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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o technice flow cytometrie pro multiplexové analyzy a
jejim vyuzitim ve spojeni s imunochemickymi metodami. V ramci této prace byla
provedena klinicka studie, kterd se zabyva sekundarni prevenci infarktu myokardu a
ateroskler6zy u souboru 186 pacientii. V dne$ni dobé pifedstavuje infarkt myokardu
celosvétovy civilizaéni problém. Rada moznych parametri pro monitorovéni
ateroskler6zy predstavuje ve svété dosud nevytesenou problematiku. V praktické ¢asti
této prace jsme provadeli analyzu pomoci xXMAP technologie Luminex u novych
parametri (adiponektin, resistin, osteopontin) predpovidajicich aterosklerotické
onemocnéni ve spojitosti s infarktem myokardu. Také jsme chtéli zjistit, jak se tyto
parametry zmeéni u pacientli po zvySeni davky 1é¢ebnych medikament.

ABSTRACT

This thesis discusses the technique of flow cytometry for multiplex analysis and its use
in conjunction with imunochemical methods. As part of this work was carried out
clinical studies dealing with secondary prevention of myocardial infarction and
atherosclerosis in 186 pacientd. In this time represents myocardial infarction
worldwide civilizational problem. A number of possible parameters for monitoring
atherosclerosis in the world is still an unresolved issue. In the practical part of this
work we performed an analysis using Luminex xMAP technology for new parameters
(adiponectin, resistin, osteopontin) to predict atherosclerotic disease associated with
myocardial infarcion. Also we wanted to see how these parameters are changed in
patients after increasing the dose of therapeutic drugs.
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1 UVOD

Infarkt myokardu spolu s aterosklerézou jsou hlavni pfi¢inou Gmrti a invalidity na
celém svété. Ateroskleréza a jeji rizikové faktory pfedstavuji jeden
z nejvyznamnéjSich zdravotnich problémi zapadni civilizace. Timto onemocnénim se
zabyva celé tfada nejkvalifikovanéjsich vyzkumnych tymi po celém svéte.

Hlavnim cilem této prace bylo sezndmit se s technikou flow cytometrie pro
multiplexové analyzy a jejim vyuzitim ve spojeni s kardiovaskuldarnim onemocnénim.
Experimentalni ¢ast se zabyva také dal$imi technikami stanovujicimi parametry, které
by mohly ptedpovidat zvysené kardiologické riziko u pacientt po infarktu myokardu a
uplatnit se v rdmci sekundarni prevence.



2 CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Osvojeni techniky flowcytometrie pro multiplexové analyzy a jeji vyuziti ve spojeni
s imunochemickymi metodami pro ucely klinické studie zabyvajici se sekundarni
prevenci infarktu myokardu a aterosklerozy.

2. Zpracovani rozsahlého souboru pacientl po infarktu myokardu a u vybrané skupiny
z nich monitorovani ucinngj§i 1écby na zakladé naméfenych modernich
biochemickych parametrii jako Lp-PLA,, interleukiny a myeloperoxidaza.

3. Praktické wvyuziti dalSich analytickych metod jako chemiluminiscence,
imunoturbidimetrie, fotometrie a turbidimetrie.



3 POUZITE METODIKY

Pii analyze méfenych parametri byly vyuzity jak specidlni kombinace analytickych
principii (jako napf. imunoanalyza ve spojeni s flow cytometrii, fosforescenci,
imunoanalyza ve spojeni s chemiluminiscenci), tak bezné metodiky jako fotometrie ¢i
turbidimetrie.

3.1 Imunoanalyza

Imunoanalytické metody jsou zaloZeny na reakci antigenu a specifické protilatky za
vzniku imunokompexu. U béZné imunoanalytické metody antigen tvoii stanovovany
analyt a protilatka je obsazena v reagencii. [1,2]

Na tomto zaklad¢ pracuji metodiky xMAP (multiplex analits profilig) technologie
na pfistroji Luminex 200 a taktéZ chemiluminiscencni technika na pfistroji
ARCHITECT 12000 SR vyuzivané v této praci.

Antigeny jsou makromolekuly pfirozeného nebo umélého pivodu. Po chemické
strdnce se vétSinou jednd o proteiny, lipidy, nukleové kyseliny, karbohydraty.
Antigeny maji dvé zdkladni vlastnosti - navozuji specifickou imunitni odpovéd’,
bunécného nebo protilatkového typu, a také specificky reaguji s produkty této reakce.
Na vlastni reakci antigenu s protilatkou se neucastni celd molekula antigenu, ale pouze
nékteré z jejich povrchovych skupin - jednd se o determinantni skupiny neboli epitopy.
Antigenni determinantu ptedstavuje jen urcita skupina atoma (¢ast struktury, funkéni
skupiny) na povrchu molekuly antigenu a charakterizuje jeho specifitu se schopnosti
reagovat s vazebnym mistem protilatky. Molekula antigenu musi mit dostate¢né
velkou molekulovou hmotnost

(M; > 5000 Da) a velikost musi mit kompletni strukturu. Jedna molekula antigenu na
svém povrchu miize nést rlizné mnozstvi antigennich determinant. Pocet epitopu, které
reaguji s vazebnym mistem protilaitek udava valenci antigenii. Antigeny v zivém
organizmu vyvolavaji tvorbu specifickych protilatek. Pouze kompletni antigen muze
vyvolat imunitni odpovéd’. Hapten (hormony, 1éky, nizkomolekularni peptidy, atd.),
coz je nekompletni antigen, vyvola tvorbu protilatek jen tehdy, pokud je navazén na
bilkovinny nosi¢. [1,2]

Protilatky jsou produkovany plazmatickymi buiikami, vyvijejicimi se z B-lymfocyta
po stimulaci antigenem. Protilatky piredstavuji heterogenni skupinu glykoproteint
zivocisného pivodu. Vznikaji v organizmu jako odpovéd’ na piitomnost antigent a
vykazuji specifickou vazebnou aktivitu k antigenu, proti kterému byly ptipraveny.
Jednd se o imunoglobuliny, v laboratorni praxi jsou obsazeny v tzv. antisérech.
Imunoglobulin G je zanalytického pohledu nejvice pievladajici imunochemickou
reagencii. Specificita a senzitivita imunoanalytickych metod je ovlivnéna pouzivanou
protilatkou. Pouzivané protildtky vyuzivané v imunoanalytickych metodach mohou
byt vyrobeny riznym zptsobem. [1,2]
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Monoklonilni protilatky jsou produkty jednoho klonu plazmatickych bunék
odvozenych od B-lymfocyti, jsou piipravovany v laboratornich podminkéch pomoci
hybridomové technologie. Jeji podstatou je bunécna fize nddorovych (myelomovych)
bun¢k s lymfocyty sleziny imunizovanych mysi. Monoklondlni protilatky jsou
namifené proti jednomu epitopu urceného antigenu. Predstavuji identické kopie
molekul imunoglobulind, které maji stejnou primarni strukturu a stejnou specifitu
vazebnych mist. Tyto protilatky jsou charakteristické vyznamnou specifitou, avSak
Spatné precipituji. [1,2]

Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvitat (nejéastéji se jedna o kraliky,
kozy, ovce), obvykle opakovanym intravenéznim podénim antigenu (lidské sérum).
Krevni sérum imunizovaného zvifete, které obsahuje protilatky proti antigenu
pouzitému k imunizaci, se oznacuje jako antisérum. Jestlize byl k imunizaci pouzit
jeden antigen (napf. jedna bilkovina), vytvareji se monospecifické protilatky
(antisérum). Kazdy epitop v molekule antigenu stimuluje pro tvorbu protilatek jeden
klon B-lymfocyti. Kompletni antigeny maji vice epitopl, protoze aktivuji nékolik
klonti B-bun¢k. Imunizované zvife proto syntetizuje smés monoklondlnich protilatek
lisSicich se tim, Ze jejich vazebna mista maji rlznou afinitu a tim i specifitu
k jednotlivym epitoplim urcitého antigenu, ktery vyvolal jejich tvorbu. Pfi imunizaci
zvitat smési antigenti dochdzi k tvorbé polyspecifickych protilatek, které obsahuji
imunoglobuliny proti vét§imu poctu antigent. [1,2]

Na vazbé antigen - protilatka se uplatiiuje nékolik vazebnych sil. Jednd se o
nekovalentni interakce jako napt. elektrostaticka interakce, vodikové mustky,Van der
Waalsovy sily, hydrofobni sily a iontové interakce hlavné mezi COO™ a NH;"
skupinami antigenu a protilatky. [1,2]

3.1.2 Rozdéleni imunoanalytickych metod

Imunoanalytické metody se mohou délit podle usporadani reakce na kompetitivni
(soutézivou) imunoanalyzu nebo nekompetitivni (sendvicovou) imunoanalyzu. Podle
prostfedi, ve kterém reakce probihd se mize jednat o homogenni ¢i heterogenni
imunoanalyzu. Déle je mozné imunoanalytické metody dé€lit podle techniky pouzité
k méfeni signalu jako je napf. luminiscen¢ni imunoanalyza, fluoroimunoanalyza,
radioimunoanalyza, enzymoimunoanalyza. Dale je mozno tyto metody rozdélit dle
toho, zda vyuzivaji znacku (enzym, fluor, substraty atd.) ¢i nevyuzivaji znacek (napf.
imunoturbidimetrie). [3,4,5]

U nekompetitivni (sendvi¢ové) metody stanovovany antigen ze vzorku reaguje se
dvéma protilatkami, které jsou v reakéni smési v prebytku. Jedna protilatka je znacena,
funkce druhé protilatky zavisi na pouzité technologii napf. u heterogenni
imunoanalyzy je navazdna na pevnou fazi a umoZiuje separaci imunokomplexu. Ve
vzniklém imunokomplexu je analyt (antigen) vdzan mezi dvéma protilatkami
(sendvic€). Velikost méfeného signdlu je pifimo umérna koncentraci stanovovaného
antigenu. Kalibra¢ni kiivka méa parabolicky tvar. [3,4,5]
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Tato nekompetitivni (sendviCovd) metoda se vyuzivda pro molekuly s vyssi
molekulovou hmotnosti, které umoziiuji vazbu protilatek na dvé antigenni
determinanty napf. adiponektin, osteopontin, resistin, srdecni troponiny aj. Pouzivaji
se dvé¢ monoklonalni nebo jedna monoklonélni a jedna polyklonalni protilatka. Pokud
se v reakci vyuzivaji monoklondlni protilatky specifické pro urcity epitop, je mozno
provadét simultanni inkubaci vzorku a konjugatu s ukotvenou protilatkou, coz
stanoveni zjednodusuje. [3,4,5]

Pti vyuziti kompetitivni metody stanovovany antigen soutézi se stejné¢ znadenym
antigenem ve vazb¢€ na specifickou protilatku proti stanovovanému antigenu, ktery je
v limitovaném mnozstvi. Vzniknou imunokomlexy, které obsahuji znacku, a
imunokomplexy bez znagky. Cim je koncentrace stanovovaného antigenu vysi, tim
vice vznikne imunokomplexi bez znacky. Po ukoncéené reakci se méfi signal
imunokomplexii se znackou. Velikost odezvy je nepiimo zéavisld na koncentraci
stanovovaného analytu. Dle typu pouzité znacky méfime luminiscenci, fluorescenci,
pfipadné dalsi veli¢iny. Kalibra¢ni kiivka ma hyperbolicky tvar. Tato kompetitivni
metoda je vhodna ptedevS§im pro nizkomolekularni analyty, které maji malou
molekulu a pouze jednu antigenni determinantu (napt. steroidni hormony). [3,4,5]

nekompetitivni —
sendvi¢ové uspofadani
kompetitivni uspofadani

Signal
T

Analyticka koncentrace

Obr. ¢. 1 Kalibracni zavislosti u kompetitivniho a nekompetitivniho usporadani [3]

Homogenni imunoanalyza nevyzaduje separaci vazané (v imunokomplexu) a volné
znaené protilatky ¢i antigenu. U homogenniho stanoveni neni potieba odstratiovat
reaktanty. Stanoveni a detekce probihd pfimo v reakéni smési. U téchto pripadu je
aktivita znacky navazand na antigen modulovand pfimo navdzanim protilatky. [3,4]

Pti heterogenni imunoanalyze jsou zreakéni smési odstraiovany pomoci riznych
zpusobu (napf. magnetickou separaci nebo ukotvenim na pevném nosici a promytim)
nepotifebné reaktanty a imunokomplexy. Separuje se znacka volna od znacky vazané.
Reakce s detekci probéhne az po této separaci. Obecné stanoveni probiha v téchto
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krocich — smichédni komponent, inkubace, pii které dochazi ke vzniku komplexu
antigen — protilatka, separace a detekce. [3,4]

3.2 Luminiscence

Princip luminiscence je rovnéz vyuzivan pfi analyze parametri métenych v této praci.
Luminiscence je principem mnoha analytickych systémi a to pfedev§im pro vysokou
citlivost.[3]

Luminiscence je jev, ktery ptedstavuje vyzafovani piebytecné energie ve formé
fotont, ke kterému dochazi pfi navratu excitovanych elektronti na zékladni hladiny.
K excitaci atomi dochazi pisobenim jiného zéafeni, elektronli nebo pii chemické
reakci. Pfi navratu excitovaného atomu do zdkladniho stavu dochézi k emisi svétla.
Existuji excitované energetické hladiny, na kterych mize atom setrvavat relativné
dlouho (10®s a déle). Tyto hladiny se nazyvaji metastabilni hladiny. Je moZno také
konstatovat, Ze luminiscence je d¢j, pii kterém zafeni o krat$i vinové délce (vétsi
frekvenci) vyvolava v latce uréitého sloZeni vznik zafeni o delsi vinové délce (nizsi
frekvenci) a Cast energie se vyzari ve forme¢ tepla (nesvitivé deexcitacni procesy). [6]

3.2.1 Druhy luminiscence

Ke vzniku luminiscence je nutné dodat latce energii v rizné podobé. Dle druhu
energie  rozliSujeme  né€kolik  druhtt  luminiscence:  chemiluminiscence,
fotoluminiscence, elektroluminiscence, termoluminiscence.

V laboratorni medicing je nejvice vyuzita chemiluminiscence a fluorescence.

Fotoluminiscence - luminiscence je vyvoldna prostiednictvim elektromagnetického
zateni, do této kategorie patii fosforescence a fluorescence.

Chemiluminiscence - je druh luminiscence vyvolany pomoci energii chemické
reakce. Vznikd vyzarenim fotonu z molekuly luminoforu po jeho chemické oxidaci za
pusobeni oxidantli jako je napt. O,, H,O, atd. Béhem chemiluminiscence dochazi k
produkci svételného zafeni exitovanymi molekulami v pribéhu chemické reakce.
V pftirod¢ je ptirozenou formou chemiluminiscence - bioluminiscence, kterd oznacuje
chemiluminiscenci v zivych organismech. [6]

Pro chemiluminiscenéni reakci musi byt splnény tfi zakladni pozadavky:

1. Pii reakei musi vznikat dostatek energie, aby doslo k excitaci elektroni. Reakce
musi byt exotermni a obvykle je to oxidace.

2. Musi existovat zpiisob jak tuto energii usmérnit do excitace elektronti. Pokud se

chemicka energie ztrdci ve form¢ tepla jako obvykle, pak se chemiluminiscence
neobjevuje.
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3. Excitovany produkt musi byt schopny ztracet svoji energii bud’ ve formé fotonu,
nebo ji prevadét na fluoreskujici slouceniny. Pfimad emise fotonu z excitovaného
produktu obvykle poskytuje jen kratké zablesky svétla, zatimco transfer energie na
fluoreskujici slouceniny se vétsinou projevuje jako dlouhodoba (v minutach) svételna
emise. [8]

3.2.2 Luminofory a flurofory

Latky, u kterych dochazi k luminiscenci, se nazyvaji luminofory. Ve vétSiné
fluoreskujicich organickych molekul jsou obsaZeny konjugované dvojné vazby. Jen
malo biologickych molekul, jako je napi. tryptofan a mald skupina nékterych
porfyritl, fluoreskuje spontdnné. Pravé molekuly spontanné nefluoreskujici je mozné
prevést na fluoreskujici produkty. Je mozné vyuzit latky, které pti uréitych
chemickych reakcich produkuji chemiluminiscenéni zéafeni. Pfi imunoanalytickych
reakcich jsou luminofory a fluorofory navazany jako znaCka na protilatky, antigeny
nebo tvoii substrat anebo vznikaji az po jeho rozstépeni. [6] Luminofory pouzivané ke
znaceni nemaji interference v biologickém materidlu a jsou velmi stabilni. [3]
Uplatiiuji se latky jako je akridin a jeho estery, chelaty platinovych kovid (napf.
ruthenium), chelaty lanthanoidt (europium). [6]

3.2.3 Pristroj k méreni chemiluminiscence

K méfeni luminiscence je vyuzivany piistroj luminometr. Je slozen z métici komurky
a detektoru, jeho soucasti je fotonasobi¢. Méfici komiirka spolu se vzorkem a
ostatnimi reaktanty obsahuje systém zrcadel. Tato zrcadla soustfed’uji co nejvice
svételného zafeni na detektor. Pokud pfi chemiluminiscencni rekci vznikaji zablesky
svétla, vyuziva se pocitani fotoni. Pomoci fotondsobi¢e dochazi k zachyceni poctu
fotonti s velmi rychlou odezvou, ktera je proporciondlni produktu chemiluminiscenéni
reakce. Mnozstvi produkovaného svétla je imérné poctu molekul, které emituji
svételné zablesky. [6]

3.3 Fotometrie a imunoturbidimetrie

3.3.1 Fotometrie

Fotometrii rozumime métfeni absorpce svétla vzorkem pii jedné nebo nékolika
uréitych vlnovych délkach. V klinické biochemii velkd fada stanoveni vyuZziva
skute¢nosti, Ze mnoho latek pohlcuje elektromagnetické zareni v oblasti viditelné nebo
ultrafialové casti spektra. MnoZstvi absorbovaného zafeni o urcité vinové délce zavisi
na charakteru a mnozstvi absorbujici latky. K méfeni absorpéniho spektra
analyzovaného vzorku vyuzivame spektrofotometr, ktery je schopen méteni pii vice
vinovych délkach. Spektrofotometrie vychdzi z Lambert-Beerova zakona, ktery
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vyjadiuje vztah mezi koncentraci latky v roztoku a jeji absorbanci, tj. schopnosti
molekul latky pohlcovat elektromagnetické zateni o dané vinové délce. [3,6,9]

Ve viditelném spektru se nejcastéji jako zdrej zaFeni pouzivaji zarovky nebo
halogenové lampy. Monochromator je zatizeni, které rozklada polychromatické bilé
svétlo na spektrum barev — svételné zateni o riznych vinovych délkach. Obvykle jako
monochromator slouzi optickd miizka. Opticky systém je sloZzen ze Stérbin a
optickych zrcadel. Vstupni a vystupni §térbina monochromatoru slouzi k ovladani
velikosti a pozice svételného paprsku. Cim je vystupni §térbina $irsi, tim v&tsi je
intenzita vychézejicitho svétla, avSak za cenu mensi specificnosti métfeni. UZzsi
vystupni Stérbina zajistuje presnéj$i dodrzeni pozadované vinové délky, ovSem za
cenu mensi intenzity svétla a zhorSeni odstupu signalu od Sumu.

Absorpéni prostiedi ve fotometrii predstavuje kyveta s métenym vzorkem. [3,6,9]

K ptfevodu svételného zareni na elektricky signdl je vyuzivan detektor. Ve viditelné
oblasti se pro detekci zareni pouziva fotodiody, fotonasobice, nebo také detektor
diodového pole.[6] Ve fotonkéach se elektrony po uvolnéni z fotokatody po dopadu
fotonti pohybuji k anodé¢ ucinkem saciho napéti. Fotondsobice jsou uspotfadany
takovym zplisobem, Ze elektrony dopadnou po ozafeni fotokatody na prvni zesilovaci
elektrodu, dynodu, kde je pocet fotoelektroni ndsoben sekundarni emisi. Takovych
dynod je ve fotonésobici 10 i vice. U detektoru diodového pole je svétlo rozptyleno
miizkou na pole n€kolika svétlocitlivych diod a vznika napéti, které je prevadéno na
digitalni signal. [3,9]

3.3.2 Imunoturbidimetrie

Optickd metoda zaloZzena na méteni prochazejiciho svétla zeslabeného rozptylem na
¢asticich se nazyva turbidimetrie. [8]

V klinické biochemii se ¢asto vyuzivaji reakce antigenu s protilatkou, kdy dochazi k
imunoprecipitaci. Vysledkem smiseni roztoku antigenu s odpovidajici protilatkou je
vznik imunokoplexti. V daném roztoku dochazi k zakaleni. Svétlo, které prochazi
zakalenym roztokem je rozptylovano na rozdil od roztoku, kde neprobéhla zadna
imunochemicka reakce. Stupefi zdkalu je v oblasti nadbytku protilatky Gmérny
koncentraci antigenu.

