za 24 hodin po implantaci stentu ma vliv 6 z 20
zvolenych MK. Pozitivni vliv na navySeni koncentrace IL-6 byl prokdzan u kyseliny
myristové, gondové a ve vyrazné mensi mife u dokosahexaenové. Nejvyssi odhad smérnice
byl nalezen u kyseliny gondové. Znacna inverzni zavislost byla nalezena mezi navySenim
koncentrace IL-6 a kyselinou pentadekanovou a a-linolenovou a ve vyrazné mensi mife u

kyseliny stearové.

4. Na zménu koncentrace malondialdehydu za 48 hodin po implantaci stentu ma vliv ze viech
zvolenych mastnych kyselin pouze kyselina y-linolenova. Bylo prokazano, Ze tato kyselina

je pozitivné asociovana s naristem oxidac¢niho poskozeni bunék.

Kyselina myristova byla statisticky vyznamné pozitivné asociovana s navySenim
koncentrace CRP za 48 hodin a IL-6 za 24 hodin. Jiz dtive bylo uvedeno, ze SFA se sudym
poc¢tem uhliki (C12-C18) se podili na regulaci lipidového metabolismu prostfednictvim vazby
na transkripénich faktord SREBP a LXR [42], tyto transkripéni faktory jsou mimo jiné vysoce
exprimovany v makrofazich a bylo prokdzano, Ze aktivace SREBP je spojovana
S prozanétlivym fenotypem M1 makrofagi, ktery je znamy schopnosti produkovat zanétlivé
cytokiny, jako jsou interferon vy, IL-1, IL-6 nebo TNF-a. Dale je prokazano, ze nadbytek SFA
mize vést v makrofazich k mitochondrialni dysfunkci, ktera opét podporuje jejich diferenciaci
v M1 fenotyp, ¢astecné to souvisi s funkei transkripéniho faktoru LXR, nebot’ reguluje transport
lipid z makrofagti. Na druhou stranu je ale zvySena regulace LXR spojovana s down-regulaci
NF-kB [62]. Asociaci kyseliny myristové se zanétlivym procesem potvrzuje i kanadska studie

[75], ve které je uvedeno, ze u mladych miizu a zen do 29 let koncentrace kyseliny myristové
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pozitivné koreluje s koncentraci CRP. V této praci bylo navrzeno, ze prozanétlivy ucinek
kyseliny myristové spoc¢iva ve schopnosti up-regulovat transkripéni faktor NF-xB
prostiednictvim TLR 2 a 4.

Inverzni vztah k navySeni IL-6 za 24 hodin po vykonu, byl nalezen u koncentrace
pentadekanové kyseliny. Kyselina pentadekanova je zastupcem minoritnich lichych MK
v lidské stravé. Je povazovana za indikator pfijmu mléénych tukd. V literatutfe se uvadi, Ze
kyselina pentadekanova je asociovana S niz$im rizikem KVO, ICHS a diabetes mellitus 2. typu
[76]. Studie Zhenga a kolektivu [46] hodnotici vztah nasycenych mastnych kyselin k riznym
metabolickym indik4torim prokézala, Ze kyselina pentadekanova je inverzn€ asociovana
s koncentraci CRP, celkového cholesterolu, TAG, apolipoproteinu Al a B a jaternich enzymii,

jako je naptiklad alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza.

