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I. Uvod

Vztahu aminothiold a zménam jejich hladin v souvislosti s riznymi
téhotenskymi patologiemi jako je preeklampsie, abrupce placenty, vrozené
vyvojové vady plodu (rozstépy neuralni trubice, srdecni vady, rozstépy rtu a patra)
je v poslednich letech vénovana velka pozornost. Centru zajmu byl dosud hlavné
prekursor cysteinu homocystein, nezavisly rizikovy faktor aterosklerdzy a rizikovy
faktor rozvoje tromboembolické nemoci. Jeho role v etiopatogenezi téchto
onemocnéni neni zcela vyjasnéna, ale predpokladd se ucast homocysteinu
v patofyziologickych dé&jich vedoucich k vaskularnimu poskozeni, pravdépodobné
hlavné formou indukce oxidativniho stresu. Proto se v poslednