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Abecedni seznam zkratek uzitych v textu
acetyl-CoA — acetylkoenzym A
acetyl-KAR — acetylkarnitin

ACP — kysela fosfataza

acyl-CoA — acylkoenzym A

acyl-KAR — acylkarnitin

ADMA — asymetricky dimethylarginin
AGE latky — advanced glycation end-products
ALP — alkalicka fosfataza

AOPP — advanced oxidation protein products
ATP — adenosintrifosfat

b-ALP — kostni izoenzym ALP

v-BB — y-butyrobetain

BMI — body mass index

CACT — karnitinacylkarnitintranslokaza
CAT - karnitinacetyltransferaza

CoA —koenzym A

CPT — karnitinpalmitoyltransferaza

CRP — C-reaktivni protein

DNA — deoxyribonukleova kyselina
DRCD - dialysis-related carnitine disorder
eNOS — endotelialni NO syntaza

EPO - erytropoetin

GF — glomerularni filtrace

GPx — glutathionperoxidaza



GSH - redukovany glutathion

Hb — hemoglobin

Hcy — homocystein

HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté

HTML — B-hydroxytrimethyllysin

IF — impact factor

K3EDTA — draselna stl kyseliny etylediaminotetraoctové
KAR — L-karnitin

LDL - lipoproteiny o nizké hustoté

Lp(a) — lipoprotein (a)

MDA — malondialdehyd

MICS — malnutrition-inflammation complex syndrome
MK — mastné kyseliny

NADH - nikotinamidadenindinukleotid

NO - oxid dusnaty

OC — osteokalcin

OCTN2 — organic cation/carnitine transporter

OPG - osteoprotegerin

oxLDL — oxidované LDL ¢astice

PTH — parathormon

RANK - receptor activator of nuclear factor NF-xB
RANKL — receptor activator of nuclear factor NF-kB-ligand
rHuEPO — rekombinantni lidsky erytropoetin

SOD - superoxiddismutaza

TAG — triacylglyceroly



TBARS — thiobarbituric acid-reactive substances
TMABA — y-trimethylaminobutyraldehyd

TML — e-N-trimethyllysin

VLDL - lipoproteiny o velmi nizké hustoté

VR — volné radikaly



1. Uvod

Vzhledem k demografickému vyvoji populace je problematika chronickych rendlnich
onemocnéni spojenych s nahradou funkce ledvin velice aktudlni. Se stale se zvySujicim
poctem osob vysokého véku doslo za poslednich 30 let k rapidnimu narastu poctu 1é¢enych
pacientdl. V pocatcich rozvoje hemodialyzacni 1€cby, v 60. az 70. letech minulého stoleti, byly
pokrocily v€k a pfidruzené nemoci povazovany za kontraindikace zarazeni do dialyza¢niho
programu. Diivodem byl nedostatek dialyza¢nich kapacit a nedokonala dialyzacni
technologie. Technicky pokrok a finan¢ni zajiSténi umoznily, Ze od 80. let se v zemich
s rozvinutou ekonomikou pravidelné dialyzacni 1éCeni s moznosti transplantace ledvin stalo
rutinni a dostupnou metodou pro vSechny pacienty, kteti dospéli do stadia nezvratného
renalniho selhani. Nasledné se pocet 1écenych prudce zvysil a zvysuje se dosud. Naptiklad
v USA v soucasné dob¢ postihuje chronické onemocnéni ledvin okolo 19 milionti dospélych
pacientil a jeho incidence se neustdle zvySuje [Snyder & Pendergraph, 2005]. Tento trend je
zpisoben jak technickym pokrokem a vyssi dostupnosti dialyzacni terapie, tak snizujici se
mortalitou na pfidruzend onemocnéni, zejména kardiovaskularni. Vyznamnym faktorem je
také rostouci pocet diabetikl v populaci, kteti dnes piedstavuji vice nez 35 % pacientli na
dialyze [Cibulka et al., 2005].

Chronické renalni onemocnéni je charakterizovano postupnym zhor§ovanim
ledvinnych funkci a mize dospét az do terminélni faze rendlniho selhani. V poslednich letech
doslo ke zméné¢ v klasifikaci chronického renélniho selhani do 5 stadii podle hodnoty
glomerularni filtrace (GF) [Levey ef al., 2005]. V patém stadiu (GF < 15 ml/min, tj. < 0,25
ml/s) jiz ledviny nejsou schopny udrzet s zivotem slucitelné slozeni vnitiniho prostiedi ani za
bazélnich podminek, specidlnich dietnich a medikament6znich opatfeni a ve vyrovnané
metabolické situaci organismu. K prodlouZeni zivota nemocného je nutné pouziti metod

nahrazujicich funkci ledvin. Bez pouziti téchto metod se vyviji soubor klinickych ptiznak,



ktery oznacujeme jako uremicky syndrom (nauzea, zvraceni, krvavé prijmy, polyneuropatie,
koéma, perikarditida aj.). Mezi techniky nahrazujici funkci ledvin patii peritonealni dialyza,
hemodialyza a jiné extrakorporalni o¢istovaci procedury a transplantace ledvin. Existence
dialyzac¢nich technik umoznuje na jedné stran¢ dlouhodobé pieziti nemocnych, na druhé
stran¢ vSak vede k rozvoji nékterych metabolickych poruch, které se dfive pro timrti pacienta
nestacily manifestovat [Cibulka & Racek, 2007]. Patogeneze téchto metabolickych poruch je
velmi slozitd, ale v principu v sobé zahrnuje procesy kumulace, deficitu a poruchy regulace
jednotlivych metabolickych déji.

V procesu kumulace hraji vyznamnou ulohu poruchy vylucovaci funkce ledvin, které
se projevuji retenci metabolitii (kreatinin, urea, elektrolyty, voda aj.). Uplatiiuje se i nadmérna
tvorba metabolitl pfi katabolickych procesech nebo alternativni cesty metabolismu. Nasledky
kumulace ¢astecné pozitivne ovliviiuje dialyza nebo jiné ocistovaci metody.

Deficit substratli v organismu je dan jednak nedostate¢nym piijmem v potravé ¢i
poruchou absorpce, jednak jejich zvySenou ztratou . V nékterych ptipadech dochazi k témto
zvySenym ztratam pii dialyze pies hemodialyza¢ni membranu. Velmi vyznamnou roli zde
hraje poruSend syntéza dilezitych metabolickych regulatort (erytropoetin, aktivni vitamin D
aj.).

Nasledky hromadéni nékterych latek a deficit tvorby jinych se mize pak projevit
v poruchéach regulace a v stimulaci alternativnich cest metabolismu [Cibulka & Racek, 2007;
Cibulka et al., 2005].

Vyse uvedené faktory vedou k fad€ komplikaci u nemocnych jak v predialyza¢nim
obdobi, tak pfi dialyzacnim 1éCeni. Pravidelna dialyzacni 1écba sice vede k snizeni kumulace
latek, ale nezabrani deficitu. Naopak jej v n¢kterych ptipadech jesté zvysi ztratami pii dialyze.
Populace dialyzovanych nemocnych patii také proto k velmi rizikové skupiné osob. Tito

nemocni jsou ohrozeni napiiklad ptfed¢asnym a rychlym rozvojem ateroskler6zy vcetné jejich



zavaznych komplikaci, poruchami nutrice, chronickym zanétlivym stavem, oxidacnim
stresem, vznikem sekundarni a eventudlné i tercidlni hyperparathyredzy, anémii a jinymi
zavaznymi chorobami, které zhorsuji jejich prognozu a kvalitu zivota [Cibulka & Racek,

2007; Durak et al., 1994; Lindner et al., 1974, Silver, 2000].

2. Metabolické zmény u nemocnych v terminalni fazi onemocnéni ledvin
2.1. Acidobazicka rovnoviaha

U nemocnych v pokrocilejsich stadiich ledvinnych chorob se ¢asto setkavame
s poruchami acidobazické rovnovahy. Metabolicka acid6za se vyskytuje u vétSiny pacientt, u
nichz poklesne GF pod 25 % normalu. Stupen acidozy koreluje se zavaznosti renalniho
postizeni a zvySuje se s poklesem GF [Kraut & Kurtz, 2005]. U mirnéjsi chronické renalni
insuficience byva metabolicka aciddza zejména disledkem sniZzené schopnosti ledvinnych
tubuld reabsorbovat hydrogenuhli¢itany a vylu¢ovat amonné ionty. Vznika hyperchloremicka
acidoza s normalni nebo jen mirné¢ zvySenou hodnotou anion gap. V pokrocilejsich stadiich
renalniho selhani dochazi k hromadéni kyselych metaboliti, které postizené ledviny jiz nejsou
schopny v dostate¢né mife vylu¢ovat (jedna se zejména o fosfaty a sulfaty), a vznika
metabolicka acidéza se zvySenou hodnotou anion gap [Kovacic et al., 2003]. Acidoza
v terminalni fazi onemocnéni ledvin se oznacuje jako uremicka [Oh et al., 2004].

Mezi klinické nasledky uremické acidozy patii hlavné negativni dusikova bilance,
renalni kostni choroba, nechutenstvi, inava, hormonalni abnormality, snizena citlivost
k inzulinu, hyperkalémie, zhorSena glukoneogeneze, poruchy tukového metabolismu aj.

[Kovacic et al., 2003; Kraut & Kurtz, 2005].
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2.2. Ukazatele nutrice a chronického zanétu
2.2.1. Metabolismus proteint

K poruse metabolismu proteinti u renalnich onemocnéni dochézi témét vzdy, klesne-li
funkce ledvin k velmi nizkym hodnotam. V predialyza¢nim obdobi mtize hrat roli nevhodné
sestavena nizkoproteinova dieta. Bezpec¢na nizkoproteinova dieta (0,6 g/kg/den) by neméla
vést k negativni dusikové bilanci organismu. Castgji jsou zmény v metabolismu bilkovin
zpusobeny kombinovanou (proteino-energetickou) malnutrici v disledku nechutenstvi
(uremicka malnutrice). Ta je charakterizovana pozvolnou ztratou svalové hmoty, poklesem
sérové koncentrace kreatininu, albuminu a prealbuminu. Je pfitomna ptiblizné u 20 az 50 %
dialyzovanych pacientt [Ikizler, 2004]. Na jeji vznik maji vliv také ptipadné ztraty bilkovin
moci, ztraty aminokyselin pfi hemodialyze a metabolicka acidéza [Kovacic ef al., 2003;
Mehrotra et al., 2003]. Bylo prokazéano, Ze uremickd malnutrice zvySuje mortalitu a morbiditu
hemodialyzovanych nemocnych [Ikizler ef al., 1999; Kopple, 1994], a ze je velmi Casto
kombinovéna s chronickym zanétlivym stavem (malnutrition-inflammation complex

syndrome — MICS) [Kalantar-Zadeh et al., 2003].

2.2.2. Metabolismus sacharidi

Nemocni v chronické renalni insuficienci Casto trpi poruchou metabolismu sacharidi
se sklonem k hyperglykémii a hyperinzulinismu na zéklad¢ periferni inzulinové rezistence.
Diabetici predstavuji vice nez 35 % pacientl na dialyze [Cibulka ef al., 2005], nicméné
nediabeticti dialyzovani nemocni maji také Casto porusSenou glukézovou toleranci
[Alvestrand, 1997]. Pficina neni zcela jasna, mize se jednat o snizeni aktivity glykolytickych
enzymu v disledku hromadéni riznych uremickych toxini (hippurat, acylové zbytky),
nedostatené fyzické aktivity, pfitomnosti metabolické acidozy, hyperparathyredzy ¢i

nedostatku vitaminu D [Cibulka et al., 2005; Rasi¢-Milutinovi¢ et al., 2000]. Inzulinova
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rezistence muze byt nezavisly faktor zptsobujici hypertenzi [Ferrannini ez al., 1987] a
prispiva k vysoké kardiovaskularni morbidité a mortalité nemocnych s chronickym renalnim
selhanim [Shinohara et al., 2002; Shoji et al., 2001]. Zakladni pfi¢inou miize byt zhorSena
syntéza oxidu dusnatého (NO) v endotelu téchto pacientti. Bylo prokdzano, ze nalezité
fungujici endotelialni NO syntaza (eNOS) je dilezita nejen pro regulaci krevniho tlaku, ale

také sacharidového a lipidového metabolismu [Duplain ef al., 2001].

2.2.3. Metabolismus lipidu

Poruchy metabolismu sacharidti maji tésny vztah k porucham metabolismu lipidi. U
nemocnych s chronickou rendlni insuficienci nachdzime zejména zvySenou hodnotu
triacylglycerolt (TAQG), lipoproteinti o velmi nizké hustoté (VLDL) a ¢astecné i lipoproteinii
o nizké hustoté (LDL). Naproti tomu hladiny lipoproteint o vysoké hustot¢ (HDL) byvaji u
téchto pacientl nizsi. V patogenezi téchto poruch se pravdépodobné podili jak zvySena
tvorba, tak porusené odbouravani nékterych lipidi. To se tyka predevsim TAG, kde jejich
zvySena hladina koresponduje s hyperinzulinémii nalacno. Pfedpoklada se zde vystupniovana
jaterni syntéza TAG stimulovana inzulinem a zaroven porucha mitochondrialni beta-oxidace
mastnych kyselin (MK) zptisobena nedostatkem L-karnitinu (KAR), které se vyskytuje
zejména u hemodialyzovanych nemocnych [Ahmad et al., 1990; Cibulka et al., 2005;
Guarnieri et al., 1992]. Hladiny LDL mohou byt sice normalni, ale Casto se jedna o podttidu
vysokodenznich malych ¢astic oznacovanych jako LDL3, které maji nejvétsi aterogenni
ucinek. Hladiny HDL byvaji jednak snizené, a navic jsou HDL ¢astice strukturalné
modifikované nasledkem chronického zanétlivého stavu [Cibulka & Racek, 2007].

Nékteré studie popisuji tzv. reverzni epidemiologii tradi¢nich rizikovych faktort
rozvoje aterosklerozy (véetné jednotlivych slozek lipidového spektra) u nemocnych

s chronickym renalnim selhanim. Za tento fenomén je pravdépodobné zodpovédny rozvoj
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MICS. Jelikoz MICS zpusobuje snizeni body mass indexu (BMI), cholesterolémie,
kreatininémie, homocysteinémie aj., mohou hypercholesterolémie, nadvaha, vyssi sérové
hladiny kreatininu ¢i homocysteinu paradoxné vést k lepsi prognéze nemocnych s chronickym
renalnim selhanim [Kalantar-Zadeh et al., 2003; Kalantar-Zadeh et al., 2005].

Lipoprotein (a), Lp(a), je lipoproteinova castice tadici se (podle hustoty a struktury) k
lipoproteiniim o nizké hustoté. M4 vsak navic typicky apolipoprotein (a), ktery jevi vysoky
stupent homologie se strukturou pazminogenu. Pro sviij vyrazny antifibrinolyticky efekt a
podporu prolifera¢nich déji v cévni sténé patii Lp(a) k dilezitym nezavislym rizikovym
faktoriim rozvoje aterosklerdzy. Nejvyssi hladiny Lp(a) byly nalezeny u nemocnych s
rendlnim selhdnim lé¢enych hemodialyzou z diivodu zaniku funkéniho parenchymu ledvin,

ktery se vyznamné podili na katabolismu Lp(a) [Kronenberg et al., 1996].

2.3. Renalni anémie

Anémie pacientll s chronickym selhanim ledvin (rendlni anémie) ma vice pficin. Podili
se na ni zejména nedostate¢na produkce erytropoetinu (EPO) v disledku ubytku funkéniho
parenchymu ledvin, a dale pak hemolyza zplisobena volnymi radikaly leukocytl vzniklych
jejich stykem s dialyzacni membranou [Eiselt et al., 1999]. Mezi dalsi faktory patii uremické
toxiny, které mohou vést k hemolyze a tim ke snizenému piezivani erytrocyti o tfetinu az
polovinu. Nékdy se uplatni na hloubce anémie také parathormon (PTH), proteinova
malnutrice [Eschbach & Adamson, 1985] a deficit zeleza [Santoro, 2002].

Renélni anémie je nezavislym rizikovym faktorem rozvoje srde¢niho selhani a
prediktorem mortality u hemodialyzovanych pacientii [Golper et al., 2003].

Pii 1é€bé rendlni anémie se vyuziva zejména suplementace rekombinantnim lidskym
EPO (rHuEPO), ktera je vSak u nékterych pacientli malo G¢inna. Nedostatecna citlivost

k rHUEPO se spolupodili na vzniku mnohych symptomd, které snizuji kvalitu Zivota

13



nemocnych (nizsi tolerance zatéze, zhorSeni kognitivnich funkei, nechutenstvi, nespavost,
deprese aj.). Tyto symptomy mohou byt zejména u pacientli na dialyze ¢astecné zpiisobeny
také deficitem KAR (dialysis-related carnitine disorder — DRCD), ktery ma negativni vliv na
tvorbu a prezivani erytrocytll. Neékteré studie prokazaly ptiznivy ucinek suplementace KAR
na ¢erveny krevni obraz u hemodialyzovanych nemocnych [Golper ef al., 2003].

Hepcidin je bilkovina, kterd jednak snizuje vstifebavani zeleza v duodenu, jednak brani
uvoliiovani zeleza z makrofagi. Jeho syntéza a aktivita je indukovana chronickym zanétlivym
stavem, k jeho retenci dochazi pti snizeni GF. Zvysena koncentrace hepcidinu se taktéz
spolupodili na poruse vstiebavani a utilizace zeleza a tim na vzniku anémie Spatné reagujici

na lécbu rHUEPO u pacientli na dialyze [Deicher & Horl, 20041].

2.4. Renalni osteodystrofie

Rendlni kostni choroba (renalni osteodystrofie ¢i osteopatie) je zdvaznym problémem
u pacientd s chronickym selhanim ledvin. Jedna se o multifaktorialni poruchu kostni
remodelace, ktera zahrnuje stavy s vysokym i nizkym kostnim obratem. Stavy s vysokym
kostnim obratem (osteitis fibrosa) jsou nasledkem plisobeni sekundarni hyperparathyredzy na
kostni tkan. Stavy s nizkym kostnim obratem, jejichz prevalence neustale nartsta, jsou
reprezentovany zejména adynamickou kostni chorobou, méné ¢asto osteomalacii.

V klinickém obraze jde vétSinou o kombinaci vysokoobratové a nizkoobratové osteopatie,
vétSinou vsak jeden z téchto stavll prevazuje [Gonzalez & Martin, 2001].

Zakladni pticinou renalni osteodystrofie je porucha metabolismu vitaminu D, jejimz
zakladem je nedostate¢na hydroxylace 25-hydroxycholekalciferolu nemocnymi ledvinami a
ktera vede k deficitu kalcitriolu, zodpovédného za dostatecnou resorpci vapniku ve stieve.
Vznikl4 hypokalcémie je jesté zhorSovana retenci fosfatl, které snizuji aktivitu 1-alfa-

hydroxylazy, enzymu, ktery je zodpovédny za preménu 25-hydroxycholekalciferolu na 1,25-

14



dihydroxycholekalciferol (kalcitriol) neboli aktivni vitamin D3, a navic vazou kalcium ve
form¢ fosfore¢nanu vapenatého. Dlouhodoby pokles koncentrace ionizovaného vapniku spolu
s retenci fosfatt ptisobi stimulaci pfistitnych télisek se vznikem sekundarni
hyperparathyreozy, coz vede k ¢astecné upraveé sérové hladiny vapniku, avSak za cenu
odvapnéni kostni tkané. Tento proces je potencovan chronickou metabolickou acidézou
[Kraut & Kurtz, 2005].

Krom¢ vlivu fosfatd na rozvoj renalni osteodystrofie byla hyperfosfatémie
identifikovana jako diilezity rizikovy faktor mortality na kardiovaskularni choroby u
nemocnych s chronickym selhdnim ledvin, nebot’ zvysuje riziko cévnich kalcifikaci [Giachelli

et al., 2005].

2.5. Kardiovaskularni onemocnéni

terapii patii bezesporu akcelerovana aterosklerdza a s ni souvisejici ¢asty vyskyt
kardiovaskularnich onemocnéni. Kardiovaskuldrni mortalita pacientil v termindlni fazi
onemocnéni ledvin je asi dvacetkrat vyssi nez u osob srovnatelného véku s normalni funkei
ledvin [Levey & Eknoyan, 1999]. Riziko umrti na kardiovaskularni chorobu se zvysuje
proporciondlné s poklesem GF. Signifikantn€ vyssi je jiz pti poklesu GF pod 75 ml/min. (t;.
1,25 ml/s). Pacienti s normalni GF a vyskytem albuminurie maji rovnéz zvysené
kardiovaskularni riziko [Go et al., 2004].

Vysetfovani tradi¢nich kardiovaskularnich rizikovych faktori (hypertenze,
dyslipidémie, diabetes, koufeni aj.) a jejich ptipadné v€asné 1écebné ovlivnéni zlistava zlatym
standardem [Snyder & Pendergraph, 2005]. National Kidney Foundation doporucuje udrzet
krevni tlak u nemocnych s normalni koncentraci albuminu v moc¢i na hodnoté maximalné

130/80 mmHg a 125/75 mmHg u nemocnych s proteinurii vétsi nez 1 g/24 hodin [National
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Kidney Foundation, 2002]. Co se tyka hladiny krevnich lipidd, zde nejsou doporuceni zcela
jednoznacéna. Jak jiz bylo uvedeno vyse, podle zavért nékterych studii maji nemocni

s chronickym renalnim onemocnénim lepsi progndzu spise pti vyssi cholesterolémii. Nizké
hladiny cholesterolu u nich mohou totiz byt zndmkou malnutrice a chronického zanétlivého
stavu (MICS) [Kalantar-Zadeh et al., 2005; Liu et al., 2004]. Mezi dal$i kardiovaskularni
rizikové faktory specifické pro chronické renalni selhani patii naptiklad objemové pietizeni

krevniho ob&hu, hyperparathyre6za, endotelova dysfunkce, oxidac¢ni stres aj.

2.6. Oxidacni stres

Jedna se o stav, kdy dochazi k dlouhodobé nadprodukci volnych kyslikovych radikala
(VR), vysoce reaktivnich latek s neparovym elektronem v zevnim orbitalu, které atakuji
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny a méni strukturu a funkci téchto makromolekul [Eiselt et
al., 1999; Klaunig et al., 1998]. Oxidacni stres poSkozuje také LDL ¢astice (vznikaji tzv.
modifikované LDL), které nejsou dobfe rozpoznadvany LDL-receptory na povrchu bun¢k a
pronikaji endotelem do cévni stény. Podle soucasnych teorii se jedna o zékladni patogeneticky
mechanismus vedouci ke vzniku aterosklerotickych 1ézi.

Oxidacni stres ohrozuje hlavné pacienty na dialyze, a to vznikem zavaznych
klinickych komplikaci (napf. akcelerovanou ateroskler6zou, hemolyzou, rozvojem
chronického zanétu, amyloidézou aj.). VR se u nich tvofi pfevazné v leukocytech,
aktivovanych stykem s nedostatecné biokompatibilni dialyzacni membranou. Dal§im zdrojem
VR miize byt hemoglobin (Hb), resp. Zelezo uvolnéné z erytrocytl pii hemolyze. Trvala
nadprodukce VR u dialyzovanych nemocnych pfispiva k fenoménu, oznac¢ovanému jako stav

chronického zanétu [Eiselt ez al., 1999].
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2.7. Amyloid6za

Podstatou amyloidozy je ukladani bilkoviny amyloidu do mezibunécného prostoru
ruznych tkani. Tim dochazi k poskozeni piislusného orgdnu. Amyloidoza je ¢astou
komplikaci dialyzovanych nemocnych. Dochéazi u nich k ukladani f,-mikroglobulinu zejména
do kosti a kloubti, coz zptisobuje naptiklad syndrom karpalniho tunelu, artropatii nebo tvorbu
subchondralnich cyst. Patogeneze neni zcela objasnéna, pravdépodobné se zde mimo jiné

uplatiiuje oxida¢ni modifikace molekuly B,-mikroglobulinu [Miyata ef al., 1999].

2.8. Hyperhomocysteinémie a endotelova dysfunkce

Hyperhomocysteinémie je pfitomna u vétSiny nemocnych s chronickym selhdnim
ledvin. Plazmatické hladiny homocysteinu (Hey) u nich byvaji 3 az 4 krat vyssi nez jsou
normalni hodnoty [Suliman et al., 2001]. Pficiny nejsou zcela jasné, mize se jednat o
poruseny renalni nebo extrarenalni metabolismus Hey v disledku plisobeni rtiznych
uremickych toxinti [Perna et al., 2004]. V obecné populaci je hyperhomocysteinémie
povazovana za nezavisly rizikovy faktor rozvoje kardiovaskuldrnich onemocnéni. Jak jiz bylo
zminéno, v populaci nemocnych s chronickym rendlnim selhdnim existuje reverzni
epidemiologie tradi¢nich kardiovaskularnich rizikovych faktorti. To se tyka také Hcy, takze
pacienti se zvySenou hladinou maji paradoxné lepsi prognézu nez pacienti s normalni nebo
snizenou hladinou. NiZsi koncentrace Hcy miiZe byt totiz zndmkou malnutrice a chronického
zanétlivého stavu (MICS) [Kalantar-Zadeh et al., 2005; Suliman et al., 2001].

Na druhé strané toxicitu Hey nelze zpochybnovat. Hey se podili na strukturalni
modifikaci proteind a deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Zptsobuje poruchu methylace
DNA, coz miZe byt pfi¢inou cévniho poskozeni [Perna et al., 2005]. Déle je
hyperhomocysteinémie jednim z hlavnich kandidatti vzniku endotelové dysfunkce. Hcy mtize

zhorsovat funkci endotelu zvySenou tvorbou VR a sniZzenou produkci NO. Normalné fungujici
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endotel je intaktni s pfiméfené fungujici endotelialni eNOS, generujici stalé mnozstvi NO
[Nedeljkovic et al., 2003]. Tento tkanovy hormon ma vyrazné vazodilata¢ni, antiagregacni,
antiadhezni a antiproliferacni ucinky v cévni stén€. U nemocnych s chronickym renalnim
selhdnim je vyrazné narusena funkce eNOS, a v dusledku toho i produkce NO [Kone, 1997].
Presna patogeneze je vSak stale predmétem diskuzi. Nekteti autofi se domnivaji, ze pfi¢inou
porusené endotelidlni funkce téchto nemocnych je hromadéni asymetrického
dimethylargininu (ADMA), endogenniho inhibitoru eNOS. Existuje izké spojeni mezi
metabolismem Hcy a metabolismem ADMA. Hcy je produkovan ve zvysené mife béhem
syntézy ADMA, a nésledn¢ zhorSuje katabolismus ADMA (inhibici enzymu dimethylarginin-
dimethylaminohydroldzy) [Dayal & Lentz, 2005]. V nékterych studiich byla zvysSend hladina
ADMA identifikovana dokonce jako nezévisly prediktor mortality u pacientli s chronickym

onemocnénim ledvin [Ravani et al., 2005].

3. L-karnitin a jeho vyznam pro organismus
3.1. Chemické vlastnosti a u¢inky L-karnitinu

KAR je dal$im ptikladem latky, jejiz metabolismus je vyznamné ovlivnén chronickym
renalnim onemocnénim a dialyzacni terapii [Cibulka et al., 2005].

KAR byl ptivodné izolovan ze zvifeciho masa (ndzev pochazi z latinského slova caro
= maso). Nejvice je obsazen ve skopovém, jehnécim a hovézim mase. V rostlinné straveé
prakticky zcela chybi. Chemicky se jedna o kyselinu 3-hydroxy-4-N-trimethylaminomaselnou
(viz Obr. 1.), coz je nizkomolekularni latka podobna aminokyselindm s tim rozdilem, Ze atom
dusiku je umistén na 4. atomu uhliku (v molekulach aminokyselin je aminoskupina umisténa
na 2. uhliku). Atom dusiku poskytuje ¢tyfi vazby, proto se jednd o tzv. kvarterni amin — atom
dusiku ma kladny néboj. V ptirodé se vyskytuje pouze L-forma KAR, jen ta je biologicky

ucinnd. D-forma je nejen neucinnd, ale ptsobi dokonce toxicky, nebot’ kompetitivné inhibuje
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transportni systémy pro L-formu KAR a muze tak zptsobit jeho nedostatek v bunkach
[Cibulka, 2005].

Co se tyka metabolickych u¢inkit KAR, prvni prokézanou tlohou byl ptenos
aktivovanych MK pies vnitini mitochondrialni membranu [Friedmann & Fraenkel, 1955], coz
ma zasadni vyznam pro jednu z hlavnich metabolickych drah — beta-oxidaci MK, a pro
energeticky metabolismus bunky jako takovy. Volné (neesterifikované) MK jsou uvoliiované
hydrolyzou tukd (TAG) z tukovych depo nebo tukii potravy. Tyto MK jsou transportovany na
misto dal$iho zpracovani krvi, vlastnim pfenase¢em je albumin. Po pfestupu do bunky je
molekula MK aktivovéana jednou molekulou adenosintrifosfatu (ATP) a ziska tak energii pro
vstup do metabolickych pochodt (tzv. makroergni charakter). Tato aktivace probiha
v cytoplazmé, aktivaéni enzymy (thiokindzy) jsou soucasti vnéjsi mitochondridlni membrany.
Vznika acyladenylat, ktery reaguje s univerzalnim pfenasecem aktivovanych zbytkt kyselin,
koenzymem A (CoA), za vzniku acyl-CoA. Ten vSak neni schopen proniknout
mitochondrialni membranou, aby piedal molekulu MK k beta-oxidaci, kterd probihd uvnitt
mitochondii. Pro tento pienos aktivované MK je vyuzit zvlastni pienase¢ KAR, jenz
uchovava makroergni charakter acylového zbytku a snadno pronika do mitochondrie.
Uvedeny proces je vyuzivan pro MK s dlouhym fetézcem, z nichz tak vznikaji derivaty KAR,
tzv. acylkarnitiny (acyl-KAR — estery KAR). Aktivace niz§ich MK a jejich oxidace

v mitochondriich mize probihat nezévisle na KAR [Cibulka, 2005].

Obr. 1. Vzorec L-karnitinu (3-hydroxy-4-N-trimethylaminomaselna kyselina)

(CHs)3 — *N = CH, — CH(OH) — CH, — COOH

Cytoplazmatické MK s dlouhym fetézcem (nejcastéji zbytky kyseliny palmitové) ve
formé acyl-CoA jsou pifeménény na acyl-KAR pomoci enzymu karnitinacyltransferazy-I

(nejcastéji karnitinpalmitoyltransferazy — CPT I, EC 2.3.1.21), kter4 je umisténa ve vnéjsi
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mitochondridlni membrang. V této reakci je acylova skupina premisténa z CoA na
hydroxylovou skupinu KAR. Vznikly O-acyl-KAR je transportovan pies vnitini
mitochondridlni membranu pomoci karnitinacylkarnitintranslokazy (carnitine/acylcarnitine
translocase — CACT), ktera transportuje acyl-KAR dovniti vyménou za KAR transportovany
ven. Uvniti mitochondrie potom acyl-KAR reaguje s intramitochondrialnim CoA za katalyzy
karnitinacyltransferazou-II (nejcastéji karnitinpalmitoyltransferdzou — CPT II), vyskytujici se
na vnitini strang vnitini mitochondridlni membrany. Tak je v mitochondridlni matrix opét
vytvoren acyl-CoA a uvolnén KAR, ktery je pomoci CACT opét pienesen do cytoplazmy.
Tento d&j se opakuje a byva nazyvan jako tzv. shuttle mechanismus (shuttle = kyvadlovy)
[McGarry & Brown, 1997]. Podobnym mechanismem jsou transportovany produkty
peroxizomalni beta-oxidace jako estery KAR z peroxizomt do mitochondrii k jejich
kompletni oxidaci na vodu a oxid uhli¢ity v Krebsové cyklu [Wanders et al., 2001]. KAR
vSak neslouzi jen k zdsobovani mitochondrii zbytky kyselin uréenych k oxidaci, ale také
k odstraniovani toxickych zbytki beta-oxidace v opacném sméru, s jejich kone¢nym
vylouc¢enim ledvinami. Stejn¢ tak reguluje hladiny mnohych $patné metabolizovatelnych
acylovych skupin, at’ uz maji exogenni nebo endogenni ptivod v disledku vrozenych poruch
metabolismu. Tyto zbytky jsou konjugovany s CoA a v disledku toho je snizena jeho volna
frakce v bunice. KAR napomaha vyloucit tyto zbytky jako acyl-KAR ven z buiiky, a obnovit
tak volnou frakci CoA. Podobné pti nadmérné produkei acetylovych zbytkl (acetyl-CoA)
v nékteré z metabolickych drah piejimd KAR tyto zbytky v reakci katalyzované
karnitinacetyltransferdzou (CAT, EC 2.3.1.7).

KAR neovlivituje jen metabolismus MK, ale také produkci energie z aminokyselin a
sacharidl. Pfedpoklada se, Ze zvySuje produkci energie z t€chto zdroji zvySenim aktivity
enzymovych komplexii pyruvatdehydrogendzy a fosfofruktokindzy v diisledku snizeni

intramitochondridlniho poméru acetyl-CoA/CoA. Intramitochondrialni pokles poméru acetyl-
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CoA/CoA stimuluje aktivitu pyruvatdehydrogenazy, coz vede ke zvysené oxidaci glukozy. A
pravé tento pomér je regulovan KAR, ktery tak rozhoduje, bude-li pfednostné stimulovana
beta-oxidace MK nebo oxidace gluk6zy [Schonekess ef al., 1995]. KAR tak moduluje piisun

energie z ruznych oxida¢nich prameni.

3.2. Metabolismus L-karnitinu

Jiz vyse bylo uvedeno, KAR je obsazen zejména v zZivocisné strave. Kromé KAR
prijimaného potravou (exogenniho) je lidsky organismus z¢asti schopen kryt potiebu
endogenni syntézou. Mnozstvi syntetizovaného KAR je odhadovano na 1,2 umol/kg denné.
Bézna strava zajiStuje piivod KAR v mnozstvi 2—12 pmol/kg denng, z ¢ehoz
70-80 % je vsttebano do krve. Primérné tedy 25 % KAR z celkového mnozstvi predstavuje
endogenni tvorba a 75 % ptipadd na KAR pfiijaty potravou. Ve vyspélych zemich se u
zdravych jedincti nedostatek KAR zplisobeny jeho nedostatkem v potrave tedy prakticky
nevyskytuje [Cibulka, 2005].

Endogenni KAR je syntetizovan ze dvou esencidlnich aminokyselin, lysinu a
methioninu. Lysin poskytuje zdroj dusiku a uhlikaty fetézec, zatimco S-adenosylmethionin
dodava tii methylové skupiny [Bremer, 1983]. K tvorbé KAR je dale zapotiebi vitamin C,
pyridoxin, niacin a zelezo. Nejprve dochazi k methylaci lysinu S-adenosylmethioninem za
ucasti specifické lysinmethyltransferazy (e-N-L-lysine methyltransferase) a vznika e-N-
trimethyllysin (TML). Ten je dale hydroxylovéan v pozici beta TML-hydroxylazou (EC
1.14.11.8) na B-hydroxytrimethyllysin (HTML), ktery je rozstépen HTML-aldolazou (EC
4.1.2.°X*) na y-trimethylaminobutyraldehyd (TMABA) a glycin. TMABA je postupné
oxidovan TMABA-dehydrogendzou (EC 1.2.1.47) na y-butyrobetain (y-BB). V kone¢né fazi
je y-BB hydroxylovan y-BB-hydroxylazou (EC 1.14.11.1) v pozici beta a vznika tak molekula

KAR [Vaz & Wanders, 2002]. Zatimco pfeména TML na y-BB probihéa prakticky ve vSech
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tkanich, enzym y-BB-hydroxylaza, ktery katalyzuje posledni krok biosyntézy KAR, je u
clovéka ptitomen pouze v jatrech, ledvinach a mozku [Vaz et al., 1998]. Predpoklada se, ze y-
BB se z vétsi Casti tvori v perifernich tkanich (zejména v kosternich svalech) a odtud je
transportovan krvi do syntetizujicich tkani. Vznikly KAR je potom opét vyplavovan do krve a
vychytavan perifernimi tkanémi. Ve vétsin€ tkani je koncentrace KAR 20 az 50 krat vyssi nez
v plazmé¢. Byla prokézana existence aktivniho transportniho systému, ktery ptenasi KAR do
buiiky proti koncentraénimu gradientu (organic cation/carnitine transporter — OCTN2), méné
vyznamny je pasivni pfenos. Mezi bunikami jednotlivych tkani je velka variabilita v miie
transportu KAR a z toho vyplyvajici rozdily v jeho koncentraci. Transport zavisi na
extracelularni koncentraci natria, pravdépodobné se tedy jedna o mechanismus spole¢ného
transportu s natriem [Prasad et al., 1996]. Systém pienasect pro KAR byl popsany u pacienti
s deficitem KAR a s elektrolytovou dysbalanci, u kterych substituce KAR vedla k normalizaci
jeho hladiny v plazmé, ale koncentrace ve tkanich zlstala nizka.

Stejny transportni mechanismus se vyskytuje v buiitkéch stfevni sliznice, kde zajistuje
absorpci exogenniho KAR, a v tubuldrnim systému ledvin. Zde je 90 az 95 % profiltrovaného
KAR zpét reabsorbovano. Zbytek je vyloucen ve formé acyl-KAR moci. Jedna se o mnozstvi
100-300 pmol/den, stolici odchazi jen asi 1 % mocCovych ztrat [Wagenmakers, 1991]. Proces
reabsorpce je saturovatelny, zavisi na gradientu natria, t€lesné teploté a vykazuje strukturalni
specificnost. Je-li prekrocen ledvinovy prah pii vysokych koncentracich v séru (napf. pfi i. v.
injekci), je KAR rychle vylu€ovan moci. Renalni reabsorpce ma tedy vyznamnou ulohu
v udrzovani homeostazy KAR. Stfevni resorpce KAR pfijatého potravou probiha zejména
v duodenu a jejunu, méné v ileu. Bylo zjisténo, ze KAR je do bun¢k stfevni sliznice pomérné
lehce ptijat, ale pomalu je vydavan do obéhu. Po peroralnim podani se plazmaticka hladina
zvysi az po 8 hodinach. Proto se v substituéni 1é¢bé doporucuje podavat spise dlouhodobé

malé davky. Ke snizenému vstiebavani dochazi za snizené dodavky energie (jako jsou napf.
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stavy ischémie), pii nedostatku iontu natria, ale také za ptitomnosti D-formy karnitinu a
acetylkarnitinu (acetyl-KAR). Uvazuje se t€Z o regulacni tloze kalmodulinu; tyto pochody
vSak nejsou jesté pln€ objasnény. Jak se zdd, ma mnozstvi KAR pftijatého potravou veétsi

vyznam, nez se dosud piedpokladalo [Cibulka, 2005].

3.3. Deficit L-karnitinu

Beta-oxidace MK v mitochondriich ma zésadni vyznam pro energeticky metabolismus
organismu. Pfi deficitu KAR dochazi k poruse tohoto procesu a k vyraznym metabolickym
zménam v bunce. Energie se ziskava alternativnim pochodem, pfevazné oxidaci glukozy.
Snizuje se intraceluldrni hladina drasliku, zvySuje se koncentrace sodiku a vapniku [Kolaf,
1994]. Buiky trpi edémem, dochazi k poruse produkce ATP. MK nejsou odbouravany,
hromadi se v cytosolu a podléhaji ve zvySené mife procesim oxidace a peroxidace, coz mtize
vést az k nekroze buiiky [Shug & Subramanian, 1987]. Casto piitomné poruchy jaternich
funkci maji za nasledek vznik hyperamonémie a hypoglykémie pro zvySenou spotiebu
glukoézy jako zdroje energie [Hou, 2002].

RozliSujeme dva zdkladni typy deficitu KAR: primarni a sekundarni [Breningstall,
1990; Rebouche & Engel, 1983]. Tzv. syndrom primarniho deficitu KAR je podminén
geneticky a déli se na systémovy a myopaticky typ. Systémovy typ charakterizuje
generalizovany nedostatek KAR ve vSech tkanich. V popiedi jsou projevy kardiomyopatie,
hepatopatie a mozkové encefalopatie. Mlize se projevovat jako tzv. Reye-like syndrom
s hypoglykémii a hypoketonémickym syndromem. Do obrazu choroby patii také ponamahové
rabdomyolyzy spojené se svalovou hypotonii a slabosti. Postizeni dlouho neptezivaji, upadaji
do komatu, dochézi k selhani srdce [Hou, 2002]. Myopaticky typ patii do skupiny chorob
nazyvanych jako /ipid storage diseases. Charakterizuje ho akumulace lipid v kosternim

svalstvu s projevy slabosti kofenového svalstva hornich i dolnich koncetin [Karmaniolas et
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al., 2002]. Pri¢inou primarniho deficitu KAR jsou defekty v genech fidicich ¢innost enzymn,
které jsou nezbytné pro spravné fungovani KAR metabolismu na riznych urovnich. Naptiklad
byla identifikovana mutace genu OCTN2, kterd ma za nasledek poruchu transmembranového
prenasece pro KAR [Nezu et al., 1999]. Dale byly popsany defekty vSech tii zakladnich
enzymi zabezpecujicich spravny chod mitochondridlniho shuttle systému (CPT I, CACT,
CPT II). Jedna se o zadvazné genetické poruchy, ¢asto koncici letaln€ jiz kratce po narozeni
ditéte [Slama et al., 1996].

V praxi se podstatné ¢astéji vyskytuje tzv. syndrom sekundarniho nedostatku KAR.
Nejcastéji vznika v disledku nadmérného vylucovani ledvinami. Zvysena produkce estert
KAR provazi rizné vrozené poruchy metabolismu aminokyselin (organické acidurie) nebo
velkou fyzickou zatéz. Kyselé produkty metabolismu se vazou na molekulu KAR a jako
estery KAR jsou vylu¢ovany ledvinami. Timto zptisobem organismus ztraci volny
(neesterifikovany) KAR. Dalsi stavy, pfi kterych se setkdvame s nedostatkem KAR, jsou
choroby ledvin, chronickd hemodialyza, jaterni cirh6za, myxedém, hypopituitarismus,
adrenokortikalni insuficience, chronickd Duchenneova myopatie, AIDS, ischemické choroba
srdecni. Za zminku stoji 1 nutri¢né deficitni stavy jako kwashiorkor, hladovéni, skorbut,
vSechny choroby spojené s malabsorpci ¢i vegetaridnské diety [Cibulka, 2005]. Velmi
ohroZenou skupinou pacientli jsou pfed¢asné narozeni novorozenci. U nich mize i kratkodoby
nedostatek stravy, poptipad¢ infekéni onemocnéni, zplisobit zavazné stavy hypoglykémie.

V neposledni fadé miize byt deficit KAR zpiisoben iatrogenné€, podavanim valproatu pti 1é¢be
epilepsie nebo nevhodné sestavenou totalni parenteralni vyzivou. Pti 1é€bé sekundarniho
nedostatku KAR je tfeba 1é¢it zékladni pfi¢inu onemocnéni a — pokud je to mozné — snazit se
obohatit stravu o tzv. KAR bdze, sestavajici z lysinu, methioninu a vitaminu C.

V indikovanych ptipadech prokdzaného nedostatku je mozno ptikrocit k suplementaci KAR

[Cibulka, 2005].
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3.4. Deficit L-karnitinu u hemodialyzovanych nemocnych a vyznam jeho suplementace

U nemocnych s chronickym renalnim selhanim Ié¢enych hemodialyzou dochézi
k vyraznému deficitu KAR. Podili se na ném jednak Casta proteino-energeticka malnutrice pii
chronické rendlni insuficienci, jednak porucha endogenni biosyntézy ztratou funkéniho
parenchymu ledvin a nékdy i poskozenim funkce jater. V prubéhu dialyzy pak dochazi
k vyznamnym ztratdm pies dialyzacni membranu z davodu malé molekulové hmotnosti KAR
[Bohmer et al., 1978]. Vysledkem jsou velmi nizké hodnoty volného KAR a kumulace
vazaného acyl-K AR, ktery pfi rendlni nedostate¢nosti vznika ve zvySeném mnozstvi a je
Spatné dialyzovatelny. Pomér acyl-KAR/volny KAR vyssi nez 0,4 je ukazatelem deficitu
KAR [Golper & Ahmad S, 1992].

Referen¢ni hodnoty pro volny KAR v séru uvadéné v literatufe nejsou jednotné.
Thomas et al. uvadi interval 24,6—51,0 pmol/l u muzt a 17,9-45,5 pmol/l u Zen [Thomas,
1998]. V literatute bylo popsano, ze béhem dialyzy dochazi ke snizeni koncentrace volného
KAR asi na jednu tfetinu hodnoty pted dialyzou. Bylo také zjisténo, ze dlouhodoby pokles
plazmatického i svalového KAR je pifimo umérny délce dialyzacni 1écby [Goral, 2001].
Nedostatek KAR se odrdzi na klinickém stavu hemodialyzovanych nemocnych. Dochazi u
nich k poruse energetického metabolismu s nedostatecnou tvorbou ATP. V klinickém obraze
dominuji ptiznaky postizeni kosterniho svalstva a myokardu. Vznika myopatie a
kardiomyopatie, které se projevuji svalovou slabosti, unavou, $patnou toleranci zatéze,
kfecemi, intradialyza¢ni hypotenzi, dysfunkci levé komory srde¢ni a vy$s$im vyskytem
arytmii. Myopatie z nedostatku KAR se projevuje (jako myopatie jiného ptivodu) predevsim
slabosti pletencového svalstva koncetin a svalstva trupu [Cibulka et al., 2005].