Posledni saturovanou mastnou kyselinou, u které byl prokdzan statisticky vyznamny
vliv na zanétlivy proces, byla kyselina stearova. Tato kyselina byla pomérné slabé inverzné
asociovana s navysenim koncentrace 1L-6, jeji G¢inek byl asi 100 krat nizsi nez u kyseliny a-
linolenové. Rizné literarni zdroje se lisi v tom, zda kyselina stearova plisobi spiSe prozanétlive
kyselina myristova ¢i palmitova [42]. Shodnych vysledki dosahli v jiz zminéné kanadské studii
[75] nebo v publikaci [53], kde bylo prokazano, Ze kyselina stearova inverzné koreluje
s koncentraci CRP. Védci z Kanady [77] zjistili, Ze plazmaticka koncentrace stearové kyseliny
je inverzné asociovana s plazmatickou koncentraci CRP a zaroven i s aktivitou enzymu
stearoyl-CoA desaturazy-1 (SCD-1). Z vysledku jejich prace vyplyva, ze pii snizené aktivité
SCD-1, ktera naptiklad katalyzuje vznik olejové kyseliny pravé ze stearové kyseliny, je
potlacovan zanétlivy stav, nebot plazmatickd koncentrace olejové kyseliny pozitivné
korelovala s koncentraci CRP. V rozporu s uvedenym se uvadi se, ze kyselina stearova je, stejné
jako palmitova ¢i myristova, schopna up-regulovat NF-kB prostfednictvim TLR , stejn¢ tak se
podili na jiz zminéné regulaci SREBP a LXR, ¢imZ se zapojuje do zanétu [62].

Mezi MUFA bylo prokazano, ze s navysenim koncentrace CRP je inverzné asociovana
kyselina palmitoolejova a nervonova, naopak pozitivné kyselina olejova. Kyselina
palmitoolejovd ma pozitivni vliv na lidské zdravi, nebot’ ve studii, kde bylo pacientim s
dyslipidémii a systémovym zanétem podavano 220,5 mg/den kyseliny palmitoolejové po dobu
30 dni bylo zjisténo vyznamné sniZeni hladiny CRP, TAG a LDL a naopak zvySeni HDL
cholesterolu ve srovnani s placebem [51]. Mechanismus G¢inku kyseliny palmitoolejové na

makrofagy studoval kolektiv védct z Brazilie a Anglie [78]. Autofi kultivovali dvé linie mySich
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makrofagi (WT nebo s inaktivovanym genem pro receptor PPAR-a) v prostiedi u¢inku
lipopolysacharidu s nebo bez kyseliny palmitoolejové. Kultivace WT makrofagi prokazala, ze
schopny inhibovat transkripéni faktor NF-kB. Dale je dle jejich prace ziejmé, ze kyselina
palmitoolejova je schopna tlumit zanétlivy proces nezavisle na inaktivaci genu pro PPAR-a,
nebot’ bylo naptiklad v obou liniich prokazano, Ze kyselina palmitoolejova pii soucasném
ucinku zanétlivého stimulu snizuje produkci IL-6, IL-1p nebo expresi NF-kB makrofagy
Vv porovnani S makrofagy kultivovanymi pouze s lipopolysacharidem. Nicméné autofi jiz
zminénych publikaci [53] a [75] naopak uvadéji, ze koncentrace kyseliny palmitoolejové
pozitivné koreluje s plazmatickou koncentraci CRP. Vzhledem k tomu, Ze Petersson a kolektiv
[53] nasli pozitivni korelaci nejenom mezi koncentraci palmitoolejové kyseliny, ale i pozitivni
korelaci indexu SCD-1 (pomér palmitoolejové/palmitové kyseliny) s koncentraci CRP je
podezieni, ze nalezené vztahy jsou zpusobeny vysokym pifijmem SFA stravou, nadmérnou
aktivitou SCD-1, ktera by mohla sama o sob& podporovat zanét nebo metabolickou poruchou,

ktera by vedla ke zvySené aktivit¢ SCD-1.

Dale pozitivni vztah k navySeni koncentrace IL-6 vykazovala kyselina gondova. Pii
hodnoceni vlivu na CRP tato zavislost nebyla prokazana. Nicméné asociaci kyseliny gondové
se zanétlivym procesem potvrzuje studie némeckych vyzkumnika publikovana v lofiském roce
[50], ve které bylo prokazano u pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim i u zdravych, ze
koncentrace gondové kyseliny inverzné koreluje s plazmatickou koncentraci LDL a HDL-
cholesterolu a TAG a pozitivné s koncentraci CRP a aktivaci endotelu. Mimo jiné bylo
prokdzano, ze vyssi koncentrace kyseliny gondové predstavuje vyssi riziko umrti vSech pficin
a zvySuje riziko umrti z kardiovaskuldrnich pfi€¢in u Zen. Kyselinu gondovou lze fadit mezi
minoritné vyskytujici se MK a v soucasné dob& nejsou dostupné Zadné informace o
mechanismu zapojeni kyseliny gondové do zanétlivého procesu a rozvoje kardiovaskularnich

onemocnéni.