Turbidimetrie vyuziva optické detekéni systémy, které méii intenzitu svétla proslého

v pfimém sméru jako u klasické fotometrie. A proto je mozné vyuzivat bezné
spektrofotometry. Fotometrickd citlivost je nepfimo umérna vinové délce, proto se
nejcastéji pro turbidimetrické méfeni pouziva vlnovd délka 340 nm. Vyhody
turbidimetrického stanoveni spocivaji ve velké specificité metody (je moznost méfit
vzorky o koncentraci

5 — 20 mg/l), dalsi vyhodou je jednoduché a rychlé provedeni, moznost vyhodnotit
velké mnozstvi vzorkd za kratkou dobu a potieba malého objemu vzorku (10 pl).
[2,8,9]

15



3.4 Flow cytometrie s vyuzitim xMAP technologie LUMINEX

3.4.1 Flow cytometrie

Flow cytometrii fadime mezi techniku, kterd umoziuje kvalitativni i kvantitativni
analyzu bunék nebo jinych c&astic (jadérka, latexové castice, mikroorganizmy aj.)
v suspenzi. Za pomoci definovanych métenych parametri jako je rozptyl svétla,
fluorescence, dovoluje rozliSovat buniky na zaklad¢ jejich fyzikdlnich a chemickych
vlastnosti (velikost, obsah DNA) a po oznaceni bun¢k fluorescencnim konjugatem
monospecifickych protilatek  umoziuje taktéz studium povrchovych molekul,
diferenciacnich antigentl, intraceluldrnich molekul.

Buriky v suspenzi (usmérnéné do velmi tenkého proudu) protékaji kapiladrou a
postupné protinaji drahu paprsku svétla (nejCastéji laseru) kolmého na smér toku
bunck. Kazda buiika se chova jako sférickd cocka a podle své velikosti a vnitini
struktury (granulace) rozptyluje svétlo do rliznych smérti. Vyhodnocenim rozptylu lze
buiiky roztfidit na jednotlivé bunécné populace (napf. lymfocyty, monocyty,
granulocyty). Jestlize byly buiky obarveny fluorescenénim barvivem, dochézi
k excitaci fluorochromt laserovym paprskem a nasledné emisi fluorescen¢niho zéafeni.
Timto zplisobem muizeme vySetfit napf. vnitini strukturu buriky. Svétlo vznikajici
interakci bun¢k pii prichodu laserovym paprskem (rozptylené svétlo a emitovand
fluorescence) je rozdéleno optickou soustavou hranoli, filtrii a zrcadel podle vinové
délky fluorescence. [6]

Tuto techniku v kombinaci s imunoanalyzou vyuziva pfistroj Luminex 200, na kterém
byly v rdmci diplomové prace méfeny parametry adiponektin, resistin a osteopontin.

3.4.2 xXMAP technologie Luminex

xMAP technologie je zalozena na vyuziti nékolika dobie zavedenych technik: flow
cytometrie, xMAP technologie, digitdlni zpracovani signalu, imunoanalyza,
fluorescence, které byly kombinovany jedine¢nym zptisobem.

xMAP technologie vyuziva polystyrénové mikrocastice o velikosti 5,6 um, které jsou
interné¢ oznacené s riiznou intenzitou, kterou urcuji dvé rizna fluorescencni barviva
(¢ervené, infracervené). Pomoci odlisné intenzity barev pro mikrocastice bylo
vyvinuto 100 xMAP barevné¢ kddovanych sad mikrocastic, kazdd s jedinecnym
rozsahem spektra. Jejich vzajemné kombinace tvoii az 500 rtiznych barevnych odstint
(typt) mikrocastic. [46]
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Obr. €. 2 Schéma principu barevného znaceni mikrocastic u xMAP technologie [30]

Na kazdém typu mikrocastice je vazdna specifickd protilatka nebo proba
rozpoznavajici

a vazajici urcitou molekulu (antigen, protilatku, substrat enzymu atd.). Po smiseni
vzorku (sérum, plazma, bunécny lyzat) s mikrocasticemi dojde v jamce mikrotitracni
desticky ke specifickému navazani piisluSného analytu ze vzorku na povrch
mikro¢astice. Ke smeési je poté priddna fluorescencné znaCena protilatka proti
navazanému analytu. Jako fluorescenén€ znaCend protilaitka se nejcastéji vyuziva
phycoerytrin, nebot’ poskytuje velmi dobry signal. [46]

Bead lled with
Miztures of Two Phycoerythrin
Fluorescent Dyes Fluaorescent Lakel

Analyte
.\Capture &bty

Obr. €. 3 Mikrocastice xMAP technologie [31]

Mikrocastice s navdzanym vzorkem postupuji pomoci nosné tekutiny jednotlivé za
sebou uzkou kapilarou a vstupuji do detekéni komirky, skrze kterou prochdzeji
paprsky dvou laseri. Cerveny laser o vlnové délce 635 nm detekuje intenzitu
fluorescence uvnit mikro¢astic a tim urcuje typ stanovovaného analytu. Zeleny laser
s vinovou délkou 532 nm je typicky pro phycoerytrin. Tento laser méfi intenzitu
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fluorescence phycoerytrinu na povrchu mikrocastic a ta je pfimo imérna koncentraci
navazencho analytu na mikroc¢astici. [46]
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Obr. & 4 Multiplexova imunoanalyza: wuvniti mikrocdstice jsou dvé riizné
Sfluorescencni barviva (Cervené a infracervené). K vyrobé 100 barevné kodovanych sad
mikrocdstic se pouziva deset riiznych koncentraci cerveného a infracerveného barviva.
Kazda mikrocastice je schopna specificky vazat urcity analyt (a). Ten pak reaguje
s biotinylovanou protilatkou (b), na kterou se navdzZe konjugat streptavidin —
phycoerytrin (c) [32]

Detekéni zafizeni analyzatoru Luminex: jeden detektor méfi rozptyl zafeni
emitovaného z mikroc¢éstic a odstrafiuje signaly, které souviseji s jinymi materialy
prochazejici detektorem napt. vzduchové bubliny, mikrocasticové agregaty. Druhy
detektor méfi koncentraci prvniho barviva uvnitf mikroc¢éstice a tfeti méti koncentraci
druhého vnitiniho barviva. Integrace téchto udaji definuje a identifikuje mikrocastici.
Fotonasobi¢ spojeny se zelenym laserem poté méii intenzitu signdlu na zakladé
mnozstvi a obsahu barviva jednotlivych mikrocastic. Existuje 100 rtznych typt
kulicek, takZze teoreticky mulzeme analyzovat 100 analyti ve stejné jamce
mikrotitra¢ni desticky. [46]
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Obr. €. 6 Mikrocastice s navazanymi protilatkami pri priichodu lasery [33]

3.4.3 Vyhody a piednosti xXMAP technologie Luminex

Z malého mnozstvi vzorku je mozné analyzovat az 100 analyti ve stejné jamce
mikrotitracni desticky. MozZnost stanoveni vétSiho poctu analytl odpovidé potiebam
dnes$ni doby v rizné Skale aplikaci, jako napf. u autoimunitnich onemocnéni,
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genetického onemocnéni, infekéniho onemocnéni na molekularni urovni, atd. xXMAP

technologie nam ptindsi vice dat o pacientech v kratSim casovém tuseku v porovnani
s imunochemickymi metodami typu ELISA. [26]

3.4.4 Pristroje Fady Luminex

Ptistroje fady Luminex vyuzivajici xMAP technologii pracuji s imunokomplexy
nekompetitivniho charakteru (sendvicova technika).

LUMINEX 200 je specialni pratokovy cytometr, ktery byl vyvinut pro xMAP
technologii.

Tento cytometr pracuje na principu flow (pritokove) bunééné fluorometrie a specialné
zna¢enych mikrocastic. Jedna se o techniku, kterd umozniuje simultdnni analyzu
velkého poctu analytd v jednom vzorku (az 100 analytd). Takto lze méfit parametry
jako osteopontin, resistin a adiponektin.

Soucasti piistroje Luminex 200 jsou dvé fluidni cesty a vyhiivaci blok, ktery
umoziuje provadét analyzu pfi kontrolované teploté. Prvni fluidni cesta zajistuje
davkovani vzorku pomoci pipetoru (automatické davkovani vzorku). Nasavaci
mechanismus umoziuje transport vzorku do méftici kyvety.

Pii analyze pipetor davkuje vzorky z klasické 96 jamkové mikrotitraéni desticky, ktera
je opatiend ve spodni Casti filtraéni membranou. Nésledné jsou analyzované vzorky
injektovany do méfici kyvety. Filtratni membrana dovoluje provadét jednotlivé
promyvaci kroky bez ztrity mikrocastic odsdvanim pres membrdnu s vyuzitim
vyveévy. Jako transportni médium slouzi nosna tekutina Luminex xMAP, ktera
transportuje vzorky do optické €asti pfistroje. Pomoci této tekutiny jsou analyzované
mikrocastice pted vstupem do detekéni komory vedeny uzkou kapilarou v fadé za
sebou, coz umoziuje méteni jednotlivych mikro¢astic. Analyzované mikrocastice po
pruchodu kapilarou vstupuji do detekéni komory, kde jsou nasledné méteny.

Opticka &ast piistroje je sloZena ze dvou lasertl. Cerveny laser o vinové délce 635 nm
podnécuje excitaci fluorescence v oblasti viditelného svétla a tim identifikuje
jednotlivé mikrocastice se specificky navdzanym antigenem, respektive protilatkou.
Zeleny laser s vlnovou délkou 532 nm excituje fluorofor navadzany na povrchu
mikroc¢astic XMAP.

Detektor diodového pole méfi intenzitu zafeni barevné kodované smési uvnitt
mikrocastic (urCuje barvivo ze zdkladni sady 100 barev) a fotondsobi¢ detekuje
intenzitu excitaéni energie molekuly navdzané na povrch mikrocastice.
Vysokorychlostni digitalni procesor a moderni pocitacovy algoritmus zajist'uji analyzu
mikrocastic.

Po ukoncCeni analyzy je cesta vzorku automaticky proplachnuta nosnou tekutinou

Luminex xMAP s vyuzitim druhé fluidni cesty. Pohyb této tekutiny pod tlakem
odstrani zbytky [34] vzorku zhadicek, ventild, pipetoru. Technologie Luminex
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umoziuje méfit vzorky neptetrzit€ po dobu 48 hodin bez doplnéni kontejneru s nosnou
tekutinou (V= 20 1). [34]

Luminex o |

Obr. ¢. 7 Pristroj Luminex 200 [35]

V soucasné dob¢ je na trhu dalsi pfistroj fady Luminex FLEXMAP 3D. Systém sdili
spole¢né prvky s pristrojem Luminex 200, avSak vyuziva polystyrénové mikrocastice,
které jsou vnitiné obarveny vétSim poctem fluorescencnich barviv o riiznych
koncentracich. Dalsi ptednosti u pfistroje FLEXMAP 3D je automatické nastaveni
vysky jehly, rychlejsi méteni diky zdvojené fluidni cesté a rychlejsi pipetovani. Taktéz
je mozno vyuzit vétSich mikrotitracnich desticek, které obsahuji 384 jamek.
V kombinaci s xXMAP technologii mize soucasné¢ méfit az 500 analytd zjednoho
vzorku. [26]
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Obr.c. 8 FLEXMAP 3D [36]

3.5 Vyuziti automatickych biochemickych analyzatoru pii béZné
biochemické analyze a imunoanalyze

3.5.1 Automatické imunochemické analyzatory - ARCHITECT i 2000 SR

Spojeni luminiscen¢nich technik a imunoanalyzy pfedstavuji automatické
imunochemické analyzatory, na kterych se vsouCasnosti provadi vétSina
imunoanalytickych metod v laboratorni mediciné. Tyto analyzdtory jsou na trhu
znaéné rozsitené. Vyznacuji se vysokou citlivosti, takze jsou pro stanoveni analyti
obsazenych v biologickych materidlech v nizkych koncentracich velmi vhodné.
Nejrozsitenéj§i jsou analyzatory, jejichz detekce je zaloZzena na principu
chemiluminiscence, piipadné fluorescence. [6,7]

Analyzétory vyuzivaji reakce antigen — protilatka zalozené jak na kompetitivnim
tak 1 nekompetitivnim principu. Rozsifenéjsi nez homogenni je heterogenni
imunoanalyza, ktera pracuje se znacenou protilatkou ¢i antigenem. Detekce vyuziva
vysoce citlivych reakei jako chemiluminiscence, elektrochemiluminiscence,
fluorescence. Oddéleni komplexu antigen - protilatka se nejcastéji provadi separaci na
paramagnetickych mikroc¢asticich. Jde o oxidy Zeleza, které vykazuji magnetické
vlastnosti. Na svém povrchu, ktery je mnohonédsobné vétsi nez stény reakéni nadobky,
maji mikro¢astice vazebna mista pro navazani stanovovanych a zna¢enych analytt. Po
probéhlé imunoanalytické reakci je tfeba zreakéni smési odstranit pro detekci
nepotiebné  soucasti. Pasobenim magnetu se mikroCastice s navazanym
imunokomplexem béhem promyvani ptidrzi na sténé reakéni nddobky a nepotiebné
soucasti jsou odmyty. [6,7]
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Ptikladem imunoanalytického analyzatoru je modul Architect i 2000 SR od firmy
Abbott, na kterém Ize vramci laboratorni mediciny analyzovat parametry jako
kardiomarkery, myeloperoxiddza, natriuretrické peptidy, hormony apod.

ARTHITAET |
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Obr. €. 9 ARCHITECT i 2000 SR [38]

3.5.2 Vyuziti fotometrie a imunoturbidimetrie na automatickych biochemickych
analyzatorech

Na principech fotometrie a turbidimetrie (imunoturbidimetrie) pracuji automatické
biochemické analyzatory. Na téchto analyzatorech se zpracovavaji vzorky plazmy,
séra a moce. [6,7]

3.5.2.1 Princip analyzatoru

Zdrojem svételného zareni je vétSinou halogenova wolframovd zarovka nebo
xenonova vybojka, svételny paprsek spojitého spektra je po prichodu absorpénim
prostfedim (kyvetou) rozloZzen monochrométorem (optickou mftizkou) na paprsky s
definovanou vinovou délkou (monochromatické zareni), které dopadaji na detektor
diodového pole (diode array). Zmény absorbance reakéni smési v kyveté jsou
monitorovany (zaznamenavany) pii kazdém prichodu kyvety paprskem optického
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systému. K transportu svételnych signali z mista, kde je méfena reakéni smés, do
detekéni jednotky se vyuzivaji opticka vldkna. [6,7]

Obr. €. 10 Opticka draha fotometru modulu c501 systému Cobas 6000, Roche [39]

Vysvétlivky:

A Lampa fotometru F Stérbina (vstupni) K Stérbina
B Vodni plast G Reakéni lazen L Fotometr
C Filtr k eliminaci infracervené slozky H Reakéni kyveta s obsahem M Mrizka
D Maska I Stérbina (vystupni) N Detektor
E Cocky kondenzoru J Zobrazovaci ¢ocka

Velka vétsina fotometrickych testi vyuziva pfi vypocétu vysledki hodnot dvou
vlnovych délek tzv. bichromatickou analyzu. Jedna vinova délka je v blizkosti vrcholu
absorbance chromogenu vytvaireného pti reakci, druhd vinova délka je v oblasti, ve
které dany chromogen vykazuje malou nebo Zddnou absorbanci. PouZitim rozdilu
mezi odecty dvou vinovych délek (bichromaticky systém) miize byt eliminovan vliv
interferenci a Sumu fotometru, ¢imzZ se zlepSuje citlivost fotometru. [6,7]

3.5.2.2 Cobas 6000 a cobas 8000

Na vyse uvedeném fotometrickém principu pracuji napt. klinické moduly analyzatort
cobas 6000 a cobas 8000 od firmy Roche. Slouzi k analyze enzymdu, lipidd
(fotometrie), specifickych proteint (imunoturbidimetrie).
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Obr. €. 11 cobas 6000 od firmy Roche [37]

Obr. €. 12 cobas 8000 od firmy Roche
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4 STANOVOVANE PARAMETERY

4.1 Adiponektin

Adiponektin byl poprvé identifikovan roku 1995 v tukové tkani mysi, o rok pozdé&ji
v tukové tkani a plazmé u lidské populace. Je to bilkovinny hormon produkovany
buitkami tukové tkané - adipocyty a poté postupné uvolilovany do cirkulace. Sklada
se z 244 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost je 30 kDa. Strukturné je molekula
adiponektinu podobna molekule kolagenu VIII a kolagenu X. Adiponektin pilisobi
pomoci svych specifickych receptorii. Jedna se o receptory, které se vyskutuji ve dvou
izoformach AdipoR1 a AdipoR2. Tyto receptory jsou exprimovany v mnoha tkénich
napt. srde¢ni svalovina, makrofagy, aterosklerotické 1éze, B-builkky pankreatu.
Receptor AdipoR1 se vyskytuje ptevazné v kosternich svalech, AdipoR2 v jatrech.
[10,11]

Funkce adiponektinu v organismu je velmi rozli¢na. Adiponektin potlacuje proliferaci
a migraci hladkych svalovych bunék a tim chrani organismus pfed rozvojem
aterogennich zmén, inhibuje pfeménu makrofagli v pénové buiky. Adiponektin
inhibuje zanétlivé procesy snizenim exprese adhezivnich molekul v burikach endotelu
a snizenim produkce cytokinli v makrofazich. Podili se na zvySeni B-oxidace ve
svalech a pomoci tohoto zvySeni zlepSuje inzulinovou rezistenci ve svalech a jatrech.
TaktéZz zvySuje oxidaci mastnych kyselin ve svalech a snizuje plazmatické hodnoty
triacylglyceroli, glukézy a volnych mastnych kyselin v krvi. Obecné¢ ma adiponektin
protizdnétlivé, antiaterogenni a protiapoptické uclinky a celkové ovliviiuje
metabolismus. [10,11]

4.1.2 Adiponektin a aterosklerdéza

Adiponektin puasobi jako protektivni faktor pfi iniciaci a progresi aterosklerdzy diky
adiponektinu se vyskytuji u obéznich jedincl, u pacientl s diabetem 2. typu, u
pacientd s ischemickou chorobou srdec¢ni. Fyziologicka koncentrace adiponektinu se
pohybuje v rozmezi 5 — 10 mg/1. [12]

Rada studii pojednava o uloze adiponektinu v souvislosti s aterosklerotickym
onemocnénim. Tento polypeptidicky hormon je pfitomny v krevnim ob¢hu,
predstavuje piiblizné 0,01 % z celkové plazmatické bilkoviny. Hraje velmi dileZitou
roli pfi zanétu, v imunitnim systému a pfi aterosklerdze. V cévni vystelce sniZuje
adhezi monocyti k endotelu, potlacuje transformaci makrofagii v pénové buriky, brani
proliferaci a migraci hladkych svalovych bunék. Ateroskleréza je chronické
degenerativni onemocnéni cévni stény. Ateroskleréoza ptredstavuje jeden
z nejvyznamnéjSich zdravotnich problému civilizace. [23] Prvni zménou, kterad
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pfedchazi vzniku aterosklerotické 1éze je poSkozeni cévniho endotelu, coz je
zpusobeno zanétlivymi podnéty. Dochazi taktéz k presunu hladkych svalovych bun¢k
do mista zdnétu a k jejich proliferaci. Do cévni stény zacnou pronikat lipoproteiny,
cholesterol, vazivové tkan¢€ a dal§i komponenty a nédsledné dochazi k jejich akumulaci.
[7] Tento stav pfechazi do stadii, které se oznacuji jako tukové prouzky (vyskytuji se
jiz v détském v€ku a jsou ulozeny v intim¢), ateromy — fibrozni platy az po
komplikované 1éze, které vznikaji postupnym zvépenaténim ateromil, jejich
prasknutim a trombotizaci. Aterosklerdza zplisobuje postupné zuzovani az uzavieni
postizené cévy. Pii prasknuti aterosklerotického platu a nasledné trombotizaci dochézi
k uzavéru cévy. [29]

__ Intralumindini trombus

Obr. ¢. 13 Ruptura aterosklerotického platu a tvorba trombu [42]

Experimentalni studie prokazaly, ze adiponektin se pfi poskozeni cévni vystelky
akumuluje v subintimalnim prostoru arteridlni stény. Bylo zjiSténo, ze adiponektin
stimuluje produkci oxidu dusného v buiikéch endotelu. [13]

Niz§i hladiny adiponektinu byly stanoveny u pacientli s esencialni hypertenzi,
s diabetem a u pacientd s korondrnim arteridlnim onemocnénim (CAD). Plazmaticka
koncentrace adiponektinu je vyznamné snizena u osob s ischemickou chorobou
srde¢ni. Mé&feni plazmatickych koncentraci adiponektinu mohou byt pouzity pro
hodnoceni rizika CAD a souviset s rozvojem akutniho korondrniho syndromu (AKS).
[13]

UGelem dalsi studie bylo prozkouméani uginkd &ty b&zné pouZivanych
hypolipidemickych medikamentt (statiny, fibraty, niacin, omega 3 - mastné kyseliny)
na cirkulujici koncentrace adiponektinu a resistinu, viz dale str. 21.