Bylo provedeno mnoho klinickych studii, které zkoumaly uc¢inky KAR u riznych
onemocnéni. Hemodialyzovani nemocni jsou vhodnym modelem pro takovy vyzkum

z diivodu prokdzaného deficitu KAR. Nekteré z téchto studii prokéazaly pozitivni vliv
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suplementace na rozvoj komplikaci dialyza¢ni 1é¢by. Bellinghieri et al. zaznamenali pokles
vyskytu nékterych symptomu postizeni svalt (svalové kiece, astenie) u 14 dialyzovanych
pacientdl suplementovanych KAR per os [Bellinghieri et al., 1983]. V multicentrické
americko — italské studii bylo zaznamenano vyrazné subjektivni zlepSeni zdravotniho stavu
dialyzovanych nemocnych po pravidelné suplementaci KAR. Autofi pozorovali naptiklad
zmirnéni svalové slabosti, kieci, intradialyzacni hypotenze, bolesti na hrudi, unavy a dalsich
symptomt. Nékteti pacienti popisovali zlepSeni chuti k jidlu a zvysSeni sexualni vykonnosti
[De Felice ef al., 1996]. K vSeobecné nejuznavanéjsim patii t€inky KAR na parametry
vyzivy. Zde je KAR v soucasné dob¢ asi nejvice vyuzivan jako soucast riznych
potravinovych dopliki pro sportovece (zvySeni vykonnosti, zlepSeni regenerace, prednostni
utilizace tukt jako zdroje energie). U hemodialyzovanych nemocnych je znamo, Ze €asto trpi
malnutrici a poruchou metabolismu lipidii. Jednou z pfic¢in je i deficit KAR [Ahmad et al.,
1990]. Je popisovano, ze suplementace KAR u téchto nemocnych vede zejména k poklesu
plazmatické koncentrace TAG. Maeda et al. zjistili, ze 1é¢ba KAR béhem dialyza¢ni 1écby
vede ke snizeni plazmatické hladiny volnych MK [Maeda ef al., 1989]. Dale byl v n¢kterych
studiich zaznamenan pokles celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu, a naopak vzestup
HDL-cholesterolu a plazmatické koncentrace albuminu [Bellinghieri ef al., 2003; Vesela et
al., 2001]. Jelikoz KAR stimuluje n¢které klicové glykolytické enzymy, da se predpokladat,
ze by mohl pozitivné ovliviiovat i poruchu glukdzové tolerance a inzulinovou rezistenci, které
se ¢asto u pacientll s renalnim selhanim vyskytuji. Neékteré studie tyto predpoklady skute¢né
potvrzuji [Glinal ef al., 1999; Vazelov et al., 2003]. Asi nejvice prozkoumanou oblasti je

v tomto sméru vztah mezi deficitem KAR a rozvojem anémie u hemodialyzovanych
nemocnych. Bylo napsano mnoho praci o pozitivnim vlivu suplementace KAR na ¢erveny
krevni obraz. Bérard et al. zjistili, Ze se na vzniku anémie u téchto nemocnych podili kromé

nedostatku rendlniho EPO i zvySena fragilita erytrocytarni membrany. Tato fragilita,
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stanovovana pomoci tzv. AGL testu (the acidified glycerol lysis test), se signifikantn¢ snizila
pii pravidelném podavani KAR po kazdé dialyze [Bérard ef al., 1994]. Tento jev popsal jiz

v roce 1987 Labonia, ktery pozoroval vzestup hematokritu u pacientli na dialyze
suplementovanych KAR. Mechanismus ucinku vysvétlil zvySenim transportu a oxidace MK,
¢imz dochazi k redukei plazmatické koncentrace inhibitorti Na'/ K'-ATPéazy [Labonia et al.,
1987]. Mnoh¢ klinické studie zaznamenaly snizovani davek rHuUEPO b&hem 1écby KAR u
hemodialyzovanych nemocnych [Bohmer et al., 1978; Boran et al., 1996]. Vysledky téchto
vyzkumt naznacuji, ze se nedostatek KAR vyznamné podili na zvysené fragilité erytrocytd a
negativné ovliviiuje tcinnost 1écby EPO [Golper et al., 2003], jak jiz bylo naznaceno vyse.
Podle National Kidney Foundation se 1é¢bu KAR doporucuje zah4jit u vybranych pacientt

s anémii nedostatené reagujici na 1écbu rHUEPO v dévce 1 g intraven6zné (i.v.) po kazdé
dialyze [National Kidney Foundation, 2000]. Zatim spiSe ojedin¢lé informace mame o vztahu
mezi nedostatkem KAR a rozvojem oxidac¢niho stresu. Vzhledem k zésadni uloze KAR

v procesu beta-oxidace MK lze ptedpokladat, ze jeho nedostatek vaznym zplisobem naruSuje
energeticky metabolismus buiiky a podporuje oxidacni stres [Shug & Subramanian, 1987].

V poslednich letech byly provadény nekteré experimentalni a klinické studie, které zkoumaly
vliv poddvani KAR na rozvoj oxida¢niho stresu. Hagen et al. se zabyvali studiem
mitochondrialnich funkci v procesu starnuti u laboratornich potkanii. Podévali samotny
acetyl-KAR a acetyl-KAR v kombinaci s kyselinou lipoovou 24-28 mésicii starym zvifatim,
zméfené parametry srovnavali se zvifaty starymi 2—4 mésice. V suplementované skupiné
doslo k vyraznému vzestupu mitochondrialni aktivity, posuzované pomoci méteni
primérného potencidlu mitochondridlni membrany, dale doslo k vzestupu intracelularni
hladiny vitaminu C a poklesu malondialdehydu (MDA), jakoZto ukazatele lipidové
peroxidace [Hagen et al., 2002]. Kumaran et al. prokézali v podobné studii pokles aktivit

antioxidacnich enzymu superoxiddismutazy (SOD), katalazy a glutathionperoxidazy (GPx)
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v krevni plazmé a v bunikach pti¢né€ pruhovanych svalii u potkanti suplementovanych KAR
[Kumaran et al., 2003]. Vyrazné antioxida¢ni u¢inky KAR prokézali Sener et al. v nedavné
studii provadéné na potkanech s chronickym rendlnim selhanim [Sener et al., 2004]. Vyse
uvedené vysledky studii na laboratornich zvitatech ukazuji, Ze by suplementace KAR mohla
mit pozitivni vliv na ovlivnéni oxida¢niho stresu u pacientii s chronickym selhanim ledvin
lécenych hemodialyzou i u ostatnich rizikovych skupin nemocnych. Klinické zkuSenosti

v této oblasti jsou vSak zatim malé. Za zminku stoji studie Veselé et al., ve které¢ se zkoumal
vliv podavani KAR na lipidovy metabolismus, ¢erveny krevni obraz a predevsim
metabolismus VR u hemodialyzovanych pacientd. U suplementovanych jedincti doslo

k signifikantnimu vzestupu koncentrace redukovaného glutathionu (GSH) v erytrocytech, dale
doslo k vzestupu celkové antioxida¢ni kapacity plazmy, zatimco vyrazné poklesla
plazmatickd hladina MDA [Vesela et al., 2001]. Ceriello se zabyvéa zkoumanim oxidac¢niho
stresu u diabetu mellitu. Ve své souhrnné praci popisuje t€inky riznych latek na
metabolismus VR [Ceriello, 2003]. Vyzdvihuje v ni zejména antioxidac¢ni efekt KAR a
kyseliny lipoové a odkazuje na dalsi experimentélni a klinické studie, ve kterych se tento
efekt prokéazal. Podle vysledkll vySe zminénych studii plisobi KAR jako vyznamny
antioxidant u hemodialyzovanych nemocnych i u dalSich chorobnych stavi.

Zcela nové souvislosti se rysuji v oblasti kalciofosfatového metabolismu. Jak bylo
uvedeno vyse, nemocni s chronickym selhanim ledvin maji sklon k rozvoji
hyperparathyreozy, kterd mé za nasledek vznik rendlni kostni choroby. Zékladni 1é¢ebnou
strategii je Uprava sérovych hladin vapniku a fosfat [Slatopolsky ef al., 1996]. N&které
klinické studie prokazaly pozitivni vliv KAR na tuto oblast metabolismu u
hemodialyzovanych pacientti. Ahmad et al. zjistili, Ze doslo k signifikantnimu poklesu sérové
hladiny fosfati ve skupiné nemocnych suplementovanych KAR oproti placebu [Ahmad et al.,

1990]. Ve studii Veselé doslo také k poklesu fosfatémie u karnitinové skupiny, pocet pacientti
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s hyperfosfatémii klesl po Sestimési¢ni 1é¢ebné ktife z pivodnich 78 % na 22 % [Veseld et al.,
2001]. Uvedené vysledky je mozné vysvétlit celkovym zlepSenim energetického
metabolismu bun¢k a zvySenim produkce ATP.

V zati 2002 bylo vydano doporuceni National Kidney Foundation, které se tyka
1é¢ebného podavani KAR u hemodialyzovanych nemocnych [Eknoyan et al., 2003].
Substitu¢ni 1é¢bu se podle tohoto dokumentu doporucuje zah4jit u téch pacientd, u kterych se
vyvinul tzv. DRCD (dialysis-related carnitine disorder) syndrom, charakterizovany souborem
klinickych a laboratornich ptiznakt souvisejicich s nedostatkem KAR. Jako voditko v 1é¢bé
se pouzivaji zejména 4 hlavni skupiny klinickych ptiznaka: anémie Spatné reagujici na 1écbu
rHuEPO, intradialyza¢ni hypotenze, ptiznaky postizeni myokardu (subjektivni - NYHA III-IV
1 objektivni), svalova slabost a inava. Doporucena davka je 20 mg KAR/kg télesné hmotnosti
1.v. po skonceni kazdé dialyzy. Lécba by méla byt dlouhodoba, efekt by mél byt hodnocen
v ttimésicnich intervalech. V ptipadé, Ze se vySe zminéné ptiznaky DRCD syndromu nezlepsi
behem 9 az 12 mésict suplementace, doporucuje se tuto 1écbu ukoncit. Pokud 1é¢ba ma

ptiznivé ucinky, mélo by se v podavani KAR pokracovat.

4. Cil studie

V pilotni studii bylo sledovano 12 nemocnych v pravidelném dialyzacnim 1éCeni po
dobu 9 mésict, kdy 6 mésict byli suplementovani KAR 3x tydné (vzdy po dialyze 15mg/kg
télesné hmotnosti i.v.). Byl zkouman G¢inek KAR na €erveny krevni obraz, kdy ptiznivy vliv
suplementace byl jiz opakované prokdzan, dale pak ovlivnéni lipidového metabolismu, stav
nutrice, ukazatele metabolismu VR, antioxida¢ni ochrana a nékteré parametry
kalciofosfatového metabolismu [Vesela et al., 2001].

Vzhledem k tomu, Ze vysledky u 12 nemocnych pfinesly fadu pozitivnich nalezt

a 1 n¢které necekané, jako naptiklad pfiznivé ovlivnéni hyperfosfatémie dialyzovanych
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nemocnych, rozhodli jsme se provést Sirsi studii, kde bychom mohli tyto prvni nalezy
potvrdit.

Hlavnim cilem tohoto projektu tedy bylo zaméfit se na vliv suplementace KAR na
zmény nékterych metabolickych parametri, ktery by mély byt pfizniveé ovlivnény podporou
intramitochondrialni beta-oxidace. Patii k nim vedle metabolismu lipidd a zlepSeni nutrice,
podle nasich ptedchozich zkuSenosti, také ovlivnéni oxidacniho stresu a kalciofosfatového
metabolismu a tedy moznost zpomaleni rozvoje aterosklerdzy a rendlni kostni choroby u
hemodialyzovanych nemocnych.

Dalsim cilem bylo adaptovat ru¢ni fotometrickou metodu na stanoveni volného KAR

pro pouziti na automatickém biochemickém analyzatoru.

5. Soubor nemocnych

Do studie bylo zatfazeno celkem 112 nemocnych (78 muzii a 34 Zen) v pravidelném
hemodialyza¢nim programu v dialyzacnich stfediscich EuroCare v Plzni (52 nemocnych) a
v Teplicich (60 nemocnych). Minimalni doba dialyza¢ni 1é€by byla 3 mésice, jinak nebyla
uzita zadna specidlni kritéria pro zatazeni do studie. Zatazeni byli tedy vSichni chronicky
hemodialyzovani pacienti, kteti podepsali informovany souhlas. Primérny vék téchto
pacientd byl 62,0 + 12,5 roka; stfedni hodnota délky dialyzacni 1écby byla 17 mésict
(minimum = 3 mésice, maximum = 189 mésicl). VSichni pacienti byli dialyzovéni 3x tydné
po dobu 4 hodin. Co se tyka pti¢in, které vedly u naSich pacientl ke vzniku chronického
renalniho selhani, byly nasledujici: chronickéd glomerulonefritida (17,6 % nemocnych),
intersticidlni nefritida (29,6 % nemocnych), diabeticka nefropatie (29,6 % nemocnych),
polycystické ledviny (6,5 % nemocnych) a ostatni pticiny (16,7 % nemocnych).

Pied zacatkem studie byli nemocni nahodné randomizovéni do dvou vékem 1

pohlavim si odpovidajicich skupin. Jedné z nich byl podavan KAR, zatimco druh4 slouzila
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jako kontrolni — misto KAR byl podavan stejny objem izotonického roztoku chloridu
sodného. Béhem studie bylo vytazeno 25 nemocnych z nasledujicich diivoda: umrti (16
nemocnych), transplantace ledvin (6 nemocnych), nedostate¢né dodrzovani lécebného rezimu
ze strany pacienta — Spatna compliance (2 nemocni), zména bydlist¢ (1 nemocny), navrat
funkce ledvin (1 nemocny). Celkem tedy studii pfedcasn¢ ukoncilo 26 nemocnych a fadné
dokoncilo 86 nemocnych. Vysledky u nemocnych, kteti méli béhem studie zménu v 1é€ebném
rezimu (napt. v davkovani vitaminu D ¢i jinych 1ékti, zménu dialyza¢ni membrany nebo
dialyza&niho roztoku apod.), nebyly hodnoceny. Zadny pacient neodstoupil ze studie na
zaklad¢ jakychkoli nezddoucich subjektivnich pfiznakii. Nemocni, ktefi nedokoncili studii

z ditvodu umrti, pochézeli jak ze suplementované skupiny (7 nemocnych), tak z kontrolni

skupiny (9 nemocnych).

6. Design studie

Studie byla fadné ozndmena Statnimu tGstavu pro kontorolu 1é€iv v Praze a timto byla
schvalena. Studie byla taktéz schvalena Lokalni etickou komisi LF UK a FN v Plzni.

Studie zacala na pocatku fijna 2003 a probihala do pocatku cervence 2004
(4. 9 mésict). ProtoZe 5 nemocnych bylo do studie zatfazeno o 3 mésice pozdé&ji, byli tito
nemocni vySetfovani s tiimési¢nim zpozdénim (tj. naposledy pocatkem fijna 2004).

K suplementaci byl uzit KAR od firmy Fresenius Kabi Austria GmbH (Graz, Austria),
ampule obsahujici 1 g KAR. Nemocnym byl podavéan po skonceni kazdé hemodialyzy,
tj. 3x tydné po dobu 6 mésicii. Aplikace KAR byla i.v. v davce 15 mg/kg télesné hmotnosti.

Kompletni laboratorni vySetieni bylo provedeno z nab¢ru Zilni krve pied zahajenim
studie, po 3 mésicich suplementace, a po jejim skoncenti, tj. po 6 mésicich. Stejna vysetieni
byla provadéna u suplementovanych osob i u kontrolni skupiny bez suplementace. Nékteré

zakladni metody byly provadény Castéji (1x mésicné), zatimco jiné specialni byly z finan¢nich
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divoda provedeny pouze 2x, tj. na zac¢atku studie a po 6 mésicich suplementace (viz nize).
Vsechny nabéry byly provedeny pfed hemodialyzou, pouze hladina volného KAR byla
vySetfovana i po dialyze. Krom¢ nize uvedenych laboratornich parametrii byly sledovany i
n¢které klinické ukazatele, naptiklad hmotnost nemocnych, krevni tlak a komplikace
hemodialyzy (jako napi. hypotenze, arytmie, kiece; nemocni hodnotili i subjektivni stav, tj.
svalovou silu, inavnost aj.).

Béhem studie byly sledovany nasledujici laboratorni parametry (v zdvorkach je
uvedena Cetnost vysetieni; napt. 0, 3, 6 znamena, Ze dané laboratorni vySetfeni bylo
provedeno pted zahdjenim studie, po 3 mésicich suplementace KAR a po 6 mésicich
suplementace KAR):

- volny KAR (0, 3, 6; 7 a 8 jen u suplemenovanych pacientt);

- ¢erveny krevni obraz a tydenni davky rHuEPO (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6);

- parametry lipidového metabolismu: celkovy cholesterol, HDL- a LDL-cholesterol, Lp(a),
TAG (0, 3, 6);

- ukazatele nutrice a zanétu: albumin (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6), prealbumin, transferin (0, 3, 6), C-
reaktivni protein (CRP) (0, 6);

- ukazatele oxida¢niho stresu: antioxida¢ni enzymy SOD a GPx, GSH v erytrocytech, MDA
resp. latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou (thiobarbituric acid-reactive substances —
TBARS), oxidované LDL ¢astice (oxLDL), produkty pokrocilé glykace (advanced glycation
end-products — AGE latky), produkty pokrocilé oxidace proteinti (advanced oxidation protein
products — AOPP) (0, 6);

- kalciofosfatovy metabolismus a ukazatele kostni prestavby: vapnik celkovy, anorganickeé
fostaty, kalciofosfatovy soucin (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6), kostni izoenzym ALP (b-ALP), PTH,

osteokalcin (OC) a osteoprotegerin (OPG) (0, 6).
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Vsechna laboratorni vySetfeni byla provedena na Ustavu klinické biochemie a
hematologie Lékarské fakulty (LF) Univerzity Karlovy (UK) a Fakultni nemocnice (FN)
Plzen, kromé stanoveni b-ALP, PTH, OC a OPG, ktera byla provedena v laboratofi Useku
imunodiagnostiky Oddéleni nukledrni mediciny FN Plzen.

Ke statistickému zhodnoceni vysledkl byly pouzity programy SAS (Statistical
Analysis Software), verze 8,02; Statistica 98 Edition a MedCalc, verze 8,1. Krom¢ zakladni
deskriptivni statistiky bylo sledovano rozlozeni proménnych v danych skupinach (pomoci
Smirnov-Kolmogorovova testu). Vysledky obou skupin nemocnych byly porovnavany
neparove (pomoci Mann-Whitney testu), coz nas zajimalo zejména na zacatku studie,
abychom zjistili, zda se obé skupiny od sebe nelisi. Dale byly zmény v obou skupinach
vyhodnoceny paroveé (pomoci Wilcoxonova testu), konkrétné vysledky po 3 a 6 mésicich
suplementace byly srovndny s hodnotami na pocatku studie (tj. mésic 3 a 6 proti mésici 0).
Dale byl hledan vztah mezi jednotlivymi parametry a jejich zménami béhem suplementace za
pomoci metody linearni regrese a vypoctem korela¢nich koeficientli (podle Spearmana). Byla
uzita i metoda viceCetné logistické regresni analyzy (multivariate stepwise logistic regression
analysis) k posouzeni miry uplatnéni jednotlivych moznych faktorii na zjisténych zménach

v oblasti kalciofosfatového a kostniho metabolismu.

U nemocnych byly déle zaznamenavany jejich subjektivni potize a klinické ptiznaky,
které by mohly mit vztah k deficitu KAR a které¢ by mohla suplementace ovlivnit. Patfily
mezi né: slabost, nava, kiece v dolnich koncetinach, hypotenze v priitbéhu hemodialyzy,

arytmie (zejména v prub¢hu hemodialyzy).

Dale byly zaznamenavany nasledujici tdaje: druh onemocnéni, které vedlo k selhani
ledvin, datum zafazeni do dialyza¢niho programu, typy dialyza¢nich membran a roztokd,
délka dialyzy, ibytek hmotnosti pii dialyze, rezidualni diuréza, davky rHuEPO, suplementace

vitaminem D (preparat a davka). Parametry dialyzy (délka, typ membrany) nebyly u
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jednotlivych nemocnych béhem studie ménény. Lécba byla upravovana jen v indikovanych

pripadech, kdy by bez jeji upravy hrozilo zhorSeni stavu nemocného.
Bylo provedeno statistické zhodnoceni vysledkt studie, a to v nasledujicich blocich:

- zhodnoceni zmén hladiny volného KAR béhem hemodialyzy a dlouhodob¢ vlivem

suplementace;

- zhodnoceni vlivu suplementace KAR na ¢erveny krevni obraz a tydenni davky rtHuEPO

- zhodnoceni vlivu suplementace KAR na metabolismus lipidi;

- zhodnoceni vlivu suplementace KAR na ukazatele nutrice a zanétu;

- zhodnoceni vlivu suplementace KAR na ukazatele oxida¢niho stresu a antioxidacni ochrany;

- zhodnoceni vlivu suplementace KAR na ukazatele kalciofosfatového a kostniho

metabolismu se zvlastnim zfetelem na sekundéarni hyperparathyreoidismus.

Nejvétsi diraz byl kladen na posledni dva jmenované bloky, tj. na oxidacni stres a

kalciofosfatovy metabolismus.

7. Metody stanoveni
7.1. Stanoveni L-karnitinu

Co se tyka analytické ¢asti studie, jednim z cil bylo adaptovat fotometrickou metodu
na stanoveni volného KAR, ur¢enou vyrobcem pro manualni zpracovani, pro pouZiti na
automatickém analyzatoru. Pouzili jsme enzymaticky fotometricky test firmy Roche
(Mannheim, SRN) a analyzator AU 400 firmy Olympus (Mishima, Japonsko).

Jedna se o stanoveni volné frakce KAR, princip detekce popisovany vyrobcem je
nasledujici: volny CAR je acetylovan na acetyl-KAR pomoci acetyl-CoA za pfitomnosti

enzymu CAT. Jako vedlejsi produkt této reakce vznika volny CoA, ktery je acetylovan zpé&t
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na acetyl-CoA za ptitomnosti ATP a zbytku kyseliny octové (acetatu) enzymem acetyl-CoA
syntazou. ATP je pii této reakci Stépen az na adenosin-5-monofosfat a anorganicky
pyrofosfat. Za ptitomnosti ATP a enzymu myokindzy se 2 molekuly vzniklého adenosin-5-
monofosfatu spoji a vytvoii adenosin-5-difosfat. Ten je konvertovan v pozdé¢jsi reakcei na
fosfoenolpyruvat enzymem pyruvatkinazou. Fosfoenolpyruvat pak poskytuje pyruvat, ktery je
preménovan na L-laktat za ptitomnosti laktatdehydrogenazy a redukovaného
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). Mnozstvi NADH spotiebované béhem reakce je
ekvivalentni jedné polovin¢ volného KAR ve vysetfovaném vzorku. NADH se kvantifikuje
fotometricky métenim absorbance pti 340 nm.

Postupovali jsme podle ndvodu vyrobce, avsak s urcitymi vlastnimi modifikacemi:
zilni krev byla odebrana do zkumavek obsahujicich jako protisrazlivé ¢inidlo draselnou stl
kyseliny etylendiaminotetraoctové (K3EDTA). Krevni plazma byla zpracovana obvyklym
zpusobem a deproteinizovana pomoci roztoku kyseliny chloristé o koncentraci 0,6 mol/l
v poméru 1:1 (0,5 ml + 0,5 ml). Nasledovalo dikladné promichani, inkubace v ledové 1azni
po dobu 10 minut a centrifugace roztoku rychlosti 3000 x g po dobu 10 minut. 0,5 ml
supernatantu bylo smichéno s 0,5 ml roztoku uhli¢itanu draselného o koncentraci 1,2 mol/l za
ucelem Upravy pH. Vznikld smés byla inkubovana v ledové 1azni po dobu 20 minut a potom
centrifugovéna rychlosti 3000 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl zmrazen na teplotu
-80 °C a v této formé byl uchovan az do vlastni analyzy (pfiblizn¢ 3 mésice).

Stanoveni KAR soupravou firmy Roche je vyvinuto pro manualni zpracovani.
Nevyhodou této metody je nutnost pracovat s relativné velkymi objemy vzorkl i reagencii.
Reakce je zdlouhava (ptiblizné 40 minut) a velice pracna. Jedna se o né¢kolikastupnovy
proces, ve kterém jsou postupné michdny 3 typy vzorki a ¢inidel. Absorbance jednotlivych

vzorkl je méfena opakované v pribéhu tohoto procesu a koncentrace volného KAR je
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nakonec vypocitana z rozdilu absorbanci slepého vzorku (vzorek deionizované vody), rozdilu
absorbanci vzorku a dalSich fyzikalnich veli¢in [Roche Diagnostics GmbH, ].

Jelikoz jsme chté¢li adaptovat vySe popsanou metodu na automaticky analyzator
Olympus AU 400, bylo nutné ji modifikovat tak, aby se pouzivaly pouze 2 reagenéni roztoky
v mensich objemech, odpovidajicich technickym parametrim analyzatoru. Souprava na
stanoveni volného KAR dodavana firmou Roche obsahuje 3 lahvicky ¢islo (¢.) 1 a dale po
jedné lahvicee €. 2, 3, 4 a 5. Piesné slozeni roztokl v jednotlivych lahvickach uvadi firma
Roche na svych internetovych strankéch [Roche Diagnostics GmbH, | nebo je k dispozici
v ndmi publikovaném sd¢leni [Cibulka ef al., 2006].

Podle navodu k pouziti soupravy se ma veskeré mnozstvi roztoku z lahvicky €. 1
rozpustit v 10 ml deionizované vody a smichat s 1 ml detergentu z lahvicky ¢. 5. Vznikly
roztok (roztok €. 1) je stabilni po dobu 4 dni pfi teploté 2—8 °C. Roztoky v lahvickach €. 2, 3 a
4 jsou pouzitelné bez zvlastni piipravy, jsou stabilni po dobu 1 roku pfi teploté 2—8 °C. Maji
byt postupné pridavany do reakéni smési az do dosazeni kone¢ného objemu 2 205 ml.

Nase modifikace této metody byla néasledujici: roztok €. 1 byl smichan s roztokem ¢. 2
(suspenze z lahvicky €. 2 zfedéna v poméru 1:10 s deionizovanou vodou) v poméru 1:1.
Vznikly roztok byl pouzit jako roztok R1 v analyzatoru Olympus AU 400. Jeho stabilita byla
sledovdna métenim kontrolniho materidlu vzdy pted sérii vySetfeni zkoumanych vzorki a
taktéZ po ni. Roztok R2 pro analyzator Olympus AU 400 byl pfipraven smichanim roztoku
z lahvicky €. 3 s roztokem pufru trihydroxymethylaminomethanu (77is buffer), o koncentraci
0,1 mol/l. 75 pl roztoku R1 bylo automaticky zfedéno se 75 pl vody a piidano k 25 pl vzorku
nebo roztoku standardu. Tato smés byla inkubovéna se startovacim roztokem R2 pfti 37 °C po
dobu 5 minut. Pokles absorbance pti 340 nm byl méten kineticky mezi 12. a 27.

fotometrickym bodem.
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Testovali jsme nékteré analytické vlastnosti vyse popsané modifikované metody na
stanoveni volného KAR. Byly pouzity kontrolni vzorky zaslané v rdmci systému externi
kontroly kvality ERNDIM (European Research Network for Evaluation and Improvement of
Screening, Diagnosis and Treatment of Inherited Disorders of Metabolism), dale kontrolni
material ze soupravy firmy Roche, a také vlastni vzorky. Kromé vzorkd hemodialyzovanych
nemocnych (viz Soubor nemocnych) jsme stanovili volny KAR také u 68 darci krve
z Transflzniho oddé€leni FN v Plzni. Jednalo se o skupinu 46 muzi a 22 Zen o primérném
veéku 37,9 £ 11,6 rokd. VySetfenim této skupiny osob jsme urcili parametrickou metodou
vlastni referen¢ni hodnoty pro volny KAR v séru v rozmezi 40,1 £+ 17,8 umol/l. Velikost
odchylky (mean bias) byla ziskdna métfenim 8 kontrolnich vzorki systému externi kontroly
kvality ERNDIM s vysledkem 5,1 %. Citlivost metody byla ur¢ena vypoctem meze
stanovitelnosti (/imit of quantification) na 2,6 umol/l. Reprodukovatelnost v sérii byla
vyjadiena variacnim koeficientem (inter-assay coefficient of variation) o hodnoté 8,3 %.
Analytickd ndvratnost (analytical recovery) byla stanovena uzitim standardniho ptidavku
syntetického KAR ke vzorku o znamé koncentraci KAR (58,5 umol/I) na 101,8 %; 99,5 % a
95,4 % [Cibulka et al., 2006].

Za hlavni vyhodu nasi modifikované metody oproti ptivodni manuélni metodé
povazujeme mensi spotiebu vzorki a reagencii. Modifikace umoznila zvysit pocet stanoveni
proti manualnimu provedeni 12,6 krat a navic diky automatizaci zrychlit a zpfesnit vlastni

proces.

7.2. Ostatni metody stanoveni

Ostatni metody stanoveni budou probrany jen velmi strucné.
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7.2.1. Stanoveni ¢erveného krevniho obrazu

Cerveny krevni obraz byl vysetien na piistroji Sysmex 9000 R (Shanghai, Japonsko).

7.2.2. Stanoveni parametru lipidového metabolismu

Na stanoveni parametrt lipidového metabolismu (celkovy cholesterol, HDL- a LDL-
cholesterol, TAG) byly uzity bézné fotometrické metody na analyzatoru Olympus AU 400.
Celkovy cholesterol a TAG byly stanoveny enzymovymi soupravami firmy Dialab (Viden,
Rakousko), HDL-cholesterol pfimou metodou firmy Human Diagnostics (Wiesbaden, SRN);
koncentrace LDL-cholesterolu byla pocitana podle Friedewaldovy formule. Pro stanoveni

Lp(a) byla pouzita imunoturbidimetricka metoda firmy Dako (Glostrup, Dansko).

7.2.3. Stanoveni ukazatel nutrice a zinétu

Koncentrace albuminu byla stanovena fotometricky soupravou ALBUMIN liquicolor
(Human Diagnostics, Wiesbaden, SRN). Koncentrace CRP, transferinu a prealbuminu byla
stanovena imunoturbidimetricky; v ptipadé¢ CRP soupravou firmy K-Assay (Kamiya
Biomedical Comp., Seattle, WA, USA), v dalSich dvou pfipadech soupravami firmy Roche

(Mannheim, SRN) na analyzatoru Olympus AU 400.

7.2.4. Stanoveni ukazateli oxidac¢niho stresu a antioxida¢ni ochrany

Antioxidacni enzymy SOD a GPx byly stanoveny pomoci souprav firmy Randox
(Crumlin, UK), GSH fotometricky soupravou firmy Oxis (Portland, USA). MDA byl
stanoven fotometricky jako TBARS. MDA a jiné degradacni produkty peroxidace reaguji
s dvéma molekulami kyseliny thiobarbiturové v kyselém prosttedi na barevny produkt, ktery

vvvvv

(Labsystems Oy, Espoo, Finsko). I pfes nespecifitu této reakce bylo prokézano, ze vétSina
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TBARS pochazi z lipoperoxidace [Lefevre et al., 1998]. OXLDL byly stanoveny metodou
ELISA (enzymova imunoanalyza) firmy Mercodia (Uppsala, Svédsko). AGE latky byly
stanoveny fluorimetricky a jsou uvadény v arbitrarnich (fluorescencnich) jednotkach (FU) a
v prepoctu na gram proteinu (FU/g). AOPP byly stanoveny spektrofotometricky podle
metodiky Witko-Sarsatové [Witko-Sarsat et al., 1996] a jsou vyjadieny v jednotkach
chloraminu (mmol/l). Pti stanoveni AGE latek a AOPP jsme vychazeli z prace Kalousové et

al. [Kalousova et al., 2002].

7.2.5. Stanoveni ukazateli kalciofosfatového a kostniho metabolismu

Koncentrace vapniku a anorganickych fosfat byly stanoveny fotometrickymi testy
firmy Olympus na analyzatoru Olympus AU 400, b-ALP chemiluminiscen¢ni metodou firmy
Beckman Coulter (Fullerton, USA) na pfistroji Access 2, intaktni PTH pomoci metody LIA
(typ imunoanalytické metody s luminometrickou detekci) na automatickém
immunoanalyzatoru Liason firmy Dia Sorin (Saluggia, Italy), OC metodou IRMA (typ
imunoanalytické metody s detekci radioaktivity) od firmy Cis Bio International (Lyon,

Francie) a OPG metodou ELISA firmy Biomedica (Viden, Rakousko).

8. Vysledky
8.1. Zmény koncentrace L-karnitinu

Primérné koncentrace volného KAR (déle v textu bude uzivéna jiz pouze zkratka
KAR) u zdravych darct krve byla 40,1 £+ 8,9 umol/l, z toho u muza 43,4 + 8,1 umol/l au zen
33,1 £5,6 umol/l. U dialyzovanych byla tato hodnota 30,5 £ 10,3 umol/l pfed dialyzou (p <
0,001 pro rozdil hodnot zdravi vs. nemocni pted dialyzou; viz Graf' 1) a 9,4 + 4,6 umol/l po
dialyze (p < 0,001 pro hodnoty pied dialyzou a po ni). Rozdil hodnot mezi dialyzovanymi

muzi a zenami nebyl statisticky vyznamny.
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Ob¢ podskupiny dialyzovanych, suplementovani i nesuplementovani, mély na zacatku
studie srovnatelné hladiny KAR v séru. Zatimco u suplementovanych hladina KAR méteného
pted dialyzou po uplynuti 3 a 6 mésict suplementace vyznamné vzrostla (z 29,5 + 8,7 umol/l
na 135,3 39,9 umol/l resp. 111,7 £ 35,7 umol/l; p < 0,001), u nesuplementovanych méla
tendenci spise k mirnému poklesu (z 30,4 £ 11,5 pmol/l na 30,2 £+ 12,5 pmol/l resp. 25,7 +
10,0 umol/l) (viz Tab. I a Graf I). Rozdil v sérové koncentraci KAR mezi suplementovanymi
a nesuplementovanymi pacienty byl potvrzen také na zakladé vysledki logistické regresni
analyzy.

Koncentrace KAR byla sledovana u suplementovanych pacientti jest¢ 2 mésice po
vysazeni (tj. 7. a 8. mésic po zahdjeni studie). Hladina se ustélila v priméru na 65 pmol/l
(resp. 64,6 £ 20,7 pumol/l a 65,0 = 16,6 pmol/l; p < 0,01 vs. hodnoty pied suplementaci), viz

Tab. 1.

Tab. 1. Srovnani sérovych hladin volného L-karnitinu u skupiny suplementovanych
hemodialyzovanych pacientii (KARNITIN) a skupiny hemodialyzovanych pacientii bez
suplementace L-karnitinem (PLACEBO) v jednotlivych fazich studie. Hodnoty jsou uvedeny

Jjako prumeér + smerodatna odchylka v umol/l vzdy pred dialyzou a po ni.

Skupina Mésic 0 Mésic 3 Mésic 6 Mésic 7 Mésic 8
pred HD po HD pred HD po HD pred HD po HD pred HD pred HD

KARNITIN 295+8,7 92+44 | 1353+39,9 | 394+12,5| 111,7+35,7 | 37,6 £+12,6 | 64,6 +20,7 | 650+ 16,6

PLACEBO | 30,4 +11,5 9,7+5,0 30,2+ 12,5 10,8+ 5,8 25,7+ 10,0 11,1+3,8 — —

Vysvetlivky: HD — hemodialyza

Vzhledem k referenc¢nim hodnotam pro KAR v séru, které uvadi Thomas ve své knize

Clinical Laboratory Diagnostics [Thomas, 1998], mélo 26,5 % nasich hemodialyzovanych
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nemocnych na zacatku studie hodnoty pied dialyzou snizené, zatimco 73,5 % nemocnych
mélo hodnoty v referenénim rozmezi. Vzhledem ke skupiné darcti krve mélo ptiblizné 40 %
nasich pacientii hodnoty KAR srovnatelné s touto kontrolni skupinou, zatimco asi 60 % z nich
m¢élo hodnoty nizsi. V obdobi po hemodialyze méli vyrazné nizsi hodnoty vSichni nemocni
(prumérné na 30 % hodnoty pied dialyzou), coz odpovida jiz vyse citované praci Gorala

[Goral, 2001].

Graf 1. Srovnani sérovych hladin volného L-karnitinu u zdravych osob s hladinami u

hemodialyzovanych nemocnych behem dialyzy (pred HD a po HD).
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Vysvetlivky: HD — hemodialyza

Zatimco u nesuplementovanych pacientii hladina KAR mirn¢ klesala, u
suplementovanych doslo k prudkému naristu, takze i1 hladiny po dialyze se dostaly nad dolni
referen¢ni mez pro zdravou populaci. Zajimavé je, Ze ucinek suplementace byl dlouhodoby,

vyssi hladina KAR se udrzela i v obdobi dvou mésict po jejim ukonceni.
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8.2. Zmény cerveného krevniho obrazu a davek erytropoetinu

V tomto bloku jsme hodnotili koncentraci hemoglobinu (Hb) a tydenni davky
podavaného erytropoetinu (rHuEPO). Statisticka deskripce téchto parametrd je uvedena
v tabulce €. 2 (viz Tab. 2). Z divodu nenormalniho rozlozeni a velkého rozptylu hodnot jsou

tydenni davky rHuEPO uvedeny v medidnech.

Tab. 2. Hladiny hemoglobinu a tydenni davka erytropoetinu v pritbéhu suplementace L-
karnitinem u suplementované skupiny (KAR) a kontrolni skupiny, kterd uzivala placebo (P).
Hodnoty hemoglobinu jsou uvedeny jako aritmeticky priumeér + smérodatna odchylka, tydenni

davky erytropoetinu jsou uvedeny v medianech.

Parametr Skupina Mésic 0 Mésic 1 Mésic 2 Mésic 3 Mésic 4 Mésic 5 Mésic 6
113,32 113,24 + 114,22 + 116,02 £ 112,70 £ 113,68 + 114,84 +
Hb (g/l) KAR 18,33 17,03 16,62 16,88 16,43 16,45 17,02
115,15+ 113,61 + 116,41 + 120,20 + 113,12 + 118,80 + 117,05 +
P 17,49 18,12 17,38 15,69 13,41 15,93 17,26
Davka rHUEPO
(U/tyden) KAR 3000 4000 4000 3500 3500 4500 4500
P 2000 4000 4000 4500 4500 5000 4500

Vysveétlivky: Hb — hemoglobin, rHuEPO — rekombinantni lidsky erytropoetin, U — jednotka

V prub¢hu studie jsme neprokazali statisticky vyznamné zmény v koncentraci Hb ani
u jedné ze skupin. Neprokazali jsme ani zmény v davkovani tHuEPO ve smyslu snizovani
davek béhem lécby KAR tak, jak to bylo popisovano v nékterych vyse citovanych pracich.
Nebyl zaznamenén ani odli$ny trend téchto parametri mezi pacienty suplementovanymi KAR

a kontrolni skupinou, dostavajici placebo.

8.3. Zmény metabolismu lipidi

Statistickd deskripce sledovanych ukazatelt lipidového metabolismu je shrnuta

v tabulce €. 3 (viz Tab. 3).
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Tab. 3. Ukazatele metabolismu lipidii behem suplementace L-karnitinem u suplementované
skupiny (KAR) a kontrolni skupiny, ktera uzivala placebo (P). Hodnoty jsou uvedeny jako

aritmeticky prumer £ smerodatna odchylka.

Parametr Skupina Mésic 0 Mésic 3 Mésic 6
TC (mmol/l) KAR 461+1,05 | 466+1,02 | 462+1,29
P 457+1,10 | 4,47+0,98 | 4,43+0,95

HDL-C (mmol/l) KAR 1,04+0,31 | 1,04+£0,32 | 1,06 +0,37
P 1,13+0,31 | 1,17+£0,37 | 1,14+0,36

LDL-C (mmol/l) KAR 2,68+0,82 | 2,74+0,76 | 2,69+0,77

P 2,65+093 | 2,60+077 | 2,56+0,83
TAG (mmolll) KAR | 2,43+1,18 | 2,38+1,76 | 2,32+ 1,04
P 1,89+093 | 2,22+1,19 | 1,99+0,95
Lp (a) (g/1) KAR | 038+0,54 | 0,47+0,69 | 0,46 +0,69
P 0,48+0,59 | 052+0,70 | 0,54+0,66

Vysveétlivky.: TC — celkovy cholesterol, HDL-C — HDL-cholesterol, LDL-C — LDL-cholesterol,

TAG — triacylglyceroly, Lp(a) — lipoprotein(a)

Vzhledem k tomu, ze KAR je nezbytny pro spravné fungovani intramitochondrialni
beta-oxidace MK, ptedpokladali jsme, ze bychom z méfenych parametrt lipidového
metabolismu jeho suplementaci mohli ovlivnit zejména sérovou koncentraci TAG. U skupiny
nemocnych suplementovanych KAR méla triacylglycerolémie skute¢né klesajici tendenci,
zatimco u placebové skupiny byl zaznamenan opacny trend. Tyto zmény vSak nebyly
statisticky vyznamné.

Zmény koncentrace ostatnich lipidi, tj. celkového cholesterolu a jeho HDL a LDL
frakci ani Lp(a), nejevily statisticky vyznamné zmény ani jednoznaény trend u

suplementované skupiny ani u kontrol.
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8.4. Zmény ukazatelii nutrice a zanétu

Statisticka deskripce sledovanych ukazateli stavu nutrice a zanétu je shrnuta v tabulce

€. 4 (viz Tab. 4). Z divodu nenormalniho rozlozeni dat jsou hodnoty CRP uvedeny

v medidnech (v zavorce je uvedena minimalni a maximalni hodnota).

Tab. 4. Ukazatele stavu nutrice a zanetu behem suplementace L-karnitinem u suplementované

skupiny (KAR) a kontrolni skupiny, ktera uzivala placebo (P). Hodnoty albuminu,

prealbuminu a transferinu jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smerodatna odchylka,

hodnoty C-reaktivniho proteinu jsou jsou uvedeny v medianech (minimum—maximum,).

Parametr Skupina Mésic 0 Mésic 1 Mésic 2 Mésic 3 Mésic 4 Mésic 5 Mésic 6
Albumin (g/l) KAR 39,05 + 3,87 | 38,26 + 3,33 | 38,41 +2,87 | 38,98 + 2,75 | 38,72+ 3,03 | 39,10 + 3,32 | 41,32+ 5,68
P 38,69 + 3,20 | 38,10 + 3,37 | 38,85+ 3,45 | 39,29 + 3,03 | 39,15 + 3,03 | 39,21 + 2,75 | 40,53 + 3,50
Prealbumin
(g/1) KAR 0,31+0,10 - - 0,35+0,10 - - 0,27 £ 0,09
P 0,30+ 0,10 - - 0,33+0,12 - - 0,28 + 0,11
Transferin (g/l) KAR 1,72+ 0,44 - - 1,75+ 0,40 - - 1,45+0,48
P 1,68 £ 0,32 - - 1,69 £ 0,28 - - 1,43+0,45
4,0 (1,0- 5,0 (1,0~
CRP (mg/l) KAR 75,0) - - - - - 160,0)
4,0 (1,0~ 5,0 (1,0~
P 50,0) — — — — — 186,0)

Vysveétlivky: CRP — C-reaktivni protein

V prubéhu studie jsme neprokazali statisticky vyznamné zmény v koncentraci

albuminu, prealbuminu, transferinu a CRP ani u jedné ze sledovanych skupin. Nebyl

zaznamenan ani odliSny trend téchto parametri mezi pacienty suplementovanymi KAR a

kontrolni skupinou, dostavajici placebo.
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8.5. Ovlivnéni oxidacniho stresu a antioxida¢ni ochrany

Hladiny sledovanych ukazateli oxidacniho stresu a antioxida¢ni ochrany u
hemodialyzovanych nemocnych suplementovanych KAR ve srovnéni s kontrolni skupinou,
ktera uzivala placebo, jsou uvedeny v tabulce €. 5 (viz Tab. 5). Vysledky jsou vyjadieny

v medidnech, jelikoz vétSina dat nebyla normalné rozlozena.