Kyselina nervonova je ve formé sfingomyelinu vyznamnou soucasti myelinu a je
prokazano, Ze pti stavech jako jsou zavazné depresivni poruchy, které jsou spojeny s dysfunkci
bilé hmoty mozkové, je jeji plazmatickd koncentrace znané€ zvysend ve srovnani se zdravymi
jedinci. Autofi nedavno publikované pilotni studie [79] navrhli koncentraci kyseliny nervonové
jako diagnosticky indikator zavaznych depresivnich poruch. Pti hodnoceni sérovych lipidi u
pacienti s metabolickym syndromem v porovnani se zdravymi jedinci Vv japonské studii [80]

bylo zjisténo, ze koncentrace kyseliny nervonové je u zdravych jedinct prokazatelné vyssi a
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soucasné pozitivné¢ koreluje s koncentraci HDL-c a inverzné s koncentraci TAG a sdLDL-c
(maly denzni LDL-c). Kyselinu nervonou lze oznadit za zdravi prospé$nou, nebot’ metabolicky
syndrom je spojovan se systémovym zanétem a je povazovan za rizikovy faktor fady nemoci

vcetné ICHS. Nicméné mechanismus ucinku této kyseliny na lidsky organismus neni znadm.

Nalez pozitivni asociace koncentrace kyseliny olejové s navySenim koncentrace CRP je
v souladu s vysledky jiz zminéné publikace [50]. V literatufe doposud ptevazovaly nazory, ze
kyselina olejova je zdravi prospésnd, nebot’ v fad¢ intervencnich studii, kdy ucastnici uzivali
preparaty s olivovym olejem, byla prokézana fada protektivnich uc¢inkd, skute¢ny piinos je vSak
nejisty, protoze olivovy olej obsahuje dal$i prospésné slozky, jako je skvalen, antioxidac¢ni
hydrofilni fenolové alkoholy, polyfenoly nebo vitamin E, které by mohly byt zodpovédné za
zjevné zdravotni pfinosy. Delgado a kolektiv ve zminéné studii [50] odhalili, ze prospésnost
kyseliny olejové na lidské zdravi nema linearni zavislost. Autoii uvadi, ze zavislost imrti v§ech
pfic¢in na procentualnim zastoupeni olejové kyseliny v membranach erytrocytt je nelinearni, ve
tvaru U, pficemZ za optimalni se jevilo 14 %, hodnoty pod 13 anad 15 % byly spojovany s vyssi
mirou umrtnosti. V naSem souboru pacientl pii piepoctu na relativni zastoupeni MK
Vv membranach erytrocytii bylo prokazano, ze pacienti maji ve vétsiné piipadl zastoupeni této
kyseliny praveé pod 13 %. Soucasné shodné s naSimi vysledky autofi prokéazali pozitivni asociaci
procentudlniho zastoupenim kyseliny olejové v membranach erytrocytli s koncentraci CRP.
Vyznamna inverzni zavislost kyseliny elaidové s navySenim koncentrace CRP, jakoZto

jediného zastupce trans-MUFA, na rozvoj zanétlivého procesu je zcela piekvapiva.

Uloha PUFA v rozvoji zanétlivé reakce neni zcela jednoznaéna. Jak jiz bylo zminéno,
obecné se n-6 PUFA oznacuji spiSe za prozanétlivé a n-3 protizanétlivé [42, 47], ale toto tvrzeni
je Castecné zavadejici, nebot’ je zfejmé, Ze zastupci obou skupin PUFA jsou schopné tvofit jak
prozanétlivé tak i protizanétlivé mediatory. Ackoliv jsou PUFA nejvice diskutovanymi MK
Vv souvislosti se zapojenim se do zanétlivého procesu, v nasi studii bylo zapojeni téchto MK
zna¢né¢ omezené. Byla prokdzdna velmi silna inverzni asociace koncentrace kyseliny a-
linolenové a velmi nizka, témét zanedbatelnd, pozitivni asociace kyseliny dokosahexaenové se
zménou koncentrace IL-6. Kyselina a-linolenova je zastupcem n-3 PUFA a je prekurzorem
vyznamné EPA a DHA, u kterych byla prokézana fada zdravi prosp&$nych Uc¢inki a jsou
pomérné dobfe popsany i mechanismy ucinku, viz teoreticka ¢ast. Z n-6 PUFA bylo v nasi
studii prokdzano, Ze pouze kyselina y-linolenovd ma vliv na navySeni koncentrace

malondialdehydu, ktery slouzi jako indikator oxida¢niho stresu bun¢k. Obecné se predpoklada,
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ze lipoperoxidaci mohou podléhat mastné kyseliny, které maji ve své struktufe dvojnou vazbu
[41].

Prekvapivym vysledkem této studie je skutecnost, Ze kyselina arachidonova, zéstupce
n-6 PUFA a kyselina eikosapentaenova, zastupce n-3 PUFA, které jsou v literatufe hojné
diskutovany pro své zapojeni v zanétlivém procesu, neukazaly v nasi studii Zadny vliv na zménu

koncentrace zvolenych zanétlivych indikatora, resp. markeru oxida¢niho stresu.
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6 Zavér

Po provedeni perkutanni koronarni intervence s naslednou implantaci stentu dochazi
k rozvoji zanétlivé reakce, coz vyplyva z navySeni koncentrace sledovanych indikator zanétu,
kdy maximalni koncentrace byly zaznamenany pro interleukin 6 po 24 hodinach, pro C-
reaktivni protein a sérovy amyloid A po 48 hodinach a v piipadé markeru lipoperoxidace,
malondialdehydu po 48 hodinach. Dal$im hodnocenym markerem byla zména koncentrace

ceruloplasminu po 48 hodindch, nicméné¢ exploratorni analyzou dat bylo odhaleno, Ze

ceruloplasmin neni vhodnym indikatorem zanétlivé reakce.

Pro sledovani vztahu mezi mastnymi kyselinami a zanétlivou reakci, resp. oxidaénim
poskozenim bunék byly stanoveny koncentrace mastnych kyselin ve frakci sérovych
fosfolipidi a v membranach erytrocytl. Exploratorni analyza dat prokdzala, Ze pouze
koncentrace mastnych kyselin stanovené v membranach erytrocytl jsou vhodné pro hodnoceni

nami vybranych vztaht.

Vicenasobnou linearni regresi se podafilo jednozna¢né kvantitativné vysetiit, které
mastné kyseliny V. membranach erytrocytl a jakou silou se podileji na zvySovani ¢i snizovani
plazmatickych koncentraci zvolenych indikatori. Se zménou koncentrace C-reaktivniho
proteinu za 48 hodin po implantaci koronarniho stentu velmi silné korelovala kyselina
myristova a vV men$i mife kyselina olejova. Nejsilngjsi negativni korelace byla odhalena u
kyseliny elaidové a dale u kyseliny palmitoolejové a nervonové. NavysSeni koncentrace
interleukinu 6 za 24 hodin po implantaci stentu nejvice podporovala kyselina gondova a
myristovd, vyznamné méné pak kyselina dokosahexaenova. Inverzni asociaci se zménou
koncentrace interleukinu 6 za 24 hodin vykazovala kyselina a-linolenova a pentadekanova.
Stejna zavislost byla nalezena 1 u kyseliny stearové nicméné ve znacné mensi mife. V ptipadé
Setfeni vlivu koncentrace mastnych kyselin na navySeni malondialdehydu za 48 hodin po
implantaci stentu bylo prokézano, Ze s oxidacnim poSkozenim bungk je pozitivné asociovana

pouze kyselina y-linolenova.

Nase vysledky mohou mit prakticky vyznam pro zlepSeni klinickych vysledki pacientt
podstupujicich perkutanni korondrni intervenci a implantaci stentu, nebot profil mastnych

Kyselin lze ovlivnit ptijmem potravy ¢i riznych doplnkd.
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Piiloha B Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti ACRP48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti

Fisher-Snedecoruyv test vyznamnosti modelu

Hodnota kritéria F : 5,2348

Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 1,8777

Pravdépodobnost : 0,0005
Zaver : Model je vyznamny.

Scottovo kritérium multikolinearity

Hodnota kritéria SC : -0,1880

Zaver : Model je korektni.

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

Hodnota kritéria CW : 0,0501
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,8228
s Rezidua vykazuji
Zaver :

homoskedasticitu.

Jarque-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 1,7710
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 4,6052
Pravdépodobnost : 0,4125
- Rezidua maji normalni
Zavér : X1t
rozdéleni.

n=39; R =0,9237; MEP = 1,2073; AIC = - 20,2956; RSC = 7,8951; s(e) = 0,66228; o, = 0,05; MNC:; yacrpas = fo + fiX1 + foXa + ...

+ f20X20

Walduv test autokorelace

Hodnota kritéria WA : 0,8306
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,8228
. Autokorelace je
Zaver : , ,
nevyznamna.

Durbin-Watsoniv test autokorelace

Hodnota kritéria DW : 2,5574
Negativni autokorelace

Zaver : 1o s
rezidui je prokdzana!

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria Sg : 1,9969

Kvantil N(1-alfa/2) : 1,6449

Pravdépodobnost : 0,0458
Zaver : V reziduich je trend!
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Priloha C Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti ACRP48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocytt
n=39; R =0,9812; MEP = 21,5457; AIC =-73,7107; RSC = 2,0070; s(e) = 0,3339; a. = 0,05; Metoda robustnich M-odhadt (Welsch);
YacrPag = fo + fiXa+ foXo + ...... + f20X20;

Fisher-Snedecoruv test vyznamnosti modelu

Scottovo kritérium multikolinearity

Cook-Weisberguyv test heteroskedasticity

heteroskedasticitu!

Jargue-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 438,4081
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 4,6052
Pravdépodobnost : 0,0000
o Rezidua nemaji
Zavér :

normalni rozdéleni!

Waldiv test autokorelace

Hodnota kritéria F : 23,2334 Hodnota kritéria WA : 18,8026

Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 1,8777 Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055

Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,0000
Zaver : Model je vyznamny. Zaver : Autokorelace je vyznamna!

Durbin-Watsoniv test autokorelace

Hodnota kritéria SC : -0,3139 Hodnota kritéria DW : 33,8186
Zaver : Model je korektni. ZAVST | Residua jsou negatlvne
autokorelovana!

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria CW : 7705,4903 Hodnota kritéria Sg : 0,4359

Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055 Kvantil N(1-alfa/2) : 1,6449

Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,6629
Zaver : Rezidua vykazuji Zaver . V reziduich neni trend.
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Piiloha D Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti ASAA48 na koncentraci 20 MK v membranéch erytrocyti

Fisher-Snedecortv test vyznamnosti modelu

Hodnota kritéria F : 2,6880

Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 1,8537

Pravdépodobnost : 0,0193
Zaver : Model je vyznamny.

Scottovo kritérium multikolinearity

Hodnota kritéria SC : 0,2151

Zaver : Model je korektni.

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

Hodnota kritéria CW : 0,0394
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,8427
o Rezidua vykazuji
Zaver :

homoskedasticitu.

Jarque-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 1,7720
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 4,6052
Pravdépodobnost : 0,4123
- Rezidua maji normalni
Zavér : T
rozde¢leni.

n = 40; R = 0,8596; MEP = 0,5231; AIC = -46,1967; RSC = 4,410; s(e) = 0,4818; a. = 0,05; MNC, yasaass = fo + fiX1 + foXa + ...