Medikamenty, které snizuji hladiny sérovych lipidi, maji velky vliv na sekreci
proteind, tyto proteiny - adipokiny jsou sekretovany pomoci tukové tkané a hraji
vyznamnou roli pfi zanétlivych procesech. Skupina téchto jmenovanych medikamentt
méla minimdlni vliv na koncentrace resistinu, zatimco koncentrace cirkulujiciho
adiponektinu se vyrazné¢ zvysila vlivem kazdé skupiny léku. Nejvetsi efekt byl
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pozorovan pod vlivem niacinu. Prokazal se zde velmi silny vztah mezi redukci lipidd a
adiponektinu a uzivanim téchto 1¢kt. [14]

Tukova tkan je zndma jako zdroj kalorii, jeji role jako endokrinni orgén nebyla
ocenéna aZ do doby popsani leptinu a adiponektinu v poloving 90. let. Od té doby bylo
ve svété identifikovano vice nez 100 adipokini v tukové tkani. [14]

Hydrofilita statinfi, jejich druh a velikost ¢astice adiponektinu hraje velkou roli
v ucinnosti 1é¢by. Jeji vysledky prokazaly, ze medikamenty ze skupiny fibrati zvysuji
HMW (high molecular weight) adiponektin, nikoliv celkovy adiponektin. Niacin se
ukazal jako velmi robustni a konzistentni. Celkova hladina adiponektinu se zvysila
diky 1écb¢é niacinem o 54%. Také omega-3- mastné kyseliny vedly ke zvySeni
celkového adiponektinu. [14]

U diabetickych pacientii byla sledovana korelace adiponektinu s HDL (high density
lipoproteins) cholesterolem, triacylglyceroly (TG), C-reaktivnim proteinem (CRP) a
body mass indexem (BMI), tato studie zjistila, ze adiponektin mé vztah k zanétlivym
markertim prostfednictvim obezity. U pacientt, ktefi podstoupili 1é¢bu Atorvastinem,
nedoslo k poklesu adiponektinu ani resistinu. Je potvrzena pozitivni korelace
adiponektinu s HDL cholesterolem. [15] Bylo taktéz prokézdno, Ze plazmatické
koncentrace adiponektinu byly signifikantné nizsi u pacientti s ischemickou chorobou
srde¢ni ve srovnani se skupinou kontrolnich subjekti (zdravi jedinci). Tyto klinické
studie naznacuji, Ze adiponektin moduluje endotelidlni zanétlivou reakci a méteni
plazmatickych hladin adiponektinu mohou byt uZite¢nd pii posuzovani rizika CAD.
[27]

4.1.3 Moznosti stanoveni adiponektinu

Jednou z moznosti stanoveni hladiny adiponektinu je vyuziti xMAP technologie
LUMINEX. Vzorky séra nebo plazmy mohou byt analyzoviany pomoci komeréné
dostupného kitu vyrobeného spolecnosti Millipore Corporation, dalsi spole¢nosti je
napt. Bio-Rad spol. s. r. o. Dalsi zplisobem stanoveni adiponektinu je vyuziti
sendvi¢ové techniky ELISA. Dodavatel komer¢nich kit ELISA je napf. firma
BioVendor Laboratory Medicine, CR nebo RIA kit dodava firma Linco Research.

4.2 Resistin

Resistin byl poprvé objeven roku 2001. Skladd se ze 108 aminokyselin. Je to
endokrinni hormon vylu¢ovany vyhradné tukovymi buiikami. Resistin je velmi bohaty
na aminokyselinu cystin. Molekulova hmotnost resistinu je 12,5 kDA. [16]
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4.2.1 Resistin ve spojeni s aterosklerotickym onemocnénim

Resistin je povazovan za jeden z hlavnich mediatortu kardiovaskuldrniho onemocnéni.
Hraje dilezitou roli v patogenezi aterosklerdzy, objevuje se predev§im v zanétlivych
buiikach. Vyvolava zvySeni adhezivnich molekul ve vaskuldrnich endotelovych
buiikach, které se zdsadné podili na pocatecnim stadiu aterosklerotickych zmén.
Resistin podporuje proliferaci dalsi adhezivni molekuly VSMC (vascular smooth
muscle cell), kterd podporuje tvorbu pénovych bunék. ZvySend hladina resistinu
koreluje s Lp-PLA, (fosfolipaza A2 asociovana s lipoproteiny). [16]

Byly provedeny tady studii, u hlodavci se resistin vyskytuje v tukové tkani a reguluje
metabolismus glukdzy a citlivost na inzulin, u lidi je detekovan pfevazné v zanétlivych
bunikach. V roce 2005 byla publikovana studie, kterd se zabyvala plazmatickymi
hladinami resistinu ve spojitosti se zanétlivymi markery a ischemickou kalcifikaci. U
879 pacientskych sér byly zméfeny hladiny koncentraci resistinu a zéanétlivych
markerQ napt. IL-6 (Interleukin-6), ICAM (Intercellular Adhesion Molecule 1), TNF
(Tumor necrosis factor) a Lp-PLA,. Ukazalo se, Ze hodnoty resistinu koreluji s témito
zan&tlivymi markery a ptredpovidaji koronarni aterosklerézu u lidi, nezavisle na CRP.
[17]

Resistin mize byt regulovan zéanétlivymi signdly. S poruchou imunity a taktéz
s chronickym zanétem souviseji obezita a diabetes 2. typu, coz muize také vysvétlit
zvySenou hladinu resistinu u takto nemocnych. [17] V posledni dobé bylo zjisténo, ze
vysoké koncentrace resistinu zpusobuji vaskularni endotelidlni dysfunkei a proliferaci
bun¢k hladkého svalstva. Bylo zkoumano vylucovani resistinu z bunék makrofagi
v misté aterosklerotického platu a jeho vliv na vaskularni funkci bunck u lidské
populace. Koncentrace resistinu u téchto studii byly podstatné vyssi nez fyziologické
koncentrace, které dosahuji hodnot pod 20 ng/ml. Pfedpokladd se, Ze resistin hraje
potencionalni  roli v procesu aterogeneze, je sekretovan  z makrofagl
aterosklerotickych tepen a mize zasadné ovlivnit vaskularni bunéénou funkci a prispét
tak k aterosklerdze. Na zaklad€ této hypotézy byly zkouméany makrofagy, které byly
infiltrovany do aterosklerotické tepny a resistin vylucovaly mistné. [18]

Odpovéd’ resistinu na statinovou 1é¢bu je kontroverzni. Ve vétSing studii se uvadi, ze
jeho koncentrace nebyla vyrazn€ ovlivnéna — po osmitydenni terapii se jeho
koncentrace snizila o 20% ¢i jesté méné. Studie, které se zabyvaly vlivem niacinu na
pokles koncentrace resistinu, nezjistily zadny vyznamny ucinek tohoto medikamentu.
[14]

4.2.2 MozZnosti stanoveni resistinu

Resistin Ize stanovit imunoanalytickou metodou ELISA. Komeréni soupravu ELISA
poskytuje napf. firma Biovendor Laboratory Medicine, CR. Dalsi moZnosti stanoveni
resistinu je vyuziti XMAP technologie LUMINEX. Vzorky séra nebo plazmy mohou
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byt analyzovany pomoci komeréné dostupného kitu vyrobeného spolecnosti Millipore
Corporation, dalsi spole¢nosti je napt. Bio-Rad spol. s. r. o.

4.3 Osteopontin

Osteopontin je hydrofilni, extracelularni protein. Skladd se piiblizn¢ z 300
aminokyselin a je vylu¢ovan do vSech télnich tekutin. Je syntetizovan riznymi typy
tkani, kostnimi buiikkami, makrofidgy, kosternimi svaly, hladkym svalstvem atd.
Syntéza osteopontinu je stimulovdna prostiednictvim Calcitriolu (1,25-dihydroxy-
vitamin D3). Funkce osteopontinu v organismu je riznorodd. Osteopontin je velmi
dilezitym faktorem pfi remodelaci kosti. Ma velky vyznam pfi ukotveni kostnich
bungk - osteoklastii na mineralni matrix kosti. Uéastni se v procesu mineralizace kosti,
bunécné adhezi, bunééné migraci. [20]

Osteopontin je produkovan builkami imunitniho systému, vcéetné makrofagu,
neutrofild, dendritickych bunék, T a B lymfocyti, hladkymi svalovymi buitkami. Ma
chemotaktické vlastnosti, funguje také jako adhezivni bilkoviny, které se uplatiuji pti
hojeni ran. [20]

Osteopontin se nachdzi nejenom v kostni matrix, mléce, moc¢i, plazmé, ale také
v maligni a aterogenni tkani a aterosklerotickych platech. [28]

4.3.1 Osteopontin a jeho vyznam pri aterogenezi

Osteopontin se vyskytuje v oblastech dystrofické kalcifikace, kterd je spojena
s degenerativnim, aterosklerotickym cévnim onemocnénim. [20] Osteopontin je
zapojen do zanétlivych procesii, jeho vyssi koncentrace hraji roli pfi aterogenezi
arteridlni st€ény a mohou vést k potencidlni ruptute aterosklerotického platu. DalSim
vysvétlenim zvysSenych hladin osteopontinu u kardiologickych onemocnéni je mozna
korondrni kalcifikace arteridlni stény. Navic soucasné nélezy naznacuji souvislost
mezi zanétem a kalcifikaci. U pacientd se stabilni anginou pectoris, kteti uzivali
statiny, doSlo k poklesu koncentrace osteopontinu. Fyziologickd koncentrace
osteopontinu u zdravych osob je do 1,2 ng/l. [21]

4.3.2 Moznosti stanoveni osteopontinu

Jednim ze zpisobli stanoveni hladiny osteopontinu je vyuziti XMAP technologie
LUMINEX. Vzorky séra nebo plazmy mohou byt analyzoviany pomoci komeréné
dostupného kitu vyrobeného spolecnosti Millipore Corporation, dalsi spolecnosti je
napt. Bio-Rad spol. s. r. 0. Dal§i moznosti pro stanoveni osteopontinu je vyuziti
sendvicové techniky ELISA. Dodavatelem komer¢nich ELISA kiti je firma Biovendor
Laboratory Medicine, CR.

30



4.4 Myeloperoxidaza

Myeloperoxiddza (MPO) je enzym, ktery obsahuje molekuly hemu. Tento
hemoprotein se vyskytuje v leukocytech - v granulech neutrofil, monocyti a
makrofagl. Z téchto bunék je MPO uvoliiovana v misté zanétlivého procesu. Je to
siln¢ bazofilni protein o molekulové hmotnosti 150 kDa, strukturou je tetramer, ktery
je tvofen parem identickych dimert spojenych disulfidickym mistkem. MPO se
vyznamn¢ uplatiiuje v procesu destabilizace aterosklerotického platu. [22]

Obr. ¢. 14 Struktura MPO [40]

Aktivace leukocytd zpiisobi sekreci MPO a ta katalyzuje vznik kyseliny chlorné
z peroxidu vodiku a chloridovych iontt.

H,0, + CI' + H" — HOCI + H,O
Z kyseliny chlorné mohou vznikat velmi u¢inné oxida¢né pisobici latky. Reakei se
superoxidem nebo s ionty dvojmocného Zeleza tak miize vzniknout jesté reaktivné;jsi

hydroxylovy radikal:

HOCI + O*” — ‘OH + CI' + O?
HOCI + Fe*" — ‘OH + CI' + Fe**

Pti reakci HOCI s peroxidem vodiku miize vzniknout nebezpecny singletovy kyslik,
ktery predstavuje dalsi aktivni formu kysliku:

HOCI + H,0, — !0, + H,O + HCl

Tyto produkty vyvolavaji oxidacni poskozeni pravé v misté¢ zanétu arteridlni stény.
[22]
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4.4.1 Myeloperoxidaza a aterosklerotické onemocnéni

Bylo prokazano, ze MPO se akumuluje v aterosklerotickych platech a vzniklé oxida¢ni
produkty se zasadné podili na nestabilité¢ platd a prispivaji kjejich ruptute pfi
ateroskler6ze a pti onemocnénich koronéarnich arterii. [41]

Rada klinickych studii prokazala, e méfeni koncentraci MPO je velmi dileZité pro
stratifikaci rizika u pacientll s akutnim koronarnim syndromem (AKS). ZvySené
koncentrace predpovidaly riziko infarktu myokardu u pacient pfijatych s bolesti na
hrudi.

Nejnovejsi studie poukazuji na roli MPO jako prediktoru onemocnéni koronarnich
arterii, MPO miiZze hrat zna¢nou roli jako ¢asny marker zdnétu. MPO je prediktorem
rizika kardiovaskularnich nemoci a umoziuje identifikovat pacienty s rizikem
srde¢nich piihod pfi absenci nekrotického loZiska. Cut off hodnoty MPO pro muze
jsou 354 pmol/l a pro zeny 247 pmol/l. [41]

4.4.2 Moznosti stanoveni MPO

4.4.2.1 Stanoveni koncentrace MPO na imunochemickém modulu automatického
analyzatoru ARCHITECT i 2000 SR

Jednd se o chemiluminiscencni, heterogenni sendvicovou imunoanalyzu na
mikrocasticich. Metoda ARCHITECT MPO je dvoukrokova imunoanalyza, ktera
slouzi ke kvantitativnimu stanoveni MPO v lidské plazmé. Vyuziva technologii
chemiluminiscen¢ni analyzy na mikroc¢asticich.

Princip:

Systém méti kvantitativni mnoZstvi svétla emitované béhem chemiluminiscenéni
reakce, pevnou fazi tvofi paramagnetické ¢astice, znaCkou je akridinium ester -
chemiluminiscenc¢ni latka, kterd emituje svétlo pii oxidaci H,O; v alkalickém prostiedi
v pritomnosti detergentu (Tritin X-100). Reakce probiha béhem jedné sekundy a je
velice citliva (107). [41]

4.4.2.2 Imunochemické stanoveni koncentrace MPO zaloZené na principu ELISA

Monoklonalni anti-MPO protilatka je vazana na povrch jamek mikrotitraéni destic¢ky.
Po pfidani séra (plazmy) se navaze MPO na tuto protilatku; nasleduje promyti a
pfidani druhé monoklondlni anti-MPO protilatky, zaméfené proti jiné antigenni
determinant¢ enzymu a znafené kienovou peroxiddzou. Jednd se o sendviCovou
metodu, aktivita peroxidazy méfend po pridani substratu je pfimo imeérnd mnozstvi
MPO ve vzorku. [22]
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4.5 Lp-PLA2

Lp-PLA, je fosfolipdza A, asociovana s lipoproteiny. Poprvé byla izolovana roku
1995

v lidské plazmé. Povazuje se za cirkulujici biomarker, ktery je soucasti zanétlivého
onemocnéni. Jeji molekulovd hmotnost je 45 kDa. Jde o sérinovou lipdzu nezavislou
na kaliu. Lp-PLA,; je vdzana na lipoproteiny s nizkou hustotou a vyskytuje se v séru i
plazmé. Lp-PLA, cirkuluje vdzdna na LDL (low density lipoproteins)-cholesterol
z80%, na HDL-cholesterol z20% a dale na Lp(a) (lipoprotein () a ostatni
lipoproteiny. [23,24]

Lp-PLA; je enzym produkovany makrofdgy a pénovymi bunikami ve vaskularni
intim¢. Jeho fyziologickym uc¢inkem je hydrolyza oxidovanych fosfatidylcholind za
vzniku lysofosfatidylcholinli a oxidovanych volnych mastnych kyselin. Podili se na
kaskadé zanétu, ktery probihd v aterosklerotickém platu. Lp-PLA; je produkovana
pouze mistné v aterosklerotickém platu a je tudiz velmi specifickd. ZvySend aktivita
tohoto enzymu podporuje rupturu aterosklerotického platu a uvoliuje ho do krevniho
recisteé. [23,24]

4.5.1 Lp-PLA2 a aterosklero6za

Klinické studie prokazaly, Ze u 76% nahlych kardiovaskularnich imrti doslo k ruptuie
aterosklerotického platu a jen u 24% bylo pfi¢inou imrti zizeni lumen postizené cévy.
ZvySené hladiny cholesterolu byly zjistény pouze u 50% pacienti s koronarnim
onemocnénim. [23]

Rada studii prokazala, Ze Lp-PLA, je nezavislym prediktorem zvyseného
kardiovaskularniho rizika i1 po adjustaci na tradi¢ni rizikové faktory a hs-CRP (high
sensitivity-CRP). Za zvysené jsou povazovany hodnoty Lp-PLA, > 200-235 ng/ml.
Koncentrace Lp-PLA; jsou ovlivnény terapii statiny. V soucasné dobé jsou k dispozici
inhibitory Lp-PLA;, které jsou ve stadiu klinického hodnoceni, aby se zjistilo, zda je
mozné ovlivnit kardiologické riziko. Takovym selektivnim inhibitorem aktivity Lp-
PLA, je Daraplabid. V soucasné dobé¢ je testovan ve velké morbiditni a mortalitni
studii STABILITY (Stabilization of Atherosclerotic Plaque by Initiation of Darapladib
Therapy), kterd by mohla prokéazat dtlezitou roli tohoto nového rizikového faktoru v
procesu aterogeneze. [24]

V tadé¢ studii byl prokdzan ucinek podani statinli na aktivitu Lp-PLA,. Lécba statiny
vedla k poklesu aktivity Lp-PLA; o 20 — 26 %, ktery koreloval s poklesem LDL-
cholesterolu. K poklesu aktivity Lp-PLA; dochéazi pfedevsim tim, Ze 80 % aktivity Lp-
PLA; je navazdno na LDL castice. Dojde-li ke sniZzeni koncentrace Lp-PLA,, lze
ocekavat, ze se zvysi stabilita aterosklerotického platu pacienta a tim se zlepsi i jeho
progndza. [19,24]
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Obr. €. 15 Charakteristika stabilniho a nestabilniho platu [42]

4.5.2 Moznosti stanoveni Lp-PLA2

4.5.2.1 Stanoveni koncentrace Lp-PLA2 imunoturbidimetrickou metodou

Jedna se o imunoturbidimetrické kvantitativni stanoveni hladiny Lp-PLA, pomoci
soupravy PLAC test od firmy diaDexus.

Princip:

V lidské plazmé ¢i séru jsou pro pfimé stanoveni koncentrace Lp-PLA; vyuZivany dvé
vysoce specifické protilatky ( 2C10 a 4B4). Lp-PLA,; reaguje s témito specifickymi
monoklondlnimi protildtkami, které jsou vdzané na polymerni mikrocéstice. Po
navazani Lp-PLA, dochazi v suspenzi ke vzniku zdkalu a tim ke zméné absorbance pfi
570 nm. Zména absorbance odpovida koncentraci Lp-PLA,, kterd se vyhodnoti
z kalibra¢ni kfivky. Tato metoda pfi stanoveni opakovatelnosti (pocet méfeni bylo 20)
kontrolnich materidli QC 1 a QC 2 vykazovala CV 1,1% u QC 1 a CV 0,9% u QC 2.
Reprodukovatelnost s CV 3,1% u QC 1 a CV 3,5% u QC 2. [23]

34



4.5.2.2 Stanoveni koncentrace Lp-PLA2 metodou ELISA

Jde o sendvicovou imunoanalyzu, kterd vyuzivd dvou vysoce specifickych
monoklonélnich protilatek. Jedna se o pfimé stanoveni koncentrace Lp-PLA; v séru ¢i
plazmé.

Princip:

Souprava ELISA pouZzivd monoklondlni protilatku 2C10 namifenou proti Lp-PLA,
.Tato protilatka 2C10 je v pevné fazi ukotvena na mikrotitrani desti¢ce. Vzorky jsou
pipetovany do jamek mikrotitra¢ni desticky a inkubovany po dobul0 minut pii teploté
20 — 26 °C. Druhd monoklondlni protilatka 4B4 zna&ena kienovou peroxidazou je
pfiddna do jamek mikrotitraéni desticky a reaguje s imobilizovanym antigenem pfi
teploté 20 — 26 °C po dobu 180 minut. Molekula Lp-PLA, je zachycena mezi pevnou
fazi a oznaCenou protilatkou (technika sendvi¢). Jamky mikrotitraéni desticky se
promyji promyvacim roztokem. V ndsledujicim kroku se do jamek piida substrat
tetramethylbenzidin a néasleduje 20 minutova inkubace pfi teploté 20 — 26 °C, kdy
vznikd modré zabarveni. Reakce je zastavena pomoci stop Cinidla. Tim dochazi ke
zméné zbarveni. Zména absorbance je méfena spektrofotometricky pii 450 nm a je
primo imérna koncentraci Lp-PLA, . [43]

4.5.2.3 Stanoveni koncentrace Lp-PLA2 enzymatickou metodou

Jednad se o enzymatické stanoveni koncentrace Lp-PLA; v séru ¢i plazmé pomoci
reagencniho setu firmy diaDexus.

Princip:

Lp-PLA; v séru ¢i plazm¢ hydrolyzuje substrat fosfatidylcholin a produkuje barevny
produkt 4- nitrofenol. Vznikly 4- nitrofenol se spektrofotometricky stanovuje pfi
vinovych délkach 410 a 520 nm. [43]

4.6 Cholesterol

Cholesterol patii mezi steroidy a je zédkladni soucasti buné¢nych membran. Patii mezi
zakladni zdroje pro syntézu steroidnich a pohlavnich hormont, Zlu€ovych kyselin a
krevnich lipoproteinti. Vyznamné se podili na mezibunééné komunikaci - pfenos
nervovych vzruchti, bunéénych signall a intracelularni transport. Je sloZen z poléarni a
nepolarni ¢asti. Polarni ¢ast obsahuje hydroxylovou skupinu a diky této skupiné je
rozpustna ve vodé. Nepolarni ¢ast je sloZena ze steroidniho jédra a uhlovodikového
fetézce. Cholesterol ma sekundarni hydroxylovou skupinu na uhliku C3. [25]
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Obr. ¢. 16 Struktura cholesterolu [44]

Cholesterol je syntetizovan v mnoha tkénich, nejvice vsak v jatrech a ve stén¢ tenkého
stteva. Denni bilance cholesterolu je asi 500 mg — pfijem potravou a syntéza v jatrech.
Stejné mnozstvi se ztraci stolici. Cholesterol je v jatrech metabolizovan na zlucové
kyseliny nebo je vnezménéné podobé vylucovan do Zluce. V lidské plazmé se
cholesterol vyskytuje volny a esterifikovany. Esterifikovany cholesterol ve vazbé
na mastnou kyselinu je transportni a zasobni formou cholesterolu. Jeho hladina se
v krvi nestanovuje. [7]

Stanoveni cholesterolu je diilezité pro hodnoceni rizika aterosklerdzy, diagnostiky a
1écby onemocnéni, se zvySenou hladinou cholesterolu jako u metabolickych poruch
lipidt ¢i lipoproteinid. Referencni meze celkového cholesterolu pro dospélé: 2,9 - 5,0
mmol/L. [7]
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4.6.1 MozZnosti stanoveni cholesterolu

4.6.1.1 Enzymaticka, fotometricka metoda

Princip:

Estery cholesterolu jsou Stépeny cholesterolesterazou na volny cholesterol a mastné
kyseliny. Cholesteroloxidaza pak katalyzuje oxidaci cholesterolu na cholest-4-en-3-on
a peroxid vodiku. V piitomnosti peroxidazy (POD) vytvari peroxid vodiku pfii
oxidacni kopulaci fenolu a 4-aminoantipyrinu (4-AAP) cervené chinoniminové
zabarveni.

CHES
estery cholesterolu + H,O <------ > cholesterol + mastné kyseliny

CHOD
cholesterol + Oy <------ > 4-cholesten-3-on + H,0,

POD
2 H,O, + fenol + 4-aminoantipyrin <-----> chinon + 4 H,O

Intenzita vzniklého zabarveni je pfimo umérna koncentraci cholesterolu. Stanoveni se
provadi fotometricky pfi vinové délce 700 a 505 nm. [45]

4.7 HDL-cholesterol

Jedna se o cholesterol, ktery je nesen v lipoproteinech o vysoké hustoté (high density
lipoproteins). Jeho funkeci je transport nadbyte¢ného cholesterolu do jater, odtud je ho
velkd vétSina vyloucena do zluce. HDL castice jsou produkovany jatry a méné pak
sttevem. Cim vy3i jsou hladiny HDL-cholesterolu, tim vy3i je ochranny téinek proti
korondrnim onemocnénim. Nizké hladiny HDL-cholesterolu spolu s vyssi hladinou
triacylglycerolti poukazuji na vyssi riziko kardiovaskuldrni choroby. Referen¢ni meze
HDL-cholesterolu jsou pro muze 1,0 — 2,1 mmol/l, pro Zeny 1,2 - 2,7 mmol/l. [7]
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4.7.1 Moznosti stanoveni HDL-cholesterolu

4.7.1.1 Homogenni enzymatické fotometrické stanoveni

Princip:

V piitomnosti ionll hot¢iku a dextransulfatu se vytvaii ve vodé rozpustné komplexy
sLDL (low density lipoproteins), VLDL (very low density lipoproteins) a
chylomikrony, které jsou rezistentni vuci polyetylénglykolu (PEG) modifikovanym
enzymim.  Koncentrace  HDL-cholesterolu  je  stanovena  enzymaticky
cholesterolesterdazou a cholesteroloxiddzou s PEGem navdzanym na aminoskupiny
(ptiblizné 40 %). [45]

Estery cholesterolu jsou kvantitativné Stépeny cholesterolesterdzou na volny
cholesterol a estery. V pfitomnosti kysliku je cholesterol oxidovan
cholesteroloxidédzou na

A4-cholestenon a peroxid vodiku. V pfitomnosti peroxiddzy reaguje vytvoieny
peroxid vodiku s 4-aminoantipyrinem a HSDA [N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-
dimetoxyanilin sodny] za tvorby nachové modrého zbarveni. Vznika fialovomodry
pigment, ktery se fotometruje pii vinové délce 700 a 600 nm a jehoz koncentrace je
umérna

HDL-cholesterolu. [45]

PEG-cholesterolesteraza, PEG-cholesteroloxidaza

HDL-cholesterol > d-cholestenon
peroxiddza
H,0, + HSDA + 4-aminoantipyrin + H" > fialovomodry
pigment

4.8 LDL-cholesterol

Jde o cholesterol, ktery je neseny v lipoproteinech o nizké hustot¢ (low density
lipoproteins). Hraje kli¢ovou roli v procesech souvisejicich s rozvojem aterosklerozy.
Za ucasti lipolytickych enzymti LDL ¢&éstice vznikaji pfeménou z ¢astic lipoproteint
s velmi nizkou hustotou. Tyto Castice jsou syntetizovany v jatrech. Odstranéni LDL-
cholesterolu z plazmy se uskuteciiuje v bunikdch jaterntho parenchymu
prostfednictvim specifickych receptorti. Velkd vétSina cholesterolu, ktery je
deponovan v aterosklerotickych platech, pochazi z LDL-cholesterolu. [7]

Hladina LDL-cholesterolu je specificky ukazatel pro aterosklerotické onemocnéni.

38



Terapie, jejimz tkolem je snizeni tukid, se zaméfuje primarné na redukci LDL-
cholesterolu. To se projevi zlepSenim funkce endotelu, prevenci aterosklerdzy a
rovnéz

utlumenim jejiho postupu a prevenci ruptury aterosklerotickych platd. Optimalni
hodnota LDL-cholesterolu v krvi je 1,2 — 3,0 mmol/l pro osoby bez zndmek nebo
komplikaci aterosklerozy. U osob s aterosklerotickym onemocnénim je horni hranice
sniZzend, hladina LDL-cholesterolu by mé¢la byt mensi nez 2,0 mmol/l. [7,45]

4.8.1 Moznosti stanoveni LDL-cholesterolu

4.8.1.1 Homogenni enzymatické fotometrické stanoveni

Princip:

LDL-cholesterol v prvnim stupni reaguje s “ochranym” ¢inidlem, které ho chrani pred
ucinkem enzymil. Enzymatickd reakce cholesterolesterdzy a cholesteroloxidazy
probéhne pouze s cholesterolem v ¢asticich HDL,VLDL a chylomikronech. Vznikly
peroxid vodiku je odstranén kataldzou. Ve druhém stupni se zrusi Gcinek chraniciho
¢inidla a inaktivuje se kataldza. Cholesterolesteraza a cholesteroloxidaza poté reaguji
pouze s

LDL-cholesterolem za tvorby peroxidu vodiku, ktery se dale stanovuje oxidacni
kopulaci s 4-aminofenazonem a HSDA za katalyzy peroxiddzou. Vznikd modry
komplex, ktery se stanovi fotometricky pii 600 nm a jeho koncentrace je imérna LDL-
cholesterolu. [45]

detergenty
estery LDL-cholesterolu +H,0 > cholesterol + volné mastné kys.
cholesterolesteraza
(selektivné rozpusSténé micelach)

Estery cholesterolu jsou kvantitativné Stépeny cholesterolesterdzou na volny
cholesterol
a estery.

cholesteroloxidaza
LDL-cholesterol + O, > A4-cholestenon + H,O,

Za pritomnosti kysliku je cholesterol oxidovan cholesteroloxidazou na A4-cholestenon
a peroxid vodiku.
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peroxidaza
2 H,0, + 4-aminofenazon + > nachové modré
HSDA + H,0 +H' barvivo + 5 H,O
(Abs. max = 585 nm)

V piitomnosti peroxidazy reaguje vytvoieny peroxid vodiku s 4-aminoantipyrinem a
HSDA za vzniku nachové modrého zbarveni. [45]

4.9 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou estery glycerolu, alkoholu s ttemi hydroxylovymi skupinami, na
které jsou pripojeny tfi mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Esterové vazby se tvori
mezi glycerolem a kazdou z mastnych kyselin. Na tyto vazby plisobi enzym
pankreatickd lipaza, kterd hydrolyzuje tyto vazby a dochazi k uvoliiovani mastnych
kyselin. Délka fetézcli mastnych kyselin mize byt rozdilnd v pfirozené se
vyskytujicich triacylglycerolech, nejcastéji jsou to fetézce s 16, 18 ¢i 20 atomy uhliku.

0
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Obr. €. 17 Triacylglyceroly [48]

Triacylglyceroly hraji velmi dilezitou roli v metabolismu jako zdroj energie,
transportni funkce vyzivového tuku. Energeticky jsou daleko vice bohat$i nez
bilkoviny ¢i sacharidy. Zdrojem triacylgylerolli je potrava a syntéza probihajici
v jatrech, stfevni sliznici, tukové tkani. Zdrojem pro syntézu triacylglycerolll v jatrech,
jsou vSechny ostatni energetické substraty jako jsou napft. bilkoviny, glukéza, glycerol
a mastné kyseliny, alkohol. Mezi jeho dalsi funkce patii regulace télesné teploty,
strukturdlni vyznam (pf. pouzdro kolem ledviny, apod.) Stanoveni hladiny
triacylglycerolt se vyuziva v diagnostice a 1é€bé pacient s DM, jaterni obstrukci,
poruchami lipidového metabolismu a také u endokrinologickych poruch.

Optimalni hladina triacylglyceroli v krevni plazmé je 0,45 - 1,7 mmol/l. [7,45,48]
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4.9.1 Moznosti stanoveni triacylglycerolii

4.9.1.1 Enzymatické, fotometrické stanoveni

Princip:

Triacylglyceroly jsou hydrolyzovéany liporoteinovou lipazou (LPL) na glycerol a volné
mastné kyseliny. Glycerol je fosforylovan glycerolkinazou (GK) za vzniku glycerol-3-
fosfatu, ktery je v nasledujici reakci oxidovan glycerolfosfatoxidazou (GPO).
Produktem oxidace je H,O,, ktery reaguje s 4-aminofenazonem a 4-chlorfenolem za
vzniku Cerveného chinoniminového barviva, reakce je katalyzovana peroxidazou

LPL
triacylglyceroly + 3H,O  ---------- > glycerol + 3 mastné kyseliny

GK Mg
glycerol + ATP  --—--memmmemv > glycerol-3-fosfat + ADP

glycerol - 3 - fosfat + Oy --------- > dihydroxyacetonfosfat + H,0,

2 H,O, + 4-aminofenazon + 4-chlorofenol ----------- > chinoniminové barvivo + 4
H,O
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Soubor pacientii a kontrolni skupiny

V ramci této diplomové prace jsme ve spolupraci s korondrni klinikou FN Brno
provedli klinickou studii. K dispozici jsme méli soubor pacienti po prodélaném
infarktu myokardu (IM). Tento soubor zahrnoval 186 pacientil, ve véku 41 az 90 let.
Pacienti byli vySetieni tésné po IM a pak po roce, kdy byla zméfena kromé béZznych
parametru také koncentrace Lp-PLA,. Na zakladé vysledki koncentrace Lp-PLA; byl
vybran uzsi soubor 26 pacienti s Lp-PLA; >200 ng/ml (cut off hodnota pro vyssi
riziko aterosklerdzy), se kterym jsme nadale pracovali. U tohoto souboru byly po
dalSich tfech mésicich nasledné¢ zmeéfeny hodnoty niZe uvedenych parametri a
soucasné¢ indikoval kardiolog u téchto pacientli navySeni davek statinii (medikamenty
ke snizeni lipidil). Po tfech mésicich agresivnéjsi 1é€by byly zvolené parametry
analyzovany opétovné, avSak dostavilo se pouze 22 pacientt.

Jednalo se o stanoveni adiponektinu, resistinu, osteopontinu, myeloperoxidazy, Lp-
PLA,, a lipidovy soubor (CHOL, TG, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol).

Pocet stanoveni jednotlivych analyzovanych parametrii byl limitovan finan¢nimi
prostiedky, které byly pro tuto praci k dispozici.

U vSech pacientl zatazenych do testovani byl predem ziskan informovany souhlas.

Zakladni soubor pacientti rok po IM

Lp-PLA2[ng/ml]

0 50 100 150 200

Pacient ¢.

Obr. ¢. 18 Grafické zobrazeni koncentrace Lp-PLA; u zakladniho souboru pacienti
rok po IM U vzorkii pacientit po IM s hodnotou Lp-PLA; >200 ng/ml (nad ruzovou
Carou), byly analyzované parametry uvedené v této praci
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Tabulka ¢. 1 Charakteristika pacientii, u kterych bylo provedeno méreni novych i
beznych biomarkerii

_ N(%)
N=22 primér (95% CI)
pohlavi muzi 18 ( 81,8%)
Zeny 4 (18.2%)
vék 60 (57; 64)
BMI 26.5 (24.9; 28.1)
DM (diabetes mellitus)
Ne 19 (86.4%)
Ano 3 (13.6%)

Parametry pohlavi a DM jsou popsany aritmetickym primérem a procentudlnim zastoupenim.
Parametry vék a BMI jsou popsany aritmetickym primérem a intervalem spolehlivosti.

N - pocet vzorki

95% Interval spolehlivosti (95% CI) - s 95% jistotou mizeme fict, ze pfi
opakovaném experimentu bude primér naméfenych hodnot lezet v rozmezi tohoto
intervalu.

Zdrava - kontrolni skupina (jedinci) zahrnovala 30 osob ve véku 32 — 59 let, s
poctem 23 Zen a 7 muZzq.

V dnesni dobé piedstavuje infarkt myokardu celosvétovy problém, ve vice nez 95% je
hlavni pfi¢inou IM koronarni ateroskleréza srupturou a trombdzou v misté
aterosklerotického platu. Rada moZnych parametrti pro monitorovani aterosklerézy
ptedstavuje ve svété nevyresenou problematiku.

Jednim z hlavnich cili této prace je vyzkouSet nové parametry piredpovidajici
aterosklerotické onemocnéni ve spojitosti s IM - adiponektin, resistin, osteopontin,
Lp-PLA,. Taktéz jsme chtéli zjistit, jak se tyto parametry zméni u pacient po zvyseni
davky statind. Soucasné jsme méli zajem vyzkouset novou xMAP technologii
Luminex.
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5.2 Popis analyzy jednotlivych parametri

5.2.1 Stanoveni adiponektinu, resistinu a osteopontinu na pristroji Luminex

Principem stanoveni je multiplexovd analyza s vyuzitim flow cytometrie a
imunoanalyzy- xMAP technologie Luminex.
Ke stanoveni téchto parametri byly pouzity vzorky séra.

5.2.1.1 Stanoveni adiponektinu a resistinu

Ke stanoveni adiponektinu jsme zvolili komeréni soupravu Fluorokine MAP Human
Obesity Panel Base Kit od firmy R&D Systems. Souprava obsahuje tzv. base kit
spole¢ny pro vSechny analyty panelu. Pro kazdy analyzovany analyt je tieba dale
objednat mikrocastice s navazanou specifickou protilatkou.

5.2.1.1.1 Pr¥iprava a pouzité reagencie

Promyvaci pufr
20 ml koncentrované¢ho promyvaciho pufru bylo smichdno s 480 ml demineralizované
(Mili Q) vody za vzniku 500 ml promyvaciho pufru.

Standard
Ke koktejlu standardu bylo pfidano 0,9 ml Calibration Diluent RD6-46 (soucasti kitu)
a za mirného michani 15 minut rozpousténo na tfepacce.

Priprava kalibracni rady

Do zkumavky €. 1 bylo pipetovano 500 pl rozpusténého standardu. Do zkumavek ¢. 2.
az 7 bylo pipetovano 200 pl Calibration Diluent RD6-46. Ze zkumavky €. 1 bylo
odebrano100 pl a nasledné pipetovano do zkumavky €. 2. Obsah zkumavky ¢. 2 byl
dikladn¢€ promichan a poté bylo odebrano 100 pl do zkumavky ¢. 3. Nasledovalo
sériové fedéni, odebranim objemu 100 pl az po zkumavku €. 7. Jako blank nam slouzil
Calibration Diluent RD6-46.
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Obr. €. 19 Priprava standardu pro kalibracni kifivku adiponektinu [47]

Mikrocdastice

Mald zkumavka (vialka) se smési mikrocastic byla michdna na vortexu a poté
centrifugovéana po dobu 15 — 30 sekund. Nasledn¢ byly mikrocastice resuspendovany
opakovanym, Setrnym pipetovanim o objemu 25 pl (10 kréat byl tento objem nasat a
nasledn¢ vypustén zpét do vialky). Do vialky znacené Mixing Bottle bylo
napipetovano 5,0 ml Microparticle Diluent a 50 pl mikrocastic z vialky.

Biotin Antibody Cocktail

Vialka Biotin Antibody Concentrate byla michana na vortexu a nasledné
centrifugovéna po dobu 30 sekund. Poté bylo napipetovano 50 pl Biotin Antibody
Concentrate do vialky Biotin Antibody Diluent.

1x Streptavidin-PE

Vialka se Streptavidin-PE byla michdna na vortexu a centrifugovana (30s). Do tmavé
polypropylenové lahvicky bylo pipetovano 5,5 ml promyvaciho pufru spolu s 55 pl
Streptavidin-PE. Nasledovalo promichéani a vortexovani polypropylenové lahvicky.

5.2.1.1.2 Piprava vzorki

a) priprava vzorku ke staveni adiponektinu

Vzorky byly rozmrazeny, poté byly michany na vortexu a centrifugovany. Vzorky pro
stanoveni adiponektinu byly fedény 200 krat. Nejdiive bylo do zkumavky pipetovano
20ul vzorku a 180 pl Calibrator Diluent RD6-46. Po dikladném promichéani byl z této
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zkumavky pipetovan objeml0 pl z takto nafedéného vzorku a 190 pl Calibrator
Diluent RD6-46.

b) priprava vzorku ke stanoveni resistinu

Vzorky byly rozmrazeny, poté byly michany na vortexu a centrifugovany. Vzorky pro
stanoveni resistinu byly fedény 4 krat. Do zkumavky bylo pipetovano 50ul vzorku a
150 pl Calibrator Diluent RD6-46.

Z divodu rizného fedéni, které vychdzelo z firemnich kalibra¢nich kiivek a
publikovanych koncentraci nalezenych v lidskych sérech, bylo nutno pro kazdy analyt
zakoupit specialni base kit a stanovit separatné.

5.2.1.1.3 Pracovni postup

1))

2)
3)

4)

S)

6)

7)

8)
9)

Vsechny jamky mikrotitraéni desticky byly zvlhéeny 100 pl promyvaciho
pufru. Poté byla mikrotitracni desticka odsata pomoci vakuové pumpy.

Do vsech jamek bylo napipetovano 50 ul mikrocastic.

Podle pipetovaciho protokolu bylo pipetovano 50 pl standardi a 50 pl vzorka
do pfislusnych jamek mikrotitra¢ni desticky.

Desticka byla piekryta folii a nadsledovala inkubace 3 hodiny pfti laboratorni
teploté na tifepacce.

Po inkubaci byla desticka opatrn¢ odsata pomoci vakua a nasledné byly
vSechny jamky 3 krat promyty 100 pl promyvaciho pufru. Mezi jednotlivymi
promyvacimi kroky bylo provedeno opét odsati pomoci vakua.

Do vsech jamek bylo pipetovano 50 pl Biotin Antibody Cocktail.

Desticka byla piekryta folii a nasledovala inkubace 1 hodinu pfti laboratorni
teploté na tiepacce.

Dle kroku €. 5 bylo provedeno promyti.

Bylo ptidano 50 pl 1x Streptavidin—PE do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky.

10) Desticka byla prekryta folii a ndsledovala inkubace 30 minut pfi laboratorni

teploté na tiepacce.

11) Dle kroku €. 5 bylo provedeno promyti.

12) Nasledovalo ptidani 100 pl promyvaciho pufru do vSech jamek mikrotitracni

desticky, poté byla mikrotitracni desticka vlozena do tfepacky a po dobu 2
minut probihalo tfepani pfi laboratorni teploté.
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13) Vlastni méteni vzorkt na ptistroji LUMINEX 200 probé&hlo do 90 minut.

Pozn.: Set ke stanoveni adiponektinu a resistinu neobsahoval kontrolni materialy.

5.2.1.1.4 Méfeni na pristroji Luminex 200

Pted kazdym méfenim na piistroji Luminex 200 byla nastavena vySka pipetovaci
jehly. Pfi nespravném nastaveni této vysky jehly by mohla byt porusena membrana
mikrotitracni desticky. Dale byla provedena na pfistroji kalibrace dle doporuceni
vyrobce. Pfed 1 po ukonceni méteni ndsledovalo promyti piistroje.

5.2.1.2 Stanoveni osteopontinu

Ke stanoveni osteopontinu jsme pouzili komer¢ni soupravu Human CVD Panel 3 6-
Plex Panel od firmy Merck.

5.2.1.2.1 Priprava a pouzité reagencie

Standard
Lyofilizat Human CVD Panel 3 Standard Mix byl rozpustén ve 150 ul MiliQ vody

(demineralizovand voda). Lyofilizat Standard Curve Diluent Type 1 byl rozpustén
v 1,0 ml MiliQ vody.

Priprava kalibraéni rady

Do zkumavek ¢. 7 az €. 1 bylo napipetovano 80 pl Standard Curve Diluent Type 1. Do
zkumavky ¢. 7 bylo pipetovano 40 ul Human CVD Panel 3 Standard Mix. Obsah
zkumavky €. 7 byl michédn na vortexu. Nasledovalo sériové fedéni prenaSenim objemu
40 pl (ze zkumavky €. 7 byl pipetovan objem 40 ul do zkumavky €. 6 az do zkumavky
¢. 1.) Do zkumavky €. 8 bylo napipetovano 150 pl Human CVD Panel 3 Standard Mix.

Mikrocastice

Vialku se smési mikrocastic jsme homogenizovali a poté byla michdna na vortexu po
dobu 15-30 sekund, nésledovala centrifugace (10 s). Mikrocastice byly
resuspendovany opakovanym, Setrnym pipetovanim o objemu 25 pl (10 krat byl tento
objem nasat a nasledné vypustén zpét do vialky). Do vialky zna¢ené Bead Mixing Vial
bylo napipetovano 1,045 ml 1x Bead Diluent a 55 ul mikrocastic z vialky.

1x Streptavidin-PE

Vialka s 15x Streptavidin-PE byla michdna na vortexu a centrifugovana (30s). Do
pfedem ptipravené tmavé lahvicky bylo pipetovano 2,0 ml Assay Buffer Type 2 a 143
ul 15x Streptavidin-PE. Nésledovalo promichani lahvicky a michani na vortexu.
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Kontroly

Lyofilizdt Human CVD Panel 3 Control 1 a Control 2 byl rozpustén v 1,5 ml MiliQ
vody. Lahvicky s obsahem kontrol byly michdny 5 minut a spotfebovany do jedné
hodiny od jejich ptipravy.

Blocking Buffer Type 1
V 1,5 ml MiliQ vody byl rozpustén lyofilizat Blocking Buffer Type 1.

Detection Antibodies
Lyofilizdt Human CVD Panel 3 Detection Antibodies byl rozpustén v 4,4 ml MiliQ
vody.

5.2.1.2.2 Piprava vzorki

Vzorky byly rozmrazeny a nésledné¢ byly michdny na vortexu a poté centrifugovany.
Pro stanoveni osteopontinu jsme vzorky fedili 5 krat. Do zkumavky bylo pipetovano
15 pl vzorku a 60 pl Sample Dilution Buffer Typ 1.

5.2.1.2.3 Pracovni postup

1) VSechny jamky mikrotitracni desticky byly zvlhéeny 50 pul Assay Buffer Type
2.

2) Mikrotitracni desticka byla inkubovana po dobu 5 minut pti pokojové teplot¢.

3) Poté byla mikrotitra¢ni desticka odsata pomoci vakuové pumpy.

4) Do vSech jamek mikrotitracni desticky bylo pipetovano 10 pl Blocking Buffer
Type 1.

5) Podle pipetovaciho protokolu bylo pipetovano 30 pl standardii, kontrol a
vzorku do ptislusnych jamek mikrotitra¢ni desticky.

6) Vialka s mikrocasticemi byla homogenizovana a ndsledné michana na vortexu.
7) 10 pl mikrocastic bylo pipetovano do vSech jamek mikrotitracni desticky.

8) Mikrotitracni destiCka byla opatrné promichéna postupnym zvySovanim otacek
michacky (10 s).

9) Desticka byla piekryta folii a nasledovala inkubace 1 hodinu pfi laboratorni
teploté na tifepacce.
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10) Po inkubaci byla desticka opatrné odsata pomoci vakua a nésledné byly
vSechny jamky 2 krat promyty 100 pl Assay Buffer Type 2. Mezi jednotlivymi
promyvacimi kroky bylo provedeno opét odsati pomoci vakua.

11) 40 pl Detection Antibodies bylo ptfiddno do vSech jamek mikrotitracni
desticky.

12) Mikrotitracni desticka byla opatrné¢ promichédna postupnym zvySovanim
otacek michacky (10 s).

13) Do vSech jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 20 pul 1x Streptavidin—
PE.

14) Desticka byla ptekryta hlinikovou folii a zabalena do potravinové folie,
nasledovala inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté na tfepacce.

15) Dle kroku ¢. 10 bylo provedeno promyti.

16) Nasledovalo ptidani 100 pl Assay Buffer Type 2 do vSech jamek mikrotitracni
desticky, poté byla mikrotitratni desti¢ka vlozena do tfepacky a po dobu 5
minut probihalo tfepani pii laboratorni teplot¢.

17) Vlastni méteni vzorkt probéhlo do 90 minut na piistroji LUMINEX 200.

5.2.1.2.4 Méfreni na pristroji Luminex 200

Pted kazdym méfenim na piistroji Luminex 200 byla nastavena vySka pipetovaci
jehly. Pfi nespravném nastaveni této vysky jehly by mohla byt porusena membrana
mikrotitracni desticky. Ddle byla na pfistroji provedena kalibrace a kontroly dle
doporuceni vyrobce. Pfed i po ukonceni méteni bylo nutno pfistroj promyt.

5.2.2 Stanoveni MPO na automatickém analyzatoru ARCHITECT i 2000 SR

Vzorky byly méfeny na imunochemickém modulu automatického analyzatoru
ARCHITECT od firmy Abbott - ARCHITECT i1 2000 SR.

Ke stanoveni MPO byly pouzity vzorky plazmy.

Principem stanoveni je heterogenni sendvicova imunoanalyza s chemiluminiscencni
detekeci.
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5.2.2.1 Zavedeni metody

Parametry metody MPO byly na ARCHITECT i 2000 SR nainstalovany s vyuzitim
CD od firmy Abbott. Po instalaci byla zajiSt¢na komunikace metody s laboratornim
informa¢nim systémem (LIS). Pfenos pozadavki z LIS do softwaru ARCHITECT i
2000 SR a vysledki zpét umoziuje aplikacni kod, ktery je soucasti parametri metody.

Dale byly v analyzatoru ARCHITECT 1 2000 SR nainstalovany kontrolni materialy
firmy Abbott na tfech hladindch, taktéz byla provedena Sestibodova kalibrace
s kalibratory od vySe jmenované firmy.

5.2.2.2 Postup méreni

Cela analyza je kompletn¢ automatizovana.

V prvnim kroku se piidd vzorek k paramagnetickym casticim, které jsou potazeny
protilatkami MPO. MPO piitomnad ve vzorku se navaze na protilatky anti-MPO na
mikrocasticich. Poté nésleduje promyti, béhem druhého kroku se piida konjugit
protilatek anti-MPO s akridinem, ¢imz dojde ke vzniku imunokomplexu. Po dal$im
promyvacim kroku se do reakéni smési pfidaji roztoky Pre- Trigger a Trigger
(obsahuji 1,32 % peroxidu vodiku).

Vysledkem je chemiluniscencni reakce, ktera se méfi v relativnich svételnych
jednotkéach

(RLU-Relative Light Units). Mnozstvi MPO piitomné ve vzorku je pfimo umérné
signalu v jednotkach RLU detekovanému optikou systému ARCITECT 1 Systém. [41]

5.2.3. Stanoveni Lp-PLA2 na automatickém analyzatoru cobas 6000 od firmy
Roche

Jde o imunoturbidimetrickou metodu. Komer¢ni soupravu ke stanoveni Lp-PLA,
dodava firma diaDexus. Ke stanoveni Lp-PLA; byly pouzity vzorky séra. Metoda byla
na cobas 6000 prevedena ze star§iho automatického analyzatoru firmy Roche Hitachi
917, kde byla zavedena v ramci bakalaiské prace autorky [23]. Tato metoda je na
modulu na klinickou chemii pfistroje cobas 6000 zcela automatizovana.

5.2.4 Stanoveni lipidovych parametri na automatickém analyzatoru cobas 8000

Vzorky byly méfeny na modulu pro klinickou chemii automatického analyzatoru
cobas 8000 firmy Roche. Celd analyza je kompletné automatizovdna a tidi se dle
softwarové nastavenych parametrii jednotlivych metod. Stanoveni lipidovych

50



parametri je zaloZeno na fotometrickém principu. Ke stanoveni lipidovych
parametrt byly pouzity vzorky séra a kazetové reagencie pro cohas 8000. Na
analyzatoru cobas 8000 byly méteny koncentrace cholesterolu, TG, HDL-cholesterolu,
LDL-cholesterolu.

Na OKB FN Brno se stanoveni uvedenych parametrii v¢etné kalibraci a kontrol
provadi v béZném provozu.

5.3 Prezentace vysledkii a statistika

5.3.1 Analytické aspekty jednotlivych metodik

5.3.1.1 Adiponektin

Na obr. €. 20 a v tabulce ¢. 2 je uvedena sedmibodova kalibracni kiivka. Jednotlivé
body kalibra¢ni kiivky byly provedeny v duplikatech s CV 1-9% a vytéznosti

93-106%. Kalibra¢ni kiivka byla vyhodnocena programem Milliplex Analyst.

Adiponectin
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10! ik 10" 10° 103

Obr. €. 20 Kalibracni krivka adiponektinu
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Tabulka ¢. 2 Vysledky sedmibodové kalibrace adiponektinu - kazdy kalibrator je
méren duplicitné

E;mmLE;’ MFI() MFI CV  ngml) ngmlL  Recovery

2710 73655 7314 1% 268 265  98%
72625 262

90 39415 3719 846% 102 9415  105%
3496 5 86.74

30 1413 14325 193% 2972 017 101%
1452 30.61

10 426 45275 B36% 8 81 935  93%
4795 9.89

333 1535 156 227% 328 333 100%
1585 338

111 565 5575  19% 12 118 106%
55 116

0.37 21 1975 895% 0.39 036  98%
185 0.33

Pozn.: MFI (Mean Fluorescence Intensity)

Variaéni koeficient (CV) vyjadiuje pomér smérodatné odchylky a aritmetického priméru, obvykle se

uvadi v procentech. [7]

CV = =(-100%)

]
T

Smérodatna odchylka (s) je druhou odmocninou rozptylu. Je to udaj o nejistoté priméru. [7]

s=(sH)"2

Vytéznost (recovery) je podil rozdilu mezi udaji méficiho systému pii méfeni vzorku se znamym
pfidanym mnoZstvim analytu a vzorku bez pfidavku. Udava miru schopnosti méfici metody detekovat

veskery analys v analyzovaném vzorku. Je mirou u¢innosti dané metody. [7]
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5.3.1.2 Resistin

Na obr. ¢. 21 je uvedena sedmibodova kalibraéni ktivka resistinu. Jednotlivé body
kalibra¢ni kiivky byly provedeny v duplikatech s CV 1-8% a vytéZnosti 92-115%.
Kalibrac¢ni ktivka byla vyhodnocena programem Milliplex Analyst.
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Obr. &. 21 Kalibracni kifivka resistinu

53



5.3.1.3 Osteopontin

Na obr. €. 22 je uvedena osmibodova kalibra¢ni ktivka osteopontinu. Jednotlivé body
kalibra¢ni kiivky byly provedeny v duplikatech s CV 2-19% a vyté€znosti 99-104%.
Kalibrac¢ni ktivka byla vyhodnocena programem Milliplex Analyst.
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Obr. €. 22 Kalibracni krivka osteopontinu
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5.3.1.4 Myeloperoxidaza

5.3.1.4.1 Stanoveni opakovatelnosti

Opakovatelnost byla stanovena pomoci kontrolniho materidlu QC MPO Low.
Kontrolni materidl jsme zméfili 10 krat vfadé za sebou. Variac¢ni koeficient

opakovatelnosti byl 4,3%.

Tabulka €. 3 Opakovatelnost u kontrolniho materialu QC Low

Opakovatelnost

MPO QC Low [pmol/1]

1

420,5

437,6

424.,5

467,2

479,3

429,1

439,5

438,5

o |0 (X (&N [ AW (N

426,7

—
<

212

priamér

438,41

SV

18,8068

%CV

4,2898

5.3.1.4.2 Stanoveni reprodukovatelnosti (mezilehlé piesnosti)

Ze vsech namétenych hodnot kontroly kvality byla vypoc¢itana reprodukovatelnost na

ttech kontrolnich hladindch.Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 4.

SD a CV reprodukovatelnosti muize byt rovnéz odeCten ze softwaru pfistroje
ARCHITECT 12000 SR, kde je automaticky pocitan.

55



Tabulka €. 4 Stanoveni reprodukovatelnosti z interni kontroly kvality MPO [pmo/l]

QCMPO | QCMPO | QC MPO
Reprodukovatelnost . .
Low Medium High
1. méfeni 4455 1309,7 3708,1
2.méteni 4413 1230,8 3799,4
3.méfeni 451,4 1260,2 3644.,6
4.méteni 547.,5 1326,8 44664
5.méfeni 1309,7
6.méfeni 1247,1
7.méfeni 1319,1
8.méfeni 15629
pocet méireni 4 8 4
pramér 471,4 1320,8 3904.,6
SD 50,9 104,3 379,9
%CV 10,8% 7,9% 9,7%
Tabulka €. 5 Deklarované hodnoty kontrol od firmy Abbott
QC MPO QC MPO QC MPO
Low Medium High
[pmo/1] [pmo/1] [pmo/1]
400 1200 3600
5.3.1.5 Lp-PLA2
Firma diaDexus plvodné pro stanoveni koncentrace Lp-PLA, vyuzivala

imunoturbidimetrické stanoveni.Touto metodikou byly stanoveny vSechny pacientské
vzorky v této praci. Kvili nizké stabilit¢ metody, nutnosti ¢asté kalibrace a ptipadnym
interferencim nahradila firma diaDexus imunoturbidimetrii  enzymatickym
stanovenim.

Proto je v nasledujici kapitole provedeno srovnani téchto metod.
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5.3.1.5.1 Srovnani imunoturbidické a enzymatické metody

Srovnani metod bylo provedeno pomoci regresni zavislosti Passing-Bablock a
grafického znazornéni s vyuzitim Bland-Altmanova diagramu ve statistické programu
MedCalk. Data jsou uvedena v piiloze ¢. 1.

Regresni analyza Passing-Bablock

450 |

400 [

350

300

250

Lp-Pla2fotom.[U/I]

200

150

100

100 150 200 250 300 350 400 450
Lp-Pla2turb.[U/I]

Obr. ¢. 23 Srovndni imunoturbidimetrického a enzymatického stanoveni Lp-PLA;
pomoci regresni analyzy Passing-Bablock
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Tabulka &. 6 Udaje z regresni analyzy

Velikost souboru 17

Variable X Variable Y
Nejnizsi hodnota 107 122
Nejvyssi hodnota 435 269
Aritmeticky prameér 2556 193,1
Median 250,0 198,0
Standardni odchylka 87,9 47,8
Regresni rovnice
y = 66,235138 + 0,549697 x
Systematické rozdily
Usek, ktery vytne regresni piimka na 66,2
osey
95% CI -1,4do 116,3
Proporcionalni rozdily
Smérnice piimky 0,5497
95% CI 0,2609 to 0,7619
Linear model validity
Cusum test linearity Statisticky vyznamny rozdil od linearity (P<0,01)

Smérnice (slope) a usek, ktery vytne regresni ptimka na ose y (intercept) se pocitaji
s 95% intervalem spolehlivosti (CI). Tyto CI se pouzivaji k rozhodnuti, zda je
statisticky vyznamny rozdil mezi smérnici a jednickou a mezi interceptem a nulou
(pokud CI zahrnuje srovnané ¢islo, pak se vyznamné nelisi).
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Bland-Altmaniyv rozdilovy graf
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Obr. & 24 Bland-Altmaniv rozdilovy graf - srovmani imunoturbidimetrického a
enzymatického stanoveni

Statisticky nevyznamny rozdil mezi vysledky dvou metod znamena, ze stfedni
hodnota rozdili (nejcastéji pocitana jako aritmeticky primér) mezi jednotlivymi pary
vysledkll je pomérné mald a jeji interval spolehlivosti (mean £ 1,96 SD) zahrnuje
nulu. Naopak o statisticky vyznamném rozdilu mluvime, pokud tento interval
spolehlivosti nulu nezahrnuje.

5.3.1.5.2 Stanoveni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti

Stanoveni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti imunoturbidimetrického stanoveni
Lp-PLA; bylo provedeno v ramci bakalafské prace autorky a je uvedeno v kapitole
¢.4.5.2.1.

U enzymatického stanoveni Lp-PLA, byly meéfeny kontrolni vzorky na dvou
hladinach. Ze vSech naméfenych hodnot kontrol kvality jsme ze softwaru piistroje
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cobas 6000 odecetli CV reprodukovatelnosti. Pro kontrolu Lp-PLA; High byl 0,5%,
pro kontrolu Lp-PLA; Low ¢inil 1,1%.

5.3.1.6 Lipidy

U CHOL, TG, HDL-cholesterolu, LDL-cholesterolu je opakovatelnost,
reprodukovatelnost v rdmci akredita¢nich pozadavkll vyhodnocovéna ve FN Brno
OKB kazdoro¢n¢ a nebyla v rdmci této prace provadéna.
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5.3.2 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno ve statistickém programu SPSP a MedCalc.
Byl pfi ném kladen diraz na dosud malo publikované parametry stanovené s vyuZzitim
xMAP technologie — adiponektin, resistin, osteopontin. Vysledky vSech méfenych
parametrl jsou uvedeny v pfiloze.

5.3.2.1 Histogram

Pted provedenim statistického zpracovani dat bylo pro jednotlivé parametry zjisténo,
zda je rozloZeni dat normdlni (pak byl pouZit aritmeticky primér), ¢i ne (pak byl
pouzit geometricky pramer).

K vizualnimu ovéfeni, zda se jedna o Gaussovo rozdéleni dat ¢i nikoliv se pouziva
histogram. Piiklad je uveden na obrazku ¢. 25, kde je vidét, Ze rozlozeni souboru
naméfenych hodnot u resistinu neni Gausovské (normalni). Z toho diivodu byl pfi
statistice pouzit geometricky primér.

10
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Frekvence

O -~ N W b O O N ©

-2000 2000 6000 10000 14000
Hodnoty resistinu u pacientt po IM (ng/ml)

Obr. €. 25 RozlozZeni namérenych hodnot u resistinu na histogramu
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5.3.2.2 Studentuv t-test

Bylo provedeno statistické vyhodnoceni srovnani hladin adiponektinu, resistinu,
osteopontinu a Lp-PLA; pied a po navySeni 1écby statiny.

Pozn.: 1) t-test (nezavislych vzorkll) — testuje dvé skupiny stejného parametru u

odlisnych  vzorka

2) parovy test — slouZzi k testovani dvou riiznych vzorki od téhoZz pacienta

Bylo provedeno srovnani a statistické zpracovdni vSech namétenych parametrii u
pacientd po IM s vysledky ziskanymi od zdravé kontrolni skupiny.

Tabulka ¢. 7 Srovnani t-testem vyhodnocenych parametrii pacientii po IM a zdravé

kontrolni skupiny
Nemocni pacienti Zdravi jedinci
priamér (95% CI)  priamér (95% CI) p'
N=22 N=30
CHOLyvstupni . .
hodnota(mmol/l)? 5.18 (4.81; 5.58) 4.71 (4.39;5.05)  0.080
TG vstupni . .
hodnota (mmol/l) 1.49 (1.21; 1.81) 1.18(0.95;1.43)  0.121
HDL-C vstupni . .
hodnota (mmol/l)* 1.34 (1.21; 1.48) 1.48 (1.36; 1.61) 0.153
LDL-C vstupni . .
hodnota (mmol/l)* 3.10(2.71;3.54) 2.92(2.64; 3.23) 0.490
LP-PLA, 12M
. , <0.001%
(ng/ml) 312 (253;371) 163 (149; 177) 0.001
CHOL 12M*
(mmol/l) 4.29 (3.90; 4.72) 4.71 (4.39; 5.05) 0.122
TG 12M? _ | )
(mmol/l) 1.63 (1.32; 1.98) 1.18 (0.95; 1.43)  0.034
HDL-C 12M? _ . )
(mmol/l) 1.24 (1.09; 1.40) 1.48 (1.36; 1.61)  0.020
LDL-C 12M? _ . )
(mmol/l) 2.23 (1.91; 2.58) 2.92 (2.64; 3.23) 0.004
MPO 12M* _ . .
2 v
OPN pred 13.69 (10.68; 17.48)  3.04(2.32;3.93)  <0.001*
(ng/ml)
2 v
RESIS pred 6792 (5 946; 7 759) 7247 (6 036; 8 701)  0.586
(pg/ml)
it 7718 (5890; 9 546) 6899 (6 050; 7 747)  0.412
(ng/ml)
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'statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami pacientd testovanych t-testem
*statisticky vyznamny rozdil
? parametr je popsan geometrickym primérem a intervalem spolehlivosti
p'-hladina vyznamnosti (je-li < 0,05 jedna se o statisticky vyznamny rozdil)
N - pocet vzorki
Pozn.:1) u OPN a MPO se pocet vzorki lisil od poctu vzorkd uvedenych v tabulce
OPN po IM 10, MPO po IM 35, MPO zdravi 12
2) oznaceni 12M znamena, Ze pacientlim byly jednotlivé parametry stanovovany 1 rok po prodélaném
M
3) oznaceni pfed a po znamena, Ze u souboru téchto pacientll byly stanovovany jednotlivé parametry
pted a po navysenim Iécebnych davek statint

4) APN, RESIS, OPN byl analyzovan pouze u 26 osob u zdravé — kontrolni skupiny
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U parametrl, kde byla hladina vyznamnosti pfi srovnani pacientli po IM a zdravé
kontrolni skupiny p<0,001, bylo rozlozeni dat zpracovano také graficky.

100

10

OPN po IM OPN zdravi

Obr. €. 26 RozlozZeni nameérenych hodnot OPN u pacientii po IM a u zdravych jedincii

15 Po IM

Osteopontin (ng/l)

9

11
13 15 17 19 1
Pacient &. 23 25 W Zdravi

OPo IM

Obr. ¢. 27 RozlozZeni namérenych hodnot OPN u pacientii po IM a u zdravych jedincii-
trojrozmeérné zobrazeni
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Obr. €. 28 Rozlozeni namérenych hodnot MPO u pacientii po IM a u zdravych jedincu
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Obr. €. 29 RozlozZeni namérenych hodnot Lp-PLA; u pacientit po IM a u zdravych
Jjedincu
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Tabulka ¢. 8 Statisticky zpracované vysledky koncentraci adiponektinu, resistinu,
osteopontinu a Lp-PLA; pred a po navyseni lécbhy statiny

N pred navySeni statini po navySeni statinu p'

OPN’ (ng/ml) 10 12.75(9.56; 16.89)  12.47 (7.17;21.23)  0.942
RESIS? (pg/ml) 22 6792 (5946;7759)  6861(5681;8286)  0.926
APN * (ng/ml) 22 7718(5890;9546)  6890(5709; 8072)  0.421

Lp-PLA22 (ng/ml) 20 286,0 (156,5;594,0)  229,0 (123,0;782,0) 0,016

p'hladina vyznamnosti, testovano parovym testem

? parametr je popsan geometrickym priimérem a intervalem spolehlivosti

3 paramter je popsan aritmetrickym priimérem a intervalem spolehlivosti

N - pocet vzorkl

Pozn.: 1) geometricky primér je n-t4 odmocnina soucinu n hodnot

2) pti analyze OPN doslo k problému s pfistrojem Luminex 200, takze ze skupiny pacientd po IM bylo

zméfeno pouze 10 vzorki

Dale bylo provedeno statistické vyhodnoceni srovnani koncentraci osteopontinu,
resistinu, adiponektinu pied a po navySeni 1écby statiny dle v€kovych kategorii a
pfitomnosti ¢i neptitomnosti diabetes mellitus.

Tabulka ¢. 9 Statisticky zpracované vysledky koncentraci adiponektinu, resistinu a
osteopontinu u pacientii s DM a bez DM, dle medianu veku

Bez DM DM 1

N=19 N=3 P
OPN’pied (ng/ml) 12.46 (9.32; 16.56) 18.67 (13.45;25.76) 0.183
OPN’po (ng/ml) 10.45 (6.86; 15.69)  12.56 (2.40; 53.11)  0.778
RESIS?pied (pg/ml) 6 781 (5 848;7864) 6860 (4891;9621) 0.955
RESIS’po (pg/ml) 6907 (5 589; 8 535) 6579 (4287,10097) 0.868
APN pfed (ng/ml) 7 891 (5842;9940) 6617 (2707;10527) 0.651
APN po (ng/ml) 7018 (5729;8307) 6084 (2724;9444) 0.607

vék <60 let vék > 60 let
N=11 N=11

OPN’pi‘ed (ng/ml) 13.16 (9.68; 17.76)  14.60 (9.17;22.91)  0.705
OPN’po (ng/ml) 9.17 (4.83;16.72) 12.03 (7.16; 19.80)  0.510
RESIS*pied (pg/ml) 6 127 (5 000; 7 508) 7529 (6430;,8817) 0.132
RESIS?po (pg/ml) 7238 (5098;10278) 6503 (5561;7605) 0.591
APN p¥ed (ng/ml) 7313 (3909;10717) 8122 (6599;9 646) 0.675
APN po (ng/ml) 7442 (5 446;9439) 6338 (5057;,7620) 0.373

'statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami pacienti testovanych t-testem
*statisticky vyznamny rozdil

? parametr je popsan geometrickym primérem a intervalem spolehlivosti
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p'-hladina vyznamnosti

N - pocet vzorkl

u OPN bylo zméteno pouze 7 vzorki u pacienti bez DM, a 3 vzorky s DM

u OPN byly zméfeny 3 vzorky u vékové kategorie <60 let, 7 vzorkd u vékové kategorie > 60 let

Pozn.: oznaceni pied a po znamena, Ze u souboru téchto pacientti byly stanovovany
jednotlivé parametry pted a po navyseni leCebnych davek statint

5.3.2.3 Korelaéni koeficient

Korela¢ni koeficient je ¢islo, které udava statistickou zavislost (korelaci) mezi dvéma
veli¢inami. Jeho hodnota se pohybuje od -1 do 1. Cim je jeho absolutni hodnota vyssi,
tim je korelace tésnéjsi.

Byla provedena korelace jednotlivych biomarkerti — adiponektin, resistin, osteopontin
s dalSimi méfenymi parametry - Lp-PLA,, triacylglyceroly, HDL a LDL
cholesterolem.

Tabulka ¢. 10 Korelace novych biomarkerit s dalsimi merenymi parametry - Lp-PLA>,
triacylglyceroly, HDL a LDL cholesterolem

LP-PLA, CHOL' TG' HDL'chol. LDL'chol.
Korelacni Korelaéni Korelacni Korelacni  Korelaéni
koeficient/ p koeficient/ p koeficient/ p koeficient/ p koeficient/ p

OPN'pi‘ed (ng/ml) -0.283/0.348 -0.238/0.433 0.038/0.903 -0.029/0.926 -0.299/0.321
OPN'po (ng/ml) -0.173/0.492 -0.200/0.426 -0.404/0.097 0.384/0.116 -0.249/0.320
RESIS 'pied (pg/ml) -0.194/0.388 -0.105/0.643 -0.309/0.162 0.220/0.325 -0.085/0.708
RESIS'po (pg/ml) 0.123/0.586 -0.144/0.523 0.202/0.367 -0.175/0.436 -0.184/0.412
APN pred (ng/ml) -0.316/0.152 0.211/0.345 0.312/0.158 0.156/0.489 0.036/0.872
APN po (ng/ml) -0.079/0.728 0.280/0.206 0.099/0.660 0.345/0.116 0.087/0.699

'parametr byl logaritmicky transformovan

p - hladina vyznamnosti

Pozn.: oznaeni pFed a po znamena, Ze u souboru téchto pacientd byly stanovovany jednotlivé
parametry pted a po navyseni lé¢ebnych davek statint

5.3.2.4 ROC krivka

ROC kiivka (operativni charakteristika testu) slouzi k posouzeni funkce testu — toho,
jak test umoziuje rozlidit nemocné od zdravych. Cim strmé&ji probiha kfivka v
pocatecni oblasti, tim je lepSi rozliSeni mezi nemocnymi a zdravymi. ZaleZi i na
Diagnosticka senzitivita (citlivost) — udava procento spravné pozitivnich vysledki ze
souboru zdravych osob. Cim vyssi je senzitivita, tim méné je fale$né negativnich
vysledkl. Udava se jako zlomek jedné nebo v procentech.

67



Diagnosticka specifita — udava procento spravné negativnich vysledki ze souboru
zdravych osob. Cim vy$§i je specifita, tim méné je fale§né pozitivnich vysledka.
Udava se jako zlomek jedné nebo v procentech.

Funkcei specifity a senzitivity je Yodenlv index - ukazatel diagnostické spravnosti.
Bodu, ve kterém dosahuje nejvyssi hodnoty, odpovida kritérium (hranice rozliSujici
zdravé od nemocnych) a piislusna senzitivita a specifita.

ROC analyza byla provadéna pouze u myeloperoxidazy, a to u muzi (pocet vzorkd
37). Vychazeli jsme z jedinct, u kterych byla zmétena koncentrace MPO pivodniho
souboru. ROC analyza byla provedena pouze u muzi vzhledem k tomu, Ze pro muze
jsou jiné referencni meze nez pro Zeny a zen nebylo v souboru dostatecné mnozstvi.

MPO
Muzi po prodélaném IM Muzi - zdrava kontrolni skupina
Pocet vzorku: 25 Pocet vzorkt: 12

Plocha pod k¥ivkou = 0,850
Hladina vyznamnosti p (plocha= 0,5) <0,0001

MPO
1 00 _ ““““““
80  |Sensitivity: 84,0 -
- Specificity: 91,7
= Criterion : >156
> el |
_‘; L
= |
c R
S a0
20 -
0 I R I BT I N T

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Obr. ¢. 30 ROC krivka MPO

Nejvyssimu Youdenovu indexu u MPO odpovida senzitivita 96,2% a specificita
79,3%.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Hodnoceni analytickych metodik

Luminex xMAP technologie se ukazala jako technika naro¢na na Cas i presnost, ale
také jako dostatecné spolehliva. V soucasné dobé vyzaduje velky podil manudlni prace
se mnozstvim ru¢niho pipetovani. CV vétsSiny duplikati byl do 10%. Je uvadéno, ze
XMAP technologie Luminex milize béhem jedné analyzy stanovit az 100 analytfi, ale
v naSem piipad¢ jsme zjistili, Zze se ukdzalo nemozné stanovit soucasné dva analyty v
jednom vzorku. Hlavnim divodem byla potieba rizného tedéni biologického
materidlu. Pro kazdy analyt jsme byli nuceni zakoupit separatni base kit a stanovit
parametry samostatng.

Analyza na ptistroji ARCHITECT 1 2000 SR patii k rutinné zavedenym a pouZzivanym
technikam, takze stanoveni MPO bylo po analytické strance zcela bezproblémové.
Tato metoda se ukazala jako velmi robustni. CV reprodukovatelnosti byl do 11%.
Soupravu reagencii na palubé tohoto analyzatoru jsme vyuzivali pomérné dlouhou
dobu, jinak by byl vysledek jesté nizsi.

Sety ke stanoveni Lp-PLA; v soucasné dob¢ vyrabi jediné firma na svété — diaDexus.
Pivodni imunoturbidimetrické stanoveni vyzadovalo ¢astou kalibraci, zatimco nova
kinetickd metoda je velmi stabilni. U kinetického stanoveni byl CV
reprodukovatelnosti do 1,1% a souprava na palubé analyzatoru vydrzi az 2 mésice. Jak
je vidét ze srovnani imunoturbidimetrické a kinetické metody, pfili§ nekoreluji a je
mezi nimi statisticky vyznamny rozdil. V budoucnu bude nutné stanovit vhodné cut
off enzymatické metody.

Studentiv t-test

Timto testem byly hodnoceny hladiny v§ech namétenych parametri u pacienti po IM
ve srovnani s kontrolni skupinou. Statisticky vyznamny rozdil byl u Lp-PLA, MPO,
OPN, TG, HDL-C a LDL - C. U OPN, Lp-PLA; a MPO byla hladina vyznamnosti

p <0.001.

Pii analyze krevnich vzorkli pacienti byly naméfeny u resistinu a adiponektinu
hodnoty, které neodpovidaly ndmi ocekavanym vysledkiim. Hodnoty resistinu by ve
srovnani se zdravou skupinou mély byt vys$i u pacienti s aterosklerotickym
onemocnénim, zatimco koncentrace adiponektinu by u téchto pacienti mély byt
naopak niz§i. Dlivodem mtize byt, Ze vSichni pacienti uzivali statiny a koncentrace
fady parametrii se u nich tedy blizila kontrolni skupiné.

Studentovym t-testem byly vyhodnoceny koncentrace adiponektinu, resistinu,
osteopontinu a Lp-PLA; pied a po navySeni lé¢ebnych davek statinli. U naméfenych
koncentraci adiponektinu, resistininu, osteopontinu nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil. U Lp-PLA; byla vSak po hladina vyznamnosti p 0,016.
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Z vysledkl lze usuzovat, Ze biomarkery adiponektin, resistin ani osteopontin nejsou
dostate¢né citlivé, aby reagovaly na zvySené davky statind. Na agresivngjs$i 1écbu
velmi dobfe reagoval parametr Lp-PLA,. Po navySeni davek statinii doslo k poklesu
koncentrace Lp-PLA; témét o 19%. Snizeni hodnot Lp-PLA, by mohlo pfispivat ke
stabilizaci aterosklerotického platu. Béhem sledovani vybrané skupiny po zvySeni
davky statinti (1,5 roku) némél zadny pacient infarkt myokardu ani cévni mozkovou
ptihodu.

Dale bylo provedeno srovnani koncentraci adiponektinu, resistinu, osteopontinu pied a
po navySeni léCebnych davek statini dle vékovych kategorii a pfitomnosti ¢i
nepfitomnosti diabetes mellitus u téchto pacientii. Také vysledkem tohoto hodnoceni
nebyl Zadny statisticky vyznamny rozdil.

Myeloperoxiddza u souboru pacienti pied a po navySeni leCebnych davek statinti
nebyla z finan¢nich diivodu stanovena.

Korelaéni koeficient

Byla provedena korelace adiponektinu, resistinu a osteopontinu s dal§imi méfenymi
parametry - Lp-PLA,, triacylglyceroly, HDL a LDL-cholesterolem. Korela¢ni
koeficient v Zadném piipadé¢ nebyl vyssi nez 0,4. U osteopontinu, resistinu ani
adiponektinu tedy nebyla prokdzana statistickd zavislost na castéji vyuzivanych
markerech koronarniho onemocnéni.

ROC krivka

ROC analyza byla provedena u vysledkii myeloperoxiddzy souboru muzi po
prodélaném IM a muzl ze zdravé kontrolni skupiny. Nejvyssimu Youdenovu indexu
odpovidala senzitivita 96,2% a specificita 79,3%. Vypocitané kritérium bylo vétsi nez
156, coz je vyrazné niz$i hodnota nez referencni rozmezi pro muze dle vyrobce
reagencii (do 354 pmol/l). Diskrepance ukazuje, ze je vhodné na pracovisti stanovit
vlastni referen¢ni rozmezi. Rozdil miize byt v tomto piipad¢ zplisoben také tim, ze
vSichni pacienti v souboru byli dlouhodobé¢ 1é€eni statiny.

Z naseho pohledu se jevi MPO jako parametr vhodny nejen k popisu rozsahu
poskozeni myokardu pii IM, jak je vétSinou uvadéno v literatute. MPO miiZze také
slouzit k posouzeni stability aterosklerotického platu.

Pozn.:

Piivodné jsme méli v umyslu stanovovat u pacientll v experimentalni ¢asti prace také
interleukiny. Vzhledem k naSim finanénim moznostem a faktu, Ze se na trhu objevily
komer¢ni kity pomérné novych a malo publikovanych parametrt jako je adiponektin,
resistin, osteopontin, jsme se rozhodli, ze interlekiny nebudeme stanovovat a dali jsme
pfednost vySe jmenovanym parametrim.
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7 ZAVER
V ramci této diplomové prace se podatilo splnit nasledujici cile:

1. Seznamili jsme se a zaroven jsme si v experimentalni ¢asti této prace osvojili flow
cytometrii pro multiplexové analyzy (Luminex xMAP technologii) na pfistroji
LUMINEX 200. Soucasné¢ jsme vyuzili dal§ich analytickych metod jako je
chemiluminiscence, imunoturbidimetrie a fotometrie na automatickych biochemickych
analyzatorech.

2. Provedli jsme rozsahlou klinickou studii, kterd se zabyvala sekundarni prevenci
infarktu myokardu a aterosklerézou u pacientli po prodélaném infarktu myokardu.
V ramci této klinické studie byly stanoveny jak bézné, tak moderni biochemické
parametry, které by mohly byt vyuzivany k monitorovani prevence infarktu myokardu.

3. Na pfistroji ARCHITECT 1 2000 SR jsme nainstalovali a nasledné¢ provadéli
chemiluminiscen¢ni stanoveni MPO. Déle jsme na automatizovanych biochemickych
analyzatorech cobas 6000 a cobas 8000 vyuzili imunoturbidimetrii a fotometrii pfi
stanoveni Lp-PLA; a lipidovych parametrt.

V experimentalni ¢asti jsme se zaméfili na flow cytometrii a jeji vyuziti pro
multiplexové metody. Na pfistroji Luminex 200 jsme analyzovali v literatufe dosud

vvvvvv

posouzeni kardiologického rizika se jevi osteopontin.

Z parametri méfenych na automatizovanych biochemickych analyzatorech se ukazuji
jako slibné aterosklerotické biomarkery Lp-PLA; a MPO. Zejména Lp- PLA, pro jeji
citlivou reakci na davky statinil je velmi zajimavy parametr.

XxMAP technologie Luminex je z naSeho pohledu technika, kterd najde v budoucnu

vétsi uplatnéni. Tato technologie se prozatim piili§ nehodi do automatizovaného
provozu klinickych laboratofi, je vhodna spiSe pro vyzkumné tucely.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4-AAP
Abs. max.
ADP
ATP

AKS
APN
BMI
CAD

Cv
CRP
DM
DNA
ELISA
FN Brno
GK
GPO
HDL
HDL-C
HMW
HSDA
CHES
CHOL
CHOD
ICAM
M
IL-6
kDa
LDL
LDL-C
LIS
LPL
Lp(a)
Lp-PLA;
MPO
OKB
OPN
PEG
POD
RESIS
RIA
RLU
QC
Streptavidin-PE

SD
TG

4-aminoantipyrin

absorpéni maximum
adenosindifosfat

adenosintrifosfat

akutni koronarni syndrome
adiponektin

body mass index

korondrni arterialni onemocnéni
(coronary artery disease)
korela¢ni koeficient

C-reaktivni protein

diabetes mellitus
deoxyribonukleova kyselina
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
fakultni nemocnice Brno
glycerolkinaza
glycerolfosfatoxidaza

high density lipoproteins
HDL-cholesterol

high molecular weight
[N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-dimetoxyanilin sodny]
cholesterolesteraza
cholesterol

cholesteroloxidaza

intercellular adhesion molecule 1
infarkt myokardu

interleukin-6

kilodaltony

low density lipoproteins
LDL-cholesterol

laboratorni informacni systém
liporoteinova lipaza

lipoprotein ()

fosfolipaza A, asociovana s lipoproteiny
myeloperoxidaza

oddéleni klinické biochemie
osteopontin

polyetylénglykol

peroxidaza

resistin

radioimmunoassay

Relative Light Units

kontrolni material

streptavidin — phycoerytrin

smérodatnd odchylka
triacylglyceroly
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TNF
VLDL
VSMC

tumor necrosis factor
very low density lipoproteins
vascular smooth muscle cell
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Ptiloha €. 1 Vysledky pro srovnani koncentraci Lp-PLA,

Turbidimetrie | Fotometrie
Lp-PLA, Lp-PLA,
(ng/ml) (ng/ml)
107 131
116 130
143 151
174 122
227 194
229 210
241 160
250 164
250 158
262 241
290 269
299 201
308 253
313 198
326 247
376 254
435 200
755 231
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Ptiloha ¢. 2 Udaje a naméfena data u zakladniho souboru 186 pacientii po

IM - 1. cast
CHOL HDL-C | LDL-C LP-PLA, | CHOL TG |HDL-C|LDL-C
P.¢. | Pohl. | Ro¢ BMI DM vst. TG vst. vst. vst. Reinfarkt 12M 12M 12M 12M 12M
(mmol/l) 12M
(mmol/ly (mmol/l) | (mmol/) (ng/ml) (mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l)

1 M 1956 | 26,81 | False 6,0 4,47 1,3 2,7 False 92 3,1 0,77 1,4 1,3
2 7 1932 | 26,57 | True 4,1 1,34 1,6 1,8 False 115 4,6 3,65 1,5 1,4
3 7 1927 25,3 False 5,6 0,85 2,7 2,5 False 162 4,6 0,82 2,2 2,0
4 M 1948 | 25,71 | False 3,5 1,15 1,3 1,7 False 317 3,1 0,95 0,7 2,0
5 7 1927 | 22,95 | False 4,5 1,58 1,9 1,9 False 184 4,6 1,34 1,9 2,1
6 M 1944 | 39,39 | False 3,5 1,12 1,1 1,9 False 130 4,8 1,47 1,4 2,7
7 M 1931 | 26,23 | False 4,7 1,63 1,4 2,6 False 128 4,3 1,72 1,7 1,8
8 M 1962 28,4 | False True 176 3,3 0,65

9 M 1944 | 27,13 | False 4,0 1,06 0,9 2,6 False 139 4,7 1,20 1,4 2,7
10 M 1959 | 30,72 | False 6,1 6,29 0,8 3,0 False 124 3,8 2,49 0,7 2,0
11 7 1938 | 27,61 | False 5,4 1,02 1,8 3,2 False 162 5,1 1,08 1,3 3,3
12 | M | 1951 | 3431 | False | 6,5 1,08 1,2 5,0 False 130 3,7 1,04 1,1 22
13 M 1933 | 24,22 | False 5,7 1,47 1,8 3,2 False 175 4,2 1,09 1,7 2,0
14 M 1937 | 31,14 | False 4,1 1,68 1,3 2,0 False 341 4,7 2,29 1,1 2,5
15 M 1965 | 26,23 | True 8,0 1,48 1,8 5,9 False 152 5,7 3,14 0,9 34
16 M 1931 | 26,42 | False 3,1 0,94 1,2 1,5 False 142 2,7 0,66

17 Z 1935 | 29,75 | True 5,1 0,99 1,8 2,8 False 131 4,1 1,13 1,7 1,9
18 M 1944 | 34,29 | False 6,2 2,04 1,2 4,1 False 154 3,8 1,20 1,3 1,9
19 M 1951 | 27,47 | False 6,4 2,54 1,0 4,2 False 105 3,4 1,46 1,1 1,6
20 M 1947 | 29,35 | False 4,9 1,59 1,4 2,7 False 122 3,9 2,21 1,3 1,6
21 M 1929 | 24,16 | False 4,2 0,90 1,5 2,3 False 175 4,2 2,43 1,1 2,0
22 M 1954 | 34,29 | False 5,6 1,95 1,5 3,2 False 110 4,0 3,45 1,3 1,1
23 M 1943 33,1 False 4,1 1,44 1,0 2,4 False 105 4,3 1,07 1,1 2,7
24 M 1952 | 26,57 | False 5,1 0,84 1,1 3,6 False 130 3,8 1,50 1,2 1,9
25 M 1929 | 24,77 | False 4,4 0,78 1,7 2,3 False 105 4,7 0,91 1,5 2,8
26 M 1943 | 31,14 | False 4,9 1,56 1,3 2,9 False 357 3,6 1,91 1,1 1,6
27 7 1940 | 29,69 | True 4,4 2,11 1,0 2,4 False 143 5,1 2,03 1,0 3,2
28 M 1939 | 27,68 | False 4,1 1,09 1,3 2,3 False 122 3,9 1,37 1,1 2,2
29 7 1948 | 31,25 | True 3,8 1,41 1,5 1,7 False 283 4,2 3,41 1,2 1,4
30 7 1940 | 30,39 | False 4,5 2,21 0,7 2,8 False 270 4,0 2,41 0,8 2,1
31 M 1952 | 29,05 | False 4,7 1,30 1,4 2,7 False 166 5,1 2,94 0,9 2,9
32 M 1951 | 29,32 | False 7,0 2,10 1,2 5,2 False 427 7,3 1,97 1,0 5,2
33 M 1935 | 30,39 | True 4,0 0,64 1,5 2,2 True 157 2,9 0,69 1,4 1,2
34 7 1948 | 24,09 | False 5,0 1,61 0,8 3,5 False 169 4,7 1,41 1,0 3,1
35 M 1930 | 26,37 | False 5,0 1,01 1,2 33 False 176 3,5 1,06 1,5 1,5
36 M 1961 | 24,78 | False 6,8 2,30 1,1 4,8 False 224 4,9 1,79 1,0 3,1
37 M 1946 | 28,33 | False 4,6 1,42 1,2 2,7 False 110 3,6 2,92 0,9 1,4
38 M 1940 31,1 True 6,5 1,37 1,5 4,4 False 185 7,0 1,34 1,3 53
39 7 1934 29 False 5,6 3,73 1,6 2,3 False 135 4,7 2,36 1,5 2,1
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CHOL HDL-C | LDL-C LP-PLA, | CHOL TG |HDL-C | LDL-C
P. ¢ | Pohl. | Ro¢ BMI DM vst. TG vst. vst. vst. Reinfarkt 12M 12M 12M 12M 12M
(mmol/1) 12M
(mmol/l) (mmol/l) | (mmol/l) (ng/ml) (mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l)

40 7 1942 | 23,44 | False 5,4 2,13 1,2 3,2 False 471 4,1 1,49 1,4 2,0
41 M 1957 | 25,25 | False 5,7 2,08 1,5 3,2 False 279 4,7 2,93 1,4 2,0
42 7 1935 | 24,39 | False 5,7 1,73 1,0 3,9 False 178 3,9 1,31 1,2 2,1
43 M 1942 | 29,39 | True 4,1 1,88 1,0 2,2 False 216 3,4 2,96 0,9 1,1
44 M 1947 28,4 True 15,4 5,75 False 115 33 3,34 1,6 0,2
45 M 1954 | 33,71 | True 4,8 1,60 1,2 2,9 False 124 4,3 1,65 1,1 2,4
46 7 1954 | 35,11 | False 6,2 1,98 1,6 3,7 False 94 4,6 1,47 1,2 2,7
47 M 1933 | 34,48 | False 5,0 1,72 1,0 3,2 False 122 3,0 2,49 0,7 1,2
48 M 1951 | 24,22 | False 6,8 1,96 1,2 4,8 False 172 3,7 1,27 1,3 1,8
49 M 1933 | 29,17 | False 6,9 2,03 1,6 4,4 True 128 3,6 1,38 0,9 2,1
50 M 1948 | 30,93 | True 4,11 2,40 1,0 2 False 156 6,8 4,99 1,0 4,6
51 M 1950 | 28,72 | True 4,0 1,96 0,9 2,2 False 104 2,6 1,73

52 M 1939 | 23,67 | True 5,9 3,70 1,2 3 False 100 3,5 4,65 0,8 1,4
53 V4 1937 | 25,83 | False 5,6 2,29 1,4 3,1 False 92 4,8 2,87 1,1 2,4
54 7 1938 | 24,61 | True 5,4 2,52 1,1 3,1 False 200 4,5 2,84 1,0 2,2
55 Z 1931 | 22,77 | False 4,8 1,65 1,3 2,7 False 104 2,6 1,69 1,0 0,8
56 M 1938 | 28,91 | False 4,9 2,39 0,9 4,4 False 124 33 3,05 0,9 1,0
57 M 1948 | 27,76 | False 8,0 1,86 1,4 6 False 121 4,7 1,65 1,3 2,6
58 Z 1940 | 26,37 | False 53 0,92 1,7 3,2 False 306 6,0 1,22 1,6

59 7 1930 | 28,76 | True 4,3 2,48 0,9 2,3 False 64 2,4 1,69 1,0 0,6
60 M 1945 | 26,23 | False 5,9 0,67 1,5 4 False 167 33 0,82 1,8 1,1
61 7 1937 33,2 | False 6,5 0,84 1,8 4,3 False 154 3,9 0,93 1,6 1,9
62 M 1941 | 29,34 | True 4,3 2,84 1,3 1,7 False 165 33 1,87 1,0 1,4
63 M 1943 | 23,84 | False 6,0 3,42 1,3 3,1 False 351 7,9 3,06 1,2 54
64 M 1940 23,3 False 4,0 0,95 1,1 2,5 False 91 2,8 1,05 1,1 1,2
65 7 1932 | 30,48 | False 7,1 1,51 1,4 5,4 False 160 5,0 2,15 1,0 3,0
66 M 1937 | 26,59 | False 6,4 2,48 1,1 4,2 False 156 4,1 1,26 1,2 2,3
67 M 1950 | 27,77 | False 6,0 1,33 1,2 4,2 False 137 4,2 1,47 1,0 2,5
68 7 1958 | 27,04 | False 4,7 3,35 1,4 1,8 False 103 5,0 5,65 1,5 1,8
69 M 1947 | 34,72 | False 5,8 0,72 1,0 4,5 False 480 4,7 1,56 1,0 3,0
70 M 1946 | 29,22 | False False 146 3,6 2,52 1,0 1,4
71 7 1937 | 35,32 | False 3,8 1,36 1,1 2,1 False 122 3,7 1,39 1,2 1,9
72 Z 1936 | 28,04 | True 5,8 2,48 1,5 3,1 False 95 4,9 3,93 1,1 2,0
73 M 1935 | 31,44 | False 4,6 1,68 0,9 2,9 False 239 3,5 1,33 1,1 1,8
74 M 1948 | 24,76 | False 5,0 0,75 1,4 3,3 False 200 4,3 1,40 1,4 2,3
75 7 1947 | 30,82 | False 4,9 0,96 1,7 2,7 False 123 4,0 0,80 1,8 1,8
76 M 1932 | 24,49 | False 6,0 1,00 1,4 4,1 False 160 5,0 3,04 0,8 2,8
77 7 1929 | 25,69 | False 4,4 0,99 1,4 2,5 False 144 3,9 1,35 1,4 1,9
78 M 1936 | 22,77 | False 4,9 0,85 1,3 3,2 False 164 3,8 0,52 1,9 1,7
79 M 1959 1959 | False 53 3,37 1,1 2,7 False 266 3,7 1,94 1,0 1,8
80 M 1939 | 23,78 | False 5,5 1,37 1,3 3,6 False 155 3,9 1,18 1,3 2,1
81 M 1962 | 27,68 | False 3,6 3,30 0,9 1,2 False 111 5,7 9,88 0,7 1,1
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CHOL HDL-C | LDL-C LP-PLA, | CHOL TG |HDL-C | LDL-C
P. ¢ | Pohl. | Ro¢ BMI DM vst. TG vst. vst. vst. Reinfarkt 12M 12M 12M 12M 12M
(mmol/1) 12M
(mmol/l) (mmol/l) | (mmol/l) (ng/ml) (mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l)
82 M 1954 | 29,41 | False 6,5 2,25 1,2 4,3 False 137 5,1 1,94 1,5 2,7
83 M 1937 | 25,56 | False False 197 33 1,09 1,4 1,4
84 M 1950 | 31,74 | False 4,2 2,31 0,8 2,3 False 87 4,8 3,19 1,0 2,3
85 M 1963 | 31,56 | False 5,7 1,66 1,2 3,7 False 103 4,7 3,47 1,0 2,1
86 M 1953 | 26,87 | False 6,7 1,84 1,2 4,5 False 106 4,2 1,12 1,4 2,3
87 M 1955 | 29,94 | False 7,2 8,71 0,7 3,2 False 119 6,1 14,17 1,3
88 M 1940 | 24,09 | False 4,0 2,32 0,7 2,2 False 135 3,7 2,46 1,0 1,6
89 M 1948 43,9 True 3 2,42 0,8 1,1 False 138 33 1,9 0,8 1,6
90 M 1931 | 27,77 | True 4,4 1,20 1,1 2,7 False 159 3,1 0,76 1,1 1,7
91 M 1953 | 30,11 | False 3,9 2,34 0,9 1,9 False 101 4,3 3,61 1,0 1,6
92 7 1927 | 29,38 | False 7,2 1,46 1,4 5,1 False 123 4,5 1,14 1,8 2,2
93 Z 1939 | 24,69 | True 6,8 2,39 1,1 5,5 False 205 4,8 3,98 0,7 2,3
94 7 1937 | 28,37 | False 7,7 3,33 1,6 53 False 94 4,8 2,45 1,7 2,0
95 M 1951 | 24,62 | False 5,8 1,65 1,3 3,7 False 106 4,9 1,12 1,2 3,2
96 M 1937 | 24,69 | False 2,9 1,82 1,1 1,0 False 137 33 1,76 1,5 1,0
97 M 1953 | 33,44 | False 7,4 3,43 1,2 4,8 False 80 4,7 2,36 1,1 2,5
98 7 1933 | 22,41 | True 4,6 1,61 1,5 2,4 False 271 6,9 2,67 1,8 3,9
99 M 1936 | 27,76 | False 4,2 1,39 1,8 1,8 False 163 5,4 2,38 1,5 2,8
100 M 1931 | 27,73 | True 3,2 0,89 1,5 1,3 False 144 4,1 1,10 1,8 1,8
101 M 1961 | 27,17 | False 5,1 3,21 0,7 2,9 False 175 4,7 4,54 0,6 2,6
102 M 1945 | 27,82 | False 4,4 2,73 0,8 2,3 False 75 2,1 1,43 0,8 0,6
103 M 1971 | 24,69 | False 4,1 4,95 0,6 2,2 False 123 6,9 7,68 0,8 3,0
104 M 1922 | 25,25 | False 4,3 0,95 1,5 2,3 False 158 3,2 0,86 1,6 1,2
105 M 1936 | 28,73 | False 6,7 3,79 1 4,0 False 237 4,8 8,66 0,7 1,3
106 M 1946 | 28,74 | False 6,2 2,64 0,8 4,2 False 255 8,0 6,51 0,9 4,0
107 M 1940 | 29,39 | False 5,6 1,06 1,6 3,5 False 213 3,9 1,01 1,2 2,2
108 7 1948 | 26,57 | False 4,6 1,04 1,4 2,7 False 167 3.4 2,63 1,0 1,2
109 M 1956 | 28,39 | False 5,2 1,87 0,9 3,4 False 163 7,2 3,79 0,9 5,0
110 M 1954 | 24,69 | True 6,0 2,69 1 3,8 False 640 33 2,66 1,0 1,1
111 M 1950 | 35,35 | True 4,0 2,11 0,7 2,3 False 75 33 2,78 0,8 1,2
112 | M | 1942 | 25,28 | False | 6,3 2,06 1,4 4,0 False 169 3,5 1,01 1,4 1,6
113 7 1937 | 26,03 | False 6,3 1,34 1 5,2 False 165 4,6 0,84 1,0 3,2
114 7 1933 | 27,34 | False 4,3 1,58 1,4 2,2 False 133 4,5 1,23 1,8 2,1
115 M 1953 | 35,29 | False 53 1,13 0,8 4,0 False 128 2,6 1,65 0,7 1,1
116 Z 1942 | 30,86 | False 4,5 2,59 1,1 2,2 False 167 4,6 1,89 1,0 2,7
117 Z 1953 | 44,08 | False 6,3 5,87 1,6 3,3 False 209 6,3 3,45 1,2 3,5
118 7 1928 | 26,77 | True 6,1 2,53 1,2 3,7 False 115 6,3 3,61 1,0 3,6
119 M 1944 | 24,54 | False 6,1 1,19 2,6 3,0 False 162 3,8 0,94 1,5 1,9
120 M 1961 | 28,72 | False 4,9 1,20 1,2 3,1 False 147 3,1 0,77 1,4 1,3
121 M 1949 | 28,83 | False 4,4 0,76 1,5 2,6 False 103 3,3 1,26 1,4 1,3
122 M 1943 | 26,73 | False 5,8 2,26 1 3,8 False 114 3,8 2,39
123 M 1952 | 25,46 | False 3,8 1,81 1,2 1,8 False 163 3,9 2,97 1,0 1,5
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CHOL HDL-C | LDL-C LP-PLA, | CHOL TG |HDL-C | LDL-C
P. ¢ | Pohl. | Ro¢ BMI DM vst. TG vst. vst. vst. Reinfarkt 12M 12M 12M 12M 12M
(mmol/1) 12M
(mmol/l) (mmol/l) | (mmol/l) (ng/ml) (mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l)

124 M 1937 | 23,14 | False 6,7 2,83 1,9 3,5 False 126 4,5 1,11 1,4 2,6
125 M | 1942 | 18,52 | False | 4,2 1,57 1,3 22 False 175 2,8 1,23 1,0 1,2
126 M 1942 | 28,33 | True 5,5 3,28 0,9 3,1 False 185 3,6 4,43 0,8 0,8
127 Z 1945 | 25,39 | False 5,0 1,35 1,1 3,3 False 117 4,8 1,76 1,5 2,5
128 M 1952 | 36,11 | False 5,0 0,78 1,3 3,3 False 130 3,9 3,67 0,8 1,4
129 M 1947 | 30,67 | False 4,5 1,87 0,7 2,9 False 117 2,8 3,54 0,7 0,5
130 M 1956 | 30,16 | False 3,7 2,54 0,8 1,7 False 66 3,2 2,60 0,8 1,2
131 M 1943 | 22,46 | True 4,2 1,24 1,2 2,4 False 131 34 1,28 0,7 2,1
132 Z 1958 | 24,98 | False 4,3 1,80 0,9 2,6 False 114 3,5 1,73 0,8 2,0
133 M 1939 | 26,57 | True 5,2 4,25 1,4 3 False 123 3,2 1,81 1,1 1,3
134 M 1951 | 24,06 | False 6,8 0,83 1,8 4,3 False 103 5,2 2,58 1,3 2,7
135 M 1947 | 30,67 | False 5,7 3,47 1,5 2,6 False 131 4,2 2,42 0,9 2,2
136 M 1926 | 30,42 | False 3,6 1,37 1,5 1,5 False 104 3,2 1,17 1,6 1,1
137 M 1950 | 34,82 | False 6,3 1,48 1,2 4.4 False 106 4,2 2,48 0,8 2,3
138 M 1970 | 30,67 | False 6,3 2,84 0,9 4,1 False 178 5,8 4,29 0,9 2,9
139 M 1939 | 34,29 | False 4,9 1,9 1,1 3 False 162 3,9 1,36 0,9 2,4
140 M 1958 | 31,89 | False 4,9 1,81 0,9 3,5 False 712 4,1 1,69 0,8 2,5
141 7 1955 | 21,34 | False 53 1,17 2,1 2,7 False 135 4,4 1,40

142 M 1952 | 26,08 | False 4,5 2,49 0,9 2,5 False 135 4,6 3,12 1,2 2,0
143 M 1964 | 29,07 | True 5,6 5,00 0,9 3,9 False 269 5,9 1,78 0,9 4,2
144 M 1955 | 27,17 | True 4,7 1,67 1,9 2,1 False 154 4,2 1,66 1,1 2,3
145 7 1941 | 29,27 | False 4,2 1,41 1,4 2,2 False 158 4,5 1,69

146 M 1952 | 28,41 | False 5,2 1,89 1,2 3,1 False 171 5,1 0,84 1,2 3,5
147 7 1950 | 20,28 | False 5,4 0,78 1,4 3,6 False 324 3,8 1,07 1,2 2,1
148 M 1937 | 27,47 | True 5,0 1,09 1,4 3,1 False 225 4,4 1,21 1,1 2,7
149 M 1936 | 31,14 | True 3,9 1,00 1,5 1,9 False 162 4,0 2,73 1,0 1,9
150 7 1941 | 30,82 | False 5,8 3,23 0,7 3,6 False 142 3,6 2,80 0,6 1,7
151 M 1951 27,1 False 4,9 4,66 1,3 2,4 False 164 5,3 2,40 1,8 2,4
152 M 1943 | 30,86 | False 7,9 1,50 1,5 5,9 False 115 4,8 2,36 0,9 2,8
153 M 1937 | 29,32 | True 3,2 0,67 1,8 1,1 True 104 3,0 1,68 1,1 1,1
154 7 1943 | 31,25 | True 4,8 3,05 0,6 2,8 False 167 5,1 2,06 1,3 2,9
155 7 1955 29,3 False 6,1 3,38 1,5 3,0 False 140 5,6 4,90 2,0 2,2
156 M 1940 | 26,58 | False 4,5 2,18 1,5 2,0 False 130 4,6 2,17 1,9 1,7
157 M 1944 | 26,83 | False 6,0 0,83 2,2 34 False 162 3,8 0,98 1,5 1,9
158 M 1954 | 26,23 | False 3,2 1,34 1,0 1,6 False 124 3,4 2,11 0,8 1,6
159 M 1955 | 24,22 | False 4,2 1,32 1,2 2,4 True 145 5,6 5,09 1,1 34
160 M 1940 | 32,51 | False 6,4 1,97 0,9 4,7 False 116 4,8 1,69 0,8 3,2
161 M 1936 | 24,45 | False 6,1 1,58 1,6 3,8 True 214 4,6 2,49 1,3 2,2
162 M 1952 | 26,99 | False 5,9 0,77 2,1 34 False 274 4,8 0,99 1,3 3,0
163 M 1957 | 25,95 | False 4,5 6,46 0,7 1,8 False 158 4,1 4,01