Tab. 5. Hladiny parametrii oxidacniho stresu a antioxidacni ochrany u hemodialyzovanych
nemocnych behem suplementace L-karnitinem (KAR) a kontrolni skupiny, ktera uzivala
placebo (P). Data jsou uvedena v medianech (minimum—maximum), p vyjadruje statistickou
vyznamnost zmeny mezi hodnotou v mésici 0 a hodnotou v mésici 6 (*p<0,05; **p<0,01;

**%p<0,001; NS — statisticky nevyznamna zmeéna,).

Parametr Skupina Mésic 0 Mésic 6 P
SOD (U/g) KAR | 977,5(489,0-1601,0) | 1081,0 (743,0-1477,0) *
P 874,0 (488,0-1582,0) | 1077,0 (688,0-1582,0) *
GPx (U/g) KAR 51,2 (24,2-82,4) 50,8 (21,4-105,7) NS
P 54,2 (27,2-75,7) 54,6 (28,3-80,2) NS
GSH (mmol/l) KAR 2,03 (1,35-82,40) 1,85 (0,93-2,67) *
P 2,06 (1,41-2,85) 1,87 (0,84-3,06) *
MDA (TBARS) (umol/l) KAR 2,15 (1,12-5,58) 1,89 (1,37-8,21) *
P 2,14 (1,49-4,43) 2,01 (1,18-3,59) NS
OXxLDL (1U/1) KAR 157,0 (64,0-299,1) 120,6 (53,0-359,0) i
P 144,3 (43,0-292,0) 98,0 (55,0-259,0) *
AGE (RLU/g bilkoviny
séra) KAR 25,7 (14,1-44,6) 28,5 (17,3-43,5) e
P 25,9 (15,7-39,4) 27,3 (13,9-44,9) e
AOPP (umol/l) KAR 101,5 (8,0-246,0) 94,0 (51,0-253,0) NS
P 83,0 (52,0-181,0) 85,0 (46,0-161,0) NS
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Vysveétlivky.: SOD — superoxiddismutaza, GPx — glutathionperoxidaza, GSH — redukovany
glutathion, MDA — malondialdehyd, TBARS — thiobarbituric acid-reactive substances (latky
reagujici s kyselinou thiobarbiturovou), oxLDL — oxidované LDL castice, AGE — advanced
glycation end-products (produkty pokrocilé glykace), AOPP — advanced oxidation protein

products (produkty pokrocilé oxidace proteinii)

Pocatecni hodnoty métenych parametri se statisticky vyznamné neliSily mezi obéma
skupinami pacientl. PiestoZe doslo k nékterym signifikantnim zméndm béhem piilro¢ni
suplementa¢ni periody, vétSinou se tyto zmény udaly v obou sledovanych skupinach. Obé
skupiny se tedy vyznamné neliSily v dynamice zmén antioxida¢nich enzymit SOD a GPx,
GSH v erytrocytech, AGE latek ani AOPP. Koncentrace MDA (resp. TBARS) poklesla u
suplementované skupiny (p < 0,05), zatimco u kontrolni skupiny nebyl pokles statisticky
vyznamny (viz Graf 2). Koncentrace oxLDL poklesla signifikantné v obou skupinéch, ale
v pokusné skupiné byl rozdil na vyssi hladiné vyznamnosti (p < 0,001) nez v kontrolni

skupiné (p < 0,05).
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Graf 2. Zakladni koncentrace malondialdehydu (resp. TBARS) a efekt Sestimesicni
suplementace L-karnitinem u suplementované skupiny (Carnitine) a kontrolni skupiny
(Placebo). Data jsou zndzornéna jako box-plot grafy, horizontadlni linie predstavuji median,

25. a 75. percentil, minimum a maximum.
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Vysvétlivky: TBARS — thiobarbituric acid-reactive substances (latky reagujici s kyselinou

thiobarbiturovou)
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8.6. Vliv na kalciofosfatovy a kostni metabolismus

Hladiny sledovanych ukazateld kalciofosfatového metabolismu a kostni piestavby u
hemodialyzovanych nemocnych suplementovanych KAR ve srovnéni s kontrolni skupinou,
ktera uzivala placebo, jsou uvedeny v tabulce €. 6 (viz Tab. 6). Vysledky jsou vyjadieny

v medidnech, jelikoz data nebyla normaln¢ rozlozena.

Tab. 6. Hladiny parametrii kalciofosfatového metabolismu a kostni prestavby u
hemodialyzovanych nemocnych behem suplementace L-karnitinem (KAR) a kontrolni skupiny,
ktera uzivala placebo (P). Data jsou uvedena v medianech (minimum—maximum), p vyjadruje

statistickou vyznamnost zmeny mezi hodnotou v mésici 0 a hodnotou v mesici 6 (*p<0,05; NS

— statisticky nevyznamnad zména).

Parametr Skupina Mésic 0 Mésic 3 Mésic 6 P
Ca (mmol/l) KAR 2,30 (1,65-2,97) 2,28 (1,52-2,78) 2,32 (1,87-3,18) NS
P 2,35 (1,91-2,85) 2,37 (2,03-3,12) 2,36 (2,03-2,80) NS
P (mmol/) KAR 1,74 (0,71-3,71) 1,86 (0,94-3,43) 1,76 (0,57-3,30) NS
P 1,71 (1,02-3,50) 2,11 (1,10-3,63) 1,84 (0,69-4,30) NS
Ca x P (mmol*/?) KAR 4,08 (1,55-7,26) 4,35 (2,14-8,12) 4,22 (1,52-7,59) NS
P 4,14 (2,42-8,68) 4,70 (2,35-8,86) 4,15 (1,51-8,99) NS
PTH (ng/) KAR 186,0 (12,0-646,0) - 135,5 (11,0-627,0) NS
P 148,0 (10,0-1294,0) - 207,0 (10,0-685,0) NS
b-ALP (ug/!) KAR 13,9 (4,8-80,3) - 13,2 (4,4-51,7) *
P 15,2 (5,8-47,8) - 13,2 (5,4-49,3) *
OC (ug/) KAR 78,3 (19,8-259,2) - 68,8 (6,5-381,9) NS
P 62,7 (16,6-409,1) - 79,8 (20,7-408,2) *
OPG (ng/l) KAR 144,0 (56,0-388,0) - 182,0 (56,0-450,0) *
P 140,0 (48,0-448,0) - 164,0 (48,0-460,0) NS
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Vysveétlivky.: Ca — vapnik celkovy, P — anorganické fosfaty, Ca x P — kalciofosfatovy soucin,
PTH — parathormon, b-ALP — kostni izoenzym alkalické fosfatazy, OC — osteokalcin, OPG —

osteoprotegerin

Statistické zpracovani dat metodou vicecetné logistické regresni analyzy ukéazalo, ze
pouze sérova koncentrace KAR byla proménnou, kterd se statisticky vyznamné liSila mezi
pokusnou a kontrolni skupinou. Obé skupiny se neliSily v koncentracich vapniku, fosfati, ani
ve vypoctu kalciofosfatového soucinu. Hodnoty téchto parametrii oscilovaly (byly sledovany
v mésicnich intervalech), nebylo proto mozné vysledovat jakykoliv trend. V ptipadé¢ PTH
jevila jeho koncentrace u suplementované skupiny klesajici tendenci na rozdil od tendence
k narhstu u kontrolni skupiny. Nicméné tyto zmény nebyly statisticky vyznamné pro Siroky
rozptyl koncentraci PTH mezi jednotlivymi pacienty. Nenalezli jsme zadné zmény
v dynamice b-ALP v porovnani obou sledovanych skupin nemocnych. Sice jsme pozorovali
vyznamny pokles koncentrace b-ALP béhem suplementace KAR, ten se vSak objevil u obou
skupin soucasné, takze nemuze byt prikladan uc¢inkim KAR. Zmény b-ALP a OC by mohly
byt charakterizovany jako pokles kostniho obratu u nemocnych suplementovanych KAR, i
kdyZ pokles OC zde nebyl statisticky vyznamny.

Fyziologicka koncentrace OPG v séru zdravych osob je 18—42 ng/l. Nasi nemocni
m¢éli na pocatku studie koncentraci OPG 172,0 + 91,4 ng/l (median = 142,0). Nasledkem
suplementace KAR jeho koncentrace dale rostla (p < 0,05), zatimco u kontrol byl vzestup
mensi a jen nevyznamny. ProtoZze OPG je znam jako faktor inhibujici aktivaci osteoklastt,
jeho vzestup miize mit pozitivni G¢inek v prevenci renalni osteodystrofie a osteopordzy. Tyto
zaveéry podporuje 1 zjisténa statisticky vyznamna pozitivni korelace mezi zménou koncentrace
KAR a zménou koncentrace OPG u skupiny naSich nemocnych suplementovanych KAR (viz

Graf 3). Zména koncentrace KAR se také jevila jako nejvyznamné;jsi ukazatel zmény
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koncentrace OPG v modelu mnohocetné regrese. Druhym, méné vyznamnym faktorem byla

zména koncentrace PTH (viz Tab. 7).

Graf 3. Poradova korelace mezi zménou koncentrace osteoprotegerinu (Delta OPG v ng/l)) a
karnitinu (Delta CAR v umol/l). Statisticky vyznamna korelace (r = 0,46; p = 0,003) byla
nalezena u skupiny suplementovanych L-karnitinem (prazdné ctverce), Zadna korelace nebyla

prokazana u kontrtol s placebem (plné ctverce).
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Tab. 7. Vyznamné faktory urcujici zménu koncentrace osteoprotegerinu u skupiny

hemodialyzovanych nemocnych suplementovanych L-karnitinem

Nezavislé proménné regresni koeficient SE P
zména KAR 0,76673 0,24715 0,0035
zména PTH 0,1673 0,07933 0,0413
vék 1,82 0,73 0,02
R’ adjusted = 0,38 (p<0,001)

Vysvetlivky: KAR — karnitin, PTH — parathormon, SE — standard error (standardni chyba), p

— statistickd vyznamnost, R’ adjusted — adjustovany regresni koeficient

8.7. Zmény klinického stavu

Suplementace KAR nebyla doprovazena zadnymi nezadoucimi tc¢inky. Nikdo z
pacientli neodstoupil ze studie na zakladé¢ jakychkoli negativnich subjektivnich ptiznak.
Nemocni, ktefi nedokon¢ili studii z divodu umrti, pochézeli jak ze suplementované skupiny
(7 nemocnych), tak z kontrolni skupiny (9 nemocnych).

Na druhé strané nebyl zjistén rozdil v subjektivnim vnimani stavu nemocnych ani
v komplikacich hemodialyzy (jako je napt. vyskyt hypotenze, kie¢i, arytmii aj.) mezi

suplementovanou a kontrolni skupinou.

9. Diskuze

Nekteti autofi popisuji, Ze nasledkem suplementace KAR u hemodialyzovanych
nemocnych mize dojit k pozitivnimu ovlivnéni stavu nutrice. Tak napt. Argani et al.
pozorovali po kazdodennim peroralnim podévani 500 mg KAR po dobu 2 mésict zvySeni

koncentrace albuminu z 37,0 + 4,0 na 42,0 = 5,0 g/l [Argani ef al., 2005]. Savica et al.
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podavali KAR intraven6zné v davee 20 mg/kg (n = 48) nebo placebo (n = 65) tiikrat tydné na
konci kazdé dialyzy po dobu 6 mésicti. Skupina nemocnych suplementovana KAR vykézala
vzestup sérového albuminu, tranferinu, hemoglobinu a BMI, a zaroven také statisticky
vyznamny pokles koncentrace CRP. U kontrolni skupiny albumin, transferin a BMI dokonce
KAR a zlepsenim energetického metabolismu po jeho suplementaci.

Na rozdil od vySe popsanych studii v nasem souboru nemocnych se u¢inek KAR na
parametry nutrice neprojevil. Jestlize posuzujeme koncentraci ukazatelii nutrice pred
zahajenim suplementace KAR, zda se, Ze jen velmi malé procento osob trpélo skutecnou
proteinovou malnutrici. Konkrétné pouze 8,7 % zatazenych pacientli mélo pted zahdjenim
studie koncentraci prealbuminu niz$i nez dolni refen¢ni mez (< 0,2 g/1); v ptipad¢ albuminu to
bylo 10,9 % pacienti (< 35 g/l). Niz$i hladina transferinu (< 2,0 g/l) byla pted studii v plnych
73,9 % ptipadd, avsak tento ukazatel je ovliviiovan metabolismem zeleza. Podle hladiny
prealbuminu a albuminu se tedy zda, Ze vétSina nemocnych netrpéla proteinovou malnutrici, a
mozna prave proto se efekt KAR nemohl projevit.

V tadé praci je popisovan efekt KAR na ¢erveny krevni obraz a na snizeni potieby
rHuEPO u hemodialyzovanych nemocnych [Boran et al., 1996; Bérard & Iordache, 1992].
Tento efekt je zprostfedkovan pravdépodobné zvySenim stability erytrocytarni membrany a
tedy niz$im stupném hemolyzy [Arduini ef al., 1990; Bérard et al., 1994]. V nasi studii se
tento efekt, na rozdil od pilotni studie [Veseld et al., 2001], neprojevil. Pfi¢inu této
diskrepance nedovodeme vysvétlit.

Co se tyka vlivu KAR na lipidovy metabolismus, zde jsme piedpokladali, ze
nasledkem suplementace dojde u hemodialyzovanych nemocnych ke zlepseni
intramitochondridlni beta-oxidace. To se mélo projevit zejména poklesem hladiny TAG.

Zaroven naSe hypotéza byla zalozena na ptedpokladu, Ze odstraniovani nadbytecnych MK
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z cytosolu bun¢k a celkové zefektivnéni energetického metabolismu povede ke zmirnéni
oxidac¢niho stresu. Deficit KAR a vy$si mira oxida¢niho stresu u hemodialyzovanych
nemocnych byly dobrym ptredpokladem pro validitu této hypotézy, stejné jako vysledky
pilotni studie Veselé et al. Tehdy se podaval KAR intravendzné 12 hemodialyzovanym
nemocnym po stejnou dobu a ve stejné davce jako nyni, a doslo k signifikantnimu poklesu
MDA (resp. TBARS) a normalizaci lipidogramu [Vesela et al., 2001]. Néktefi jini autofi
rovnéz piipisuji KAR vyrazné antioxidacni ucinky [Ames & Liu, 2004; Sener et al., 2004].
Rozdilny trend v koncentraci sérovych TAG mezi pokusnou a kontrolni skupinou a zaroven
signifikantni pokles MDA (resp. TBARS) u nemocnych suplementovanych KAR ve srovnani
s placebem podporuji nasi hypotézu, prestoze zmény ostatnich parametra lipidového
metabolismu, oxida¢niho stresu a antioxida¢ni ochrany nebyly tak markantni, jak jsme
puvodné predpokladali.

Také v ptipadé¢ kalciofosfatového metabolismu jsme byli pfekvapeni relativné dobrym
stavem sledované populace nasich dialyzovanych nemocnych jiz pfed zahajenim
suplementace KAR. Sérové hladiny véapniku, fosfatl, kalciofosfatovy soucin ani PTH se
vyznamné neodchylovaly od doporu¢enych hodnot pro osoby s riznym stadiem rendlniho
selhani podle National Kidney Foundation [National Kidney Foundation, 2003].
Predpokladali jsme, Ze chronicky hemodialyzovani nemocni budou trpét hyperfosfatémii, jak
je to popisovano v literatute [Giachelli ef al., 2005]. Nase hypotéza byla zalozena na
potencionalnim sniZzeni fosfatémie nasledkem zlepSeného energetického metabolismu bunék
po podavani KAR. Nadbytecny fosfor mél byt vyuzit pro rtizné intracelularni fosforyla¢ni
reakce, véetné syntézy ATP. Tato hypotéza byla podpotfena i nékterymi jinymi studiemi, kdy
po podavani KAR u dialyzovanych nemocnych k poklesu fosfatémie skutecné doslo [Ahmad
et al., 1990; Veseld et al., 2001]. Tyto studie vSak byly provadény u relativn€ vyrazné

hyperfosfatémickych pacientii, coz mize byt jednou z pficin naSeho negativniho vysledku.
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Ackoli jsme neprokazali signifikantni rozdily v koncentraci vapniku, fosfatd ani
kalciofosfatového soucinu, v hodnotach PTH byl znateln€ odlisny trend mezi pokusnou a
kontrolni skupinou. Tento rozdil nedovedeme presné vysvétlit, nicméné je mozné spekulovat
o ptfimém ucinku KAR na pfistitna téliska. Tato mozné vzajemna souvislost neni v odborné
literatute dosud popséana a mohla by byt predmétem dalSiho vyzkumu.