+ S20X20

Walduav test autokorelace

Hodnota kritéria WA : 0,1995
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,8427
o Autokorelace je
ZAver : , .
nevyznamna.

Durbin-Watsonuv test autokorelace

Hodnota kritéria DW : 1,6991
Negativni autokorelace

Zaver : S .
rezidui neni prokazéna.

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria Sg : 0,1445

Kvantil N(1-alfa/2) : 1,6449

Pravdépodobnost : 0,8851
Zaver : V reziduich neni trend.
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Priloha E Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti ASAA48 na koncentraci 20 MK v membranéch erytrocyta
n =40; R =0,9759; MEP = 37,3049; AIC =-114,3146; RSC = 0,8033; s(e) = 0,2056; o = 0,05; Metoda robstnich M-odhadt (Welsch);
Yasaasag = Po+ fiXi + faXa + ... + S20X20

Fisher-Snedecortv test vyznamnosti modelu

Scottovo kritérium multikolinearity

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

heteroskedasticitu!

Jarque-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 50,0067
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 5,9915
Pravdépodobnost : 0,0000
L Rezidua nemaji
Zaver :

normalni rozdéleni!

Walduav test autokorelace

Hodnota kritéria F : 19,0232 Hodnota kritéria WA : 1,3821
Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 2,1961 Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415
Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,0000
Zaver : Model je vyznamny. Zaver : AUtOI,(orelace,J ¢
nevyznamna.

Durbin-Watsonuv test autokorelace

Hodnota kritéria SC : 0,4473 Hodnota kritéria DW : 22,9812
. Model vykazuje . Residua jsou negativné
Zaver : o . Zaver : b
multikolinearitu! autokorelovana!

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria CW : 536,9611 Hodnota kritéria Sg : 3,1069

Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415 Kvantil N(1-alfa/2) : 1,9600

Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,0019
Zaver : Rezidua vykazuji Zavér : V reziduich je trend!
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Piiloha F Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti AIL6-24 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti

Fisher-Snedecoruyv test vyznamnosti modelu

Hodnota kritéria F : 3,5338

Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 1,7175

Pravdépodobnost : 0,0017
Zaver : Model je vyznamny.

Scottovo kritérium multikolinearity

Hodnota kritéria SC : -0,1007

Zaver : Model je korektni.

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

Hodnota kritéria CW : 0,0000
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,9964
s Rezidua vykazuji
Zaver :

homoskedasticitu.

Jarque-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 0,5573
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 4,6052
Pravdépodobnost : 0,7568
- Rezidua maji normalni
Zavér : X1t
rozdéleni.

n = 46; R = 0,8595; MEP = 0,7329; AIC = -28,6823; RSC = 9,8954; s(€) = 0,6291; o = 0,05; MNC; YaiLe.24 = fo + fixXs + faXa + ......

+ f20X20

Walduv test autokorelace

Hodnota kritéria WA : 0,3553
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,9964
. Autokorelace je
Zaver : , ,
nevyznamna.

Durbin-Watsoniv test autokorelace

Hodnota kritéria DW : 2,3151
Negativni autokorelace

Zaver : 1 . gy
rezidui neni prokazana.

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria Sg : 0,1491

Kvantil N(1-alfa/2) : 1,6449

Pravdépodobnost : 0,8815
Zaver : V reziduich neni trend.
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Piiloha G Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti AIL6-24 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti
n=46; R =0,9556; MEP = 1803,5935; AIC = 3,1331; RSC = 19,761, s(e) = 0,8891; a = 0,05; Metoda robustnich M-odhada (Welsch);