164 M 1943 | 27,46 | True 4,7 1,78 1,1 2,8 False 137 3,6 0,86 1,5 1,7
165 M 1950 | 22,84 | True 5,4 1,96 1,2 3,3 False 140 3,4 0,86 1,2 1,8
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CHOL HDL-C | LDL-C LP-PLA, | CHOL TG |HDL-C | LDL-C
P. ¢ | Pohl. | Ro¢ BMI DM vst. TG st vst. vst. Reinfarkt 12M 12M 12M 12M 12M
(mmol/1) 12M
(mmol/l) (mmol/l) | (mmol/l) (ng/ml) (mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l)
166 M 1929 | 29,41 | False 4,9 1,29 0,6 3,7 False 133 3,5 1,02 0,9 2,1
167 M 1937 | 29,39 | True 5,0 0,77 1,4 3,3 False 214 3,7 1,76 1,0 1,9
168 7 1949 20,9 | False 5,0 0,70 2,2 2,5 False 207 6,0 0,84 2,6 3,0
169 M 1962 | 29,22 | False 6,6 2,48 1,1 4,4 False 95 3,9 1,51 0,9 2,3
170 M 1933 | 23,39 | False 4,0 1,12 1,3 2,2 False 239 3,2 0,67 1,6 1,3
171 7 1952 | 34,53 | False 5,0 2,28 0,9 3,1 False 71 4,6 2,75 1,0 2,3
172 | M | 1944 | 28,7 | False | 1,4 0,46 0,5 0,7 False 154 3,1 1,19 1,0 1,6
173 7 1944 | 23,74 | False 4,0 1,09 1,9 1,6 False 115 3,8 1,32 1,9 1,3
174 M 1940 | 30,04 | False 4,4 1,85 1,8 1,8 False 287 3,8 0,98 1,6 1,8
175 M 1964 | 23,84 | False 5,0 1,28 1,3 3,1 False 180 4,0 1,30 1,3 2,1
176 M 1955 | 22,86 | False 4,9 1,55 1,9 2,3 False 271 5,5 1,02 1,9 3,1
177 M 1935 | 20,29 | True 5,4 0,69 2,3 2,8 False 108 3,3 1,24 1,2 1,5
178 7 1939 | 31,25 | True 7,1 6,95 1,0 3,7 True 171 6,7 4,16 0,7 4,1
179 M 1958 | 26,59 | False 6,6 1,16 1,2 5,4 False 200 4,8 1,62 1,0 3,1
180 M 1942 | 25,85 | False 4,8 1,03 1,3 3,0 True 116 3,3 0,96 1,2 1,7
181 7 1935 | 28,26 | True 4,1 2,07 1,3 1,9 False 115 3,1 1,38 1,2 1,3
182 M 1969 | 33,95 | False 3,1 2,91 0,9 3,9 False 162 3,8 2,49 0,6 2,1
183 7 1941 | 35,32 | True 5,1 0,76 1,7 3,1 False 99 3,1 1,39 1,2 1,3
184 | M | 1941 | 21,3 | False | 4,1 0,71 1,5 23 False 98 32 0,46 1,3 1,7
185 M 1952 | 28,41 | False 5,9 3,44 0,9 3,4 False 154 53 2,18 1,4 2,9
186 M 1958 | 28,37 | False 5,6 2,59 1,1 3,3 False 302 5,1 3,71 0,9 2,5

Pozn.: 1) P. ¢. = pacient ¢islo

2) Pohl. = pohlavi

3) Ro¢. = ro¢nik
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Pfiloha ¢. 2 - 2. ¢ast

LP- LP- | MPO
pLA, | PLA, | 12M CHOL | CHOL | HDL-C | HDL-C | TG TG po LDL-C | LDL-C

P.¢ Pohl. | Roénik pied po pied po pred pred po
pred po (pmol/l) (mmol/l)

(mmol/) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol1) (mmol/l) | (mmol/l)

(ag/ml) | (ng/ml)

1 M 1956

2 7 1932

3 Z 1927

4 M 1948 | 389 435 658 3.6 42 1,5 1,5 0,89 | 0,90 1,7 2.3

5 Z 1927

6 M 1944

7 M 1931

8 M 1962 164

9 M 1944

10 M 1959

11 V4 1938

12 M 1951

13 M 1933

14 M 1937 223

15 M 1965

16 M 1931

17 V4 1935

18 M 1944

19 M 1951

20 M 1947

21 M 1929

22 M 1954

23 M 1943

24 M 1952

25 M 1929

26 M 1943 1317

27 V4 1940

28 M 1939

29 7z 1948 326 250 383 3,8 4,2 1,5 1,3 1,39 1,45 1,7 2,2

30 7 1940 1277

31 M 1952

32 M 1951 448

33 M 1935

34 V4 1948

35 M 1930

36 M 1961 150 205 4.6 5,0 0,9 0,8 2,28 2,93 2,7 2.9

37 M 1946

38 M 1940
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LP- LP- | MPO
pa, | pLa, | 12 CHOL | CHOL | HDL-C | HDL-C | TG TG po LDL-C | LDL-C
P. ¢ Pohl. | Roénik pred po pred po pred pred po
pred po (pmol/l) (mmol/1)
(mmol/l) | (mmoll) | (mmoll) | (mmoll) | (mmol/l) (mmol/l) | (mmol/)
(ng/m) | (ng/m)
39 V4 1934
40 7z 1942 485 385 333 7,2 6,6 1,4 1,5 2,16 2,28 4.7 4,1
41 M 1957 | 282 235 797 5,0 4,6 1,6 1,5 1,52 | 2,19 2,7 2,1
42 7 1935
43 M 1942 215
44 M 1947
45 M 1954
46 Z 1954
47 M 1933
48 M 1951
49 M 1933
50 M 1948
51 M 1950
52 M 1939
53 V4 1937
54 Z 1938
55 V4 1931
56 M 1938
57 M 1948
58 7 1940 137
59 7 1930 189
60 M 1945
61 V4 1937
62 M 1941
63 M 1943 313 297 424 6,2 5,6 1,3 0,9 1,73 1,46 4.1 4,0
64 M 1940
65 V4 1932
66 M 1937
67 M 1950
68 V4 1958
69 M 1947 376 241 193 6,2 3,4 1,2 1,1 1,98 0,74 4,1 2,0
70 M 1946
71 V4 1937
72 Z 1936 157
73 M 1935 290 229 4,6 3,9 1,2 1,5 0,96 0,92 3,0 2,0
74 M 1948 163 181 4.4 4.4 1,7 1,4 1,06 1,12 2,2 2,5
75 Z 1947
76 M 1932
77 V4 1929
78 M 1936
79 M 1959 160
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LP- LP- | MPO
PLA, | PLA, | 12 CHOL | CHOL | HDL-C | HDL-C | TG TG po LDL-C | LDL-C
P. ¢ Pohl. | Roénik pred po pred po pred pred po
pred po (pmol/l) (mmol/1)
(mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmoll) (mmol/l) | (mmol/l)
(ng/ml) | (ng/ml)
80 M 1939
81 M 1962
82 M 1954
83 M 1937 2,6 3,8 1,2 1,2 1,32 1,39 0,8 2,0
84 M 1950
85 M 1963
86 M 1953
87 M 1955
88 M 1940 141
89 M 1948
90 M 1931
91 M 1953 236
92 V4 1927
93 7 1939 133
94 V4 1937
95 M 1951
96 M 1937
97 M 1953
98 7 1933 170 479 4,5 1,4 1,65 23
99 M 1936 257
100 M 1931
101 M 1961
102 M 1945
103 M 1971
104 M 1922
105 M 1936 525
106 M 1946 125
107 M 1940 245 123 4.5 3,2 1,4 1,2 0,87 1,09 2,7 1,5
108 V4 1948
109 M 1956
110 M 1954 433 478 3.4 3,5 1,2 1,2 1,6 1,74 2,2 2.3
111 M 1950
112 M 1942
113 V4 1937
114 7 1933
115 M 1953
116 V4 1942
117 7z 1953 226 7,4 1,5 3,37 4.4
118 V4 1928
119 M 1944
120 M 1961
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LP- LP- | MPO

pLA, | PLA, | 12M CHOL | CHOL | HDL-C | HDL-C | TG TG po LDL-C | LDL-C

P. ¢ Pohl. | Roénik . pred po pred po pred pred po
pred po (pmol/) (mmol/l) | (mmoll) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmoll) (mmelh (mmol/) | (mmol/l)
(ng/ml) | (ng/ml)

121 M 1949

122 M 1943

123 M 1952

124 M 1937

125 M 1942

126 M 1942

127 Z 1945

128 M 1952

129 M 1947

130 M 1956 162

131 M 1943

132 Z 1958

133 M 1939

134 M 1951

135 M 1947

136 M 1926

137 M 1950

138 M 1970

139 M 1939

140 M 1958 755 782 590 4,9 4,5 1,0 0,9 1,56 2,82 3,2 2.3

141 V4 1955

142 M 1952

143 M 1964

144 M 1955

145 V4 1941

146 M 1952 226

147 7 1950 | 280 247 193 4,1 33 1,2 0,9 1,09 | 0,94 2,4 1,9

148 M 1937 308 5,2 5,3 1,4 1,3 1,11 0,85 3,3 3,6

149 M 1936

150 V4 1941

151 M 1951

152 M 1943

153 M 1937

154 V4 1943

155 Z 1955

156 M 1940 116

157 M 1944

158 M 1954

159 M 1955

160 M 1940

161 M 1936 | 217 198 111 6,3 4,9 1,5 1,3 133 | 1,27 4.2 3,0
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LP- LP- MPO
PLA, PLA, M CHOL | CHOL | HDL-C | HDL-C TG TG po LDL-C | LDL-C
P. ¢ Pohl. | Roénik pred po pred po pred pred po
pred po (pmol/l) (mmol/1)
(mmol/l) | (mmoll) | (mmoll) | (mmol1) | (mmoli) (mmol/l) | (mmol/l)
(ng/ml) (ng/ml)
162 M 1952 1065 167 5,8 1,8 0,84 3,6
163 M 1957
164 M 1943
165 M 1950
166 M 1929
167 M 1937 247 248 4,2 3,7 1,1 0,9 1,15 0,97 2,6 2,4
168 Z 1949 174 158 4,4 54 2,5 2,4 0,69 0,92 1,6 2,5
169 M 1962
170 M 1933 259 141 340 34 2,8 1,6 1,4 1,04 0,9 1,8 1,4
171 7 1952
172 M 1944
173 Z 1944
174 M 1940 299 227 404 3,9 3,6 1,8 1,6 1,21 0,91 1,5 1,5
175 M 1964
176 M 1955 275 228 374 6,5 6,4 2,3 1,5 1,75 1,51 3.4 4,2
177 M 1935
178 Z 1939
179 M 1958 262 205 4,4 4,4 1,0 0,9 1,59 1,09 2,7 3,0
180 M 1942
181 Z 1935
182 M 1969
183 7 1941 371
184 M 1941
185 M 1952
186 M 1958 326 209 275 5,2 34 0,9 0,8 2,14 1,43 3,3 1,9
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Priloha €. 2 - 3.¢ast

OPN RESIS |RESIS |APN
OPNpo | | . APN po
P. ¢ Pohl. Roénik | pred pred po pred
(ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)
1 M 1956
2 7 1932
3 Z 1927
4 M oas [P o6 |iasst [sse9 |ease | 6382
mereni
5 z 1927
6 M 1944
7 M 1931
8 M 1962
9 M 1944
10 M 1959
11 7 1938
12 M 1951
13 M 1933
14 M 1937
15 M 1965
16 M 1931
17 Z 1935
18 M 1944
19 M 1951
20 M 1947
21 M 1929
22 M 1954
23 M 1943
24 M 1952
25 M 1929
26 M 1943
27 Z 1940
28 M 1939
N chyba
29 Z 1948 24,59 19687 10089 | 10567 |9507
mereni
30 Z 1940
31 M 1952
32 M 1951
33 M 1935
34 Z 1948
35 M 1930
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OPN RESIS |RESIS |APN

P.¢ Pohl. Roc¢nik | pred OPN po pied po pred APNpo

(ng/ml) (ng/ml)

(ng/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)
chyba

36 M 1961 13,31 3684 3844  [3325 3252
mereni

37 M 1946

38 M 1940

39 Z 1934

40 Z 1942 8,6 12,01  |5342  |5555 6524|5175

a1 M 057 | ™™ loas 6134 |28686 |20004 | 10532
mereni

42 7 1935

43 M 1942

44 M 1947

45 M 1954

46 Z 1954

47 M 1933

48 M 1951

49 M 1933

50 M 1948

51 M 1950

52 M 1939

53 V4 1937

54 7 1938

55 Z 1931

56 M 1938

57 M 1948

58 Z 1940

59 Z 1930

60 M 1945

61 7 1937

62 M 1941

63 M 1943 8,6 2,48 8068 | 6584 10615 | 6776

64 M 1940

65 V4 1932

66 M 1937

67 M 1950

68 Z 1958

69 |M a7 1944 | ls2s6  [s06a  |7950 |21

merent
70 M 1946
71 V4 1937
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OPN RESIS |RESIS |APN

P.¢ Pohl. Roc¢nik | pred OPN po pied po pred APNpo

(ng/ml) (ng/ml)

(ng/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)

72 Z 1936
chyba chyba

73 M 1935 " 7671 4862 10553 |2671
mereni mereni
chyba

74 M 1948 . |86 7051 8419 10032 5563
mereni

75 Z 1947

76 M 1932

77 Z 1929

78 M 1936

79 M 1959

80 M 1939

81 M 1962

82 M 1954
chyba

83 M 1937 .. 186 7791 9337 6221 5680
mereni

84 M 1950

85 M 1963

86 M 1953

87 M 1955

88 M 1940

89 M 1948

90 M 1931

91 M 1953

92 Z 1927

93 Z 1939

94 Z 1937

95 M 1951

96 M 1937

97 M 1953

98 7 1933 24,34 8158 6179

99 M 1936

100 M 1931

101 M 1961

102 M 1945

103 M 1971

104 M 1922

105 M 1936

106 M 1946

107 M 1940 28,63 9,96 6548 8841 12946 10878

108 |Z 1948

109 M 1956
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OPN RESIS |RESIS |APN
P.¢ Pohl Roc¢nik | pred OPN po pied po pred APNpo
(ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)
110  |[M 1954 13,86 |5,69 5749 5748 4154 4208
111 M 1950
112 |M 1942
113 7 1937
114 7 1933
115 |[M 1953
116 7 1942
117 7 1953 13,41 7867 8826
118 7 1928
119 |M 1944
120 (M 1961
121 M 1949
122 |M 1943
123 |M 1952
124 |M 1937
125 |M 1942
126 |M 1942
127 |Z 1945
1286 |M 1952
129 |M 1947
130 (M 1956
131 M 1943
132 Z 1958
133 |M 1939
134 |M 1951
135 |[M 1947
136 |M 1926
137 |[M 1950
138 |M 1970
139 |[M 1939
140 (M o5 1081 | ™™ 6461 [12344 |2538 | o437
merent
141 Z 1955
142 |M 1952
143  |M 1964
144 |M 1955
145 7 1941
146 |M 1952
147 |7 1950 5,39 18,41  |4971 7789 3230 6205
148 |[M 1937 4,75 4887 9153
1499 |M 1936
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OPN RESIS |RESIS |APN
P.¢ Pohl Rocénik | pred OPN po pred po pred APNpo
(ng/ml) (ng/ml)
(ng/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)
150 V4 1941
151 M 1951
152 |M 1943
153 |[M 1937
154 7 1943
155 Z 1955
156  |M 1940
157 |M 1944
158 |[M 1954
159 |M 1955
160  |[M 1940
161 |[M 036 | lisa1 |7105 [s227  [ss27 | 7251
mereni
162 |M 1952 7,87 5286 11367
163 |M 1957
164 |M 1943
165 |M 1950
166  |M 1929
167 |M 1937 19 2647 |5796  |4911 5131 4537
. chyba
168 |Z 1949 129,91 [11005 | 4750 11348 [8930
mereni
169 |M 1962
chyba
170 |M 1933 110,39 | 6892 6776 6320 5981
mereni
171 7 1952
172 |M 1944
173 Z 1944
174 |M 1940 15,9 57,8 8791 4776 5720 8829
175  |M 1964
176 |[M 1955 13,5 14,9 6477 3903 <40,55 | 12260
177 |[M 1935
178 Z 1939
179  |M 1958 12,96 [5.39 7934 8511 8309 5054
180 |[M 1942
181 7 1935
182 |M 1969
183 Z 1941
184 |M 1941
185  |[M 1952
186 |M 1958 12,58 [17,65 [3802  |4939 8075 10287
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Ptiloha €. 3 Hodnoty namé&fenych koncentraci APN, OPN, RESIS, Lp-PLA,
u souboru 26 pacientti po IM pted a po navyseni 1é¢ebnych davek statind

Lp-PLA,
Lp-PLA, po OPN OPN RF:SIS RI?ISIS APN APN
. . pred pred .
P.& Pohl. | Rog pred | (ng/mb) | pFed po ogm) | pem) | P Po
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 7 1953 226 13,41 7867 8826
2 Z 1950 280 247 5,39 18,41 4971 7789 3230 6205
3 Z 1933 170 24,34 8158 6179
4 M 1936 217 198 0 18,41 7105 5227 8827 7251
5 M. 1948 389 435 0 7,62 14857 8569 6456 6382
6 7 1949 174 158 0 29,91 11005 4750 11348 8930
7 M 1957 282 237 0 2,48 6134 28686 20904 10532
8 M 1955 275 228 13,5 14,9 6477 3903 <40,55 12260
9 M 1948 163 181 0 8,6 7051 8419 10032 5563
10 M 1940 245 123 28,63 9,96 6548 8841 12946 10878
11 M 1943 313 297 8,6 2,48 8068 6584 10615 6776
12 M. 1958 326 209 12,58 17,65 3802 4939 8075 10287
13 M 1952 1065 7,87 5286 11367
14 M 1954 433 478 13,86 5,69 5749 5748 4154 4208
15 Z 1942 485 385 8,6 12,01 5342 5555 6524 5175
16 M 1937 247 248 19 26,47 5796 4911 5131 4537
17 M 1937 308 4,75 4887 9153
18 M 1940 299 227 15,9 57,8 8791 4776 5720 8829
19 M 1958 262 205 12,96 5,39 7934 8511 8309 5054
20 M 1961 150 205 0 3,31 3684 3844 3325 3252
21 M 1935 290 229 0 0 7671 4862 10553 2671
22 M 1958 755 782 10,81 0 6461 12344 2538 9437
23 M 1947 376 241 19,44 0 5256 5964 7950 2194
24 7 1948 326 250 24,59 0 9687 10089 10567 9507
25 M 1937 143 194 0 8,6 7791 9337 6221 5680
26 M 1933 259 141 0 10,39 6892 6776 6320 5981
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Priloha ¢. 4 Naméiené koncentrace parametrt u zdravé - kontrolni skupiny

CHOL TG HDL-C | LDL-C Lp- OPN | RESIS APN
P.¢ Pohl. Ro¢ (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) PLA. MPO (ng/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)
(ng/ml) | (pmol/l)
1 7 1977 4,8 1,18 1,3 3,4 165 3,31 7981 7642
2 V4 1965 6,8 1,49 2,2 5,0 174 <1,05 5532 7970
3 7 1968 4 1,38 1,2 2,8 118 2,48 37056 8703
4 V4 1960 5,5 0,77 2,1 3,8 146 <1,05 7468 5929
5 7 1973 3,1 1,21 1,2 1,8 125 1,54 3884 7690
6 Z 1964 5,0 0,52 1,9 2,9 241 97 3,31 5465 9414
7 Z 1974 5,5 0,72 1,8 4,1 175 69 4,75 5762 10027
8 Z 1965 5,2 1,53 1,6 3,5 126 2,48 11331 6994
9 Z 1979 4,2 0,64 1,3 2,6 200 88 4,75 7987 7404
10 7 1968 4,7 1,91 1,8 2,0 <1,05 8528 10150
11 Z 1953 5,8 0,94 1,8 3,9 228 82 10,81 9989 5036
12 Z 1976 4,9 0,68 1,7 34 130 <1,05 11134 7322
13 Z 1958 4,5 0,69 1,8 2,4 169 67 2,48 8706 8127
14 V4 1966 4,2 0,51 1,6 2,9 197 4,06 6887 4784
15 7 1964 4,6 0,95 1,6 2,9 179 4,75 6797 9540
16 Z 1963 5,7 0,91 1,6 4,0 138 2,48 4819 <40,55
17 7 1954 4,6 0,74 1,6 2,3 250 143 1,54 2608 7700
18 M 1971 4,4 1,14 1,3 2,6 176 139 4,75 6123 5444
19 M 1977 4,5 1,13 1,6 24 151 153 4,06 7691 6806
20 M 1966 7,6 3,11 1,2 5,0 207 137 6,28 6856 4970
21 V4 1977 4,1 1,09 1,3 2,4 116 3,31 7395 7618
22 M 1974 4,9 1,59 1,6 2,6 160 156 4,41 6007 4970
23 V4 1975 3,1 0,81 0,9 2,3 127 6,56 5387 5116
24 M 1967 5,4 5,4 0,9 2,8 121 663 2,48 7605 5777
25 7 1967 4,8 1,48 1,5 2,8 107 2,91 8277 7298
26 M 1971 4,6 1,98 0,7 34 164 144
27 Z 1979 3,4 0,47 1,9 1,3 209
28 Z 1971 3,9 0,86 1,2 2,5 150
29 M 1980 5,5 1,91 1,4 3,8 135
30 Z 1971 | 43 1,28 1,6 2,7 146
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