Jelikoz oxidace MK poskytuje znacnou ¢ast energie pro vyzivu kostni tkané [Adamek
et al., 1987], sledovali jsme rovnéz vliv suplementace KAR na metabolismus osteoblasti.
Hladiny b-ALP a OC jsme hodnotili zejména jako ukazatele kostni piestavby. Prestoze je
koncentrace OC u 0sob s rendlnim selhdnim zvySend mimojiné i v diisledku jeho poruseného
vyluc¢ovani ledvinami, je povazovan mnohymi autory za velmi dobry marker kostniho obratu
[Charhon et al., 1986; Sebert et al., 1987]. Na zacatku studie mélo 91,7 % nemocnych
hodnoty zvysSené nad referencni meze urcené v nasi laboratofi [Cibulka ef al., 2007], zatimco
jen 8,3 % nemocnych melo koncentraci OC normalni. Primérna hladina b-ALP byla rovnéz
na horni hranici normy [Urefia & De Vernejoul, 1999]. Z téchto nélezii usuzujeme na zvyseny
kostni obrat u vétSiny pacientl ped zahdjenim suplementace KAR. Zmény b-ALP a OC ve
spojeni se zménami PTH u dialyzovanych nemocnych suplementovanych KAR mtzeme
popsat jako tendenci k poklesu kostniho obratu a sekundarniho hyperparathyreoidismu.

Osa OPG/RANKL/RANK velmi zdsadnim zpiisobem ovliviiuje kostni piestavbu
[Khosla, 2001; Kostenuik, 2005]. RANK (receptor activator of nuclear factor NF-kB) je
receptor nachdzejici se na prekurzorech osteoklastt, stejn¢ jako na zralych osteoklastech.
RANKL (ligand pro RANK — receptor activator of nuclear factor NF-xB-ligand) je aktivator,
ktery se vaze na RANK. Pti vazbé¢ RANKL na RANK dochazi k diferenciaci a aktivaci
osteoklastl a naslednému zvySeni kostni resorpce. OPG je peptid, ktery je produkovéan
osteoblasty, kompetitivné se vaze s RANKL a inhibuje tak aktivaci osteoklasti. Nakashima et

al. prokdzali vyznamnou pozitivni korelaci mezi plazmatickou koncentraci OPG a kostni
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denzitou u hemodialyzovanych nemocnych [Nakashima et al., 2006]. OPG mizeme
povazovat za protektivni faktor rozvoje renalni osteodystrofie a osteopordzy. U pacientli na
dialyze se vyskytuji zvySené hladiny OPG, pravdépodobné se jedna o kompenzacni
mechanismus, ktery brani zvysené ztrat¢ kostni hmoty, ktera zde nastava v disledku
sekundarniho hyperparathyreoidismu [Avbersek-Luznik et al., 2002].

Vyznamné zmény v koncentraci OPG byly pozorovany v nasi studii po Sestimési¢ni
suplementaci KAR. Zatimco doslo ke statisticky vyznamnému vzestupu OPG u
suplementovanych pacientti, u kontrol doslo pouze k nevyznamné zméné¢. Tento nalez by
mohl byt ¢astec¢né vysvétlen opacnym trendem v koncentraci PTH, nebot’ je prokdzano, ze
PTH je faktor, ktery vyznamné snizuje pomér OPG/RANKL. Lee a Lorenzo popsali, ze PTH
snizuje expresi OPG v osteoblastech [Lee & Lorenzo, 1999]. Vysledky mnohocetné regrese
vSak ukazaly, Ze nejsilnéjSim prediktorem zmény koncentrace OPG byla zména sérové
koncentrace KAR. Tyto vysledky naznacuji, ze by suplementace KAR skutecné mohla
ovlivilovat metabolismus kostni tkan¢ se zvySenim aktivity osteoblastid. Vyzkumny tym

Colucciho et al. dosli v in vitro studii k podobnym zavérim [Colucci ef al., 2005].

10. Zavéry a doporuceni

Jelikoz je KAR nezbytny pro spravny chod metabolismu a jeho nedostatek, ktery byl
opakované prokazan u hemodialyzovanych nemocnych, se miiZze podilet na vzniku zavaznych
komplikaci dialyza¢ni 1é€by, je mnohymi autory doporuovano piistoupit u této skupiny
pacientil k jeho suplementaci. Podle naSich vysledkli ma v§ak pomérné znacné ¢ast
hemodialyzovanych nemocnych hladinu KAR srovnatelnou se zdravou populaci. Efekt
suplementace u téchto jedincii je tedy ponékud sporny, i kdyz jsme si védomi skutecnosti, ze
sérova hladina nemusi zcela dobfe odrézet tkanovou saturaci. Naopak se daji predpokladat

pfiznivé u€inky suplementace u pacientl s prokdzanym deficitem KAR, ktery byl doposud

55



hodnocen jen podle klinickych ptiznakt. Také proto jsme zavedli metodu stanoveni KAR na
automaticky analyzator Olympus AU 400. Laboratorni stanoveni tak mize doplnit klinické
priznaky nedostatku KAR a pfispét k presnéjsimu vybéru pacienti s deficitem KAR. Metoda
je ve srovnani s ruéni metodou rychlejsi, presnéjsi, levnéjsi a méné pracnd. Navic se ukazala
byt velice citlivou i pfi nizkych koncentracich KAR, ¢ehoz by se dalo vyuzit pravé u
hemodialyzovanych nemocnych, a to zejména po dialyze, kde se vyskytuji vyrazné snizené
hodnoty volného KAR.

Na zékladé zmén sledovanych parametri, které jsme pozorovali béhem nasi studie,
jsme dosli k nésledujicim zavérim:
1. Koncentrace volného karnitinu v séru u chronicky dialyzovanych nemocnych pied
hemodialyzou je sniZena jen asi u 40 % nemocnych; zbyvajicich 60 % mé koncentraci
srovnatelnou s osobami s normalni funkei ledvin.
2.V pribéhu hemodialyzy dochézi k poklesu hladiny volného karnitinu; po vykonu dosahuje
jeho koncentrace jen asi 30 % predialyzacnich hodnot.
3. Suplementace L-karnitinem vede k vyznamnému zvyseni koncentrace volného karnitinu
v séru, takze 1 po hemodialyze obvykle piesahuje dolni referencni mez pro zdravou populaci.
4. Zvysend koncentrace karnitinu v séru dlouhodobé pietrvava i po jeho vysazeni; minimalné
dalsi 2 mésice.
5. Suplementace L-karnitinem vede k poklesu koncentrace triacylglycerolt a snizeni
oxida¢niho stresu, coz se projevi snizenim plazmatické koncentrace produktu lipoperoxidace
malondialdehydu a oxidovanych LDL ¢astic. Protoze hemodialyzovani nemocni vykazuji
zvysenou produkei volnych radikalt a maji snizenou intracelularni antioxida¢ni ochranu,
mohl by byt tento u€inek karnitinu pomérné vyznamny.
6. Suplementace L-karnitinem tlumi aktivaci osteoklastl (zvySenim produkce tkanového

inhibitoru osteoklastogeneze osteoprotegerinu) a vede ke snizeni kostniho obratu a hladiny
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parathormonu. Tento nalez se jevi jako vyznamny metabolicky ucinek, nebot’ sekundarni
hyperparathyreoza se povazuje za jeden z nepiiznivych metabolickych faktort
doprovazejicich dialyzacni 1éCbu.

7. Nezaznamenali jsme zlepSeni stavu nutrice a zanétu ani ovlivnéni ¢erveného krevniho
obrazu. Tento nalez vysvétlujeme tim, Ze parametry nutrice i koncentrace hemoglobinu
nevykazovaly vyznamné snizené hodnoty u vétSiny nemocnych ani pted zahajenim
suplementace karnitinem.

8. Suplementace L-karnitinem nebyla doprovazena zadnymi nezadoucimi G¢inky; na druhé
strané nebyl zjistén rozdil v subjektivnim vnimani stavu nemocnych ani v komplikacich
hemodialyzy, jako je vyskyt hypotenze, kie¢i a arytmii, mezi suplementovanymi a kontrolni
skupinou.

9. Suplementace L-karnitinem tedy mlize ovlivnit nékteré metabolické odchylky, které se
vyskytuji v souvislosti s jeho deficitem u hemodialyzovanych nemocnych, zejména u osob

s jeho vyznamnéjsim deficitem.

10. Doposud se pro diagnostiku deficitu karnitinu pouzivala jen klinicka kritéria, ktera nelze
podle naseho nazoru povazovat za zcela objektivni. Pro uréeni vhodnych pacientd, u kterych
by mél byt karnitin 1é¢ebné podavan, proto nabizime modifikovanou fotometrickou metodu
pro stanoveni volného karnitinu, kterou jsme adaptovali pro pouziti na automaticky

biochemicky analyzator Olympus AU 400.
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Anotace

Chronic kidney failure is associated with many kinds of metabolic disorders caused by
the kidney disease and also attributable to dialysis treatment. Phenomena such as
accumulation or deficit of various substances and dysregulation of metabolic pathways

participate in the pathogenesis of these changes.

One of these disorders, which we studied in more detail, is a deficit of carnitine.
Carnitine is a substance which plays an essential role in beta-oxidation of fatty acids by
catalyzing their transport into the mitochondrial matrix. It enables obtaining of energy,

namely in muscle cells including myocardium.

Patients with chronic kidney failure treated by hemodialysis are known to have
decreased carnitine concentration in plasma and tissues due to its impaired synthesis in
kidneys and the great loss across the hemodialysis membrane during dialysis sessions. A
single hemodialysis session reduces plasma free-carnitine concentrations to about one-third of
their predialysis values because of small molecule of free-carnitine. On the other hand, renal
elimination of acylcarnitine, which is physiologically ineffective, may be impaired in chronic
kidney failure, leading to increased blood concentrations of acylcarnitine. Although these
subnormal free-carnitine levels with elevated acylcarnitine fractions may result in normal or
elevated total plasma carnitine levels in dialysis patients, the functional carnitine pool in

tissues is decreased.

Considerable evidence suggests that carnitine deficiency and abnormalities of carnitine
metabolism result in a number of clinical conditions that are associated with dialysis,
including muscle weakness, hypotension, fatigue, muscle cramps, poor exercise tolerance,
anemia, left ventricular dysfunction, and higher incidence of arrhythmias. Recent studies have
demonstrated that carnitine supplementation can restore the abnormal metabolism in dialysis

patients and may alleviate some of the symptoms mentioned above.
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The American National Kidney Foundation has recently approved “Practice
Recommendations for the Use of L-carnitine in Dialysis-Related Carnitine Disorder”, which
manifests itself as a syndrome of clinical problems and symptoms, most notable of which are
anemia that is hyporesponsive to erythropoietin therapy, intradialytic hypotension,

cardiomyopathy, and skeletal muscle dysfunction manifested as generalized fatigability.

The main goal of this project was to investigate possible effects of carnitine
supplementation on metabolic parameters which could be positively influenced by the support
of intramitochondrial beta-oxidation and energy metabolism. These are markers of nutrition,
lipid metabolism, red blood cell count and, according to our previous findings, also
parameters of oxidative stress and calcium-phosphate metabolism. The purpose is finding
ways to prevent from the development of atherosclerosis and renal bone disease in chronically

hemodialyzed patients.

The consequential goal was to adapt an enzymatic photometric method for free-

carnitine determination and its automation for the Olympus AU 400 analyzer.

According to our results, a great deal of hemodialyzed patients has carnitine levels
comparable with a healthy population. Hence, an effect of supplementation in these persons is
questionable, although we realize that serum carnitine concentration may not accurately
predicate of tissue saturation. Conversely, positive effects could be expected in patients with

decreased carnitine levels.

Some authors describe that the supplementation with carnitine may positively
influence nutritional-inflammation status of hemodialyzed patients. Changes should be
happened due to anti-inflammatory effect of carnitine and general improvement of the energy
metabolism after its administration. Furthermore, many papers describe positive effects of
carnitine on the red blood cell count which manifest by reducing doses of erythropoietin in

hemodialyzed patients treated for anemia. This influence should be enabled by increased
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stability of the erythrocyte membrane and thus reduced degree of hemolysis. In contrast to our
pilot study, these effects were not proved in the current study. We cannot identify causes so
exactly, but it seems that a health state of the majority of patients was fairly well-managed at
the beginning of the supplementation period and therefore an effect of carnitine on this field

of metabolism could not have enforced.

With respect to potential effects of carnitine on lipid metabolism and oxidative stress,
we noted a decreasing tendency of serum triglycerides levels in supplemented patients in
contrast to controls. Concentration of malondialdehyde, which is considered to be a marker of
oxidative stress, decreased. Other parameters of lipide metabolism, oxidative stress and

antioxidative defense did not significantly differ between both groups of patients.

Although we did not prove any significant changes in concentrations of calcium and
inorganic phosphate, we did find a tendency to correction of secondary hyperparathyroidism
and reduction of bone turnover in the group of patients supplemented with carnitine along
with an increasing tendency in controls. Concentration of osteoprotegerin increased
significantly after six months of the supplementation, while levels of parathormone and
osteocalcin had only a decreasing tendency which was not statistically significant. An
opposite trend was noted in the control group without carnitine supplementation. As
osteoprotegerin is an important factor which suppress activation of osteoclasts, its increased
concentration might play a role in prevention of renal bone disease and osteoporosis in

hemodialyzed patients.

In conclusion, the carnitine supplementation can influence some clinical and
biochemical symptoms which occur in connection with its deficit in hemodialyzed patients.
Concerning metabolis parameters, these are namely markers of nutrition and inflammation,
lipid metabolism, red blood cell count and, according to our previous experience, also some

parameters of oxidative stress and calcium-phosphate metabolism.
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However, our results have shown that a great deal of hemodialyzed patients may have
serum carnitine levels in reference ranges for healthy population. We can explain in this way,
why observed metabolic changes were greater in our pilot study. At that time, from about 50
hemodialyzed patients were taken into the study only 12 patients with the lowest carnitine
levels.

To date, the deficit of carnitine in hemodialyzed patients has been diagnosed only on
the basis of clinical symptoms defined by the American Kidney Foundation. These symptoms
are very important, but cannot serve as exact and objective evidence of carnitine deficiency.
Therefore we developed the photometric method for free-carnitine determination which we
modified and adapted for use on the Olympus AU 400 analyzer. This method may be helpful

for selection of appropriate patients for carnitine supplementation.
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