YaIlLe-24 = fo + fiXe + foXo + ... + f20X20
Fisher-Snedecortv test vyznamnosti modelu Waldiv test autokorelace
Hodnota kritéria F : 13,1418 Hodnota kritéria WA : 0,0403
Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 2,0075 Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415
Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,0000
Zaver : Model je vyznamny. Zaver : AUtOI,(orelace,J ¢
nevyznamna.
Scottovo kritérium multikolinearity Durbin-Watsonuv test autokorelace
Hodnota kritéria SC : -0,0772 Hodnota kritéria DW : 19,1106
Zaver : Model je korektni. Zavér : Residua jsou nega‘uvne
autokorelovana!
Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity Znaménkovy test rezidui
Hodnota kritéria CW : 521,7775 Hodnota kritéria Sg : 2,2366
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 3,8415 Kvantil N(1-alfa/2) : 1,9600
Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,0253
o Rezidua vykazuji o o |
Zaver : heteroskedasticitu! Zavér : V reziduich je trend!
Jarque-Berriiv test normality
Hodnota kritéria JB : 37,3490
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 5,9915
Pravdépodobnost : 0,0000
Ly Rezidua nemaji
Zavér : R o
normalni rozd¢leni!
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Piiloha H Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti AMDAA48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocyti

Fisher-Snedecoruyv test vyznamnosti modelu

Hodnota kritéria F : 2,1520

Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 1,6446

Pravdépodobnost : 0,0247
Zaver : Model je vyznamny.

Scottovo kritérium multikolinearity

Hodnota kritéria SC : 0,2100

Zaver : Model je korektni.

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

Hodnota kritéria CW : 5,4770
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,0193
s Rezidua vykazuji
Zaver :

heteroskedasticitu!

Jarque-Berriiv test normality

Hodnota kritéria JB : 0,4770
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 4,6052
Pravdépodobnost : 0,7878
- Rezidua maji normalni
Zavér : X1t
rozdéleni.

n=54; R = 0,7523; MEP = 0,4939; AIC = -55,6152; RSC = 8,8578; s(€) = 0,5181; . = 0,05; MNC'; Yampads = fo+ fiXs + foXa + ...

+ f20X20

Walduv test autokorelace

Hodnota kritéria WA : 0,4273
Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,0193
. Autokorelace je
Zaver : , ,
nevyznamna.

Durbin-Watsoniv test autokorelace

Hodnota kritéria DW : 1,5719
Negativni autokorelace

Zaver : 1 . gy
rezidui neni prokazana.

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria Sg : 0,1274

Kvantil N(1-alfa/2) : 1,6449

Pravdépodobnost : 0,8986
Zavér : V reziduich neni trend.
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Priloha | Testovani regresniho tripletu regresniho modelu zavislosti AMDAA48 na koncentraci 20 MK v membranach erytrocytii
n =54; R =0,9599; MEP = 35,3899; AIC =-147,9496; RSC = 1,6022; s(e) = 0,2203, o. = 0,05; Metoda robustnich M-odhadti (Welsch);
YaMDA48 = fo+ f1X1 + foXo + ...... + S20X20

Fisher-Snedecoruv test vyznamnosti modelu

Scottovo kritérium multikolinearity

Cook-Weisbergiiv test heteroskedasticity

heteroskedasticitu!

Jarque-Berriv test normality

Hodnota kritéria JB : 177,8708
Kvantil Chi*2(1-alfa,2) : 4,6052
Pravdépodobnost : 0,0000
s Rezidua nemayji
Zaver :

normalni rozdéleni!

Walduav test autokorelace

Hodnota kritéria F : 19,3687 Hodnota kritéria WA : -59,2678
Kvantil F (1-alfa, m-1, n-m) : 1,6446 Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055
Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,0000
Zaveér : Model je vyznamny. Zaveér : Autokorelace je nevyznamna.

Durbin-Watsonuyv test autokorelace

Hodnota kritéria SC : 0,6271 Hodnota kritéria DW : 11,3073
- Model vykazuje . Residua jsou negativné
Zaver : R . Zaver : h
multikolinearitu! autokorelovana!

Znaménkovy test rezidui

Hodnota kritéria CW : 69,1899 Hodnota kritéria Sg : 0,4025

Kvantil Chi*2(1-alfa,1) : 2,7055 Kvantil N(1-alfa/2) : 1,6449

Pravdépodobnost : 0,0000 Pravdépodobnost : 0,6873
Zaver : Rezidua vykazujf Zaver : V reziduich nenti trend.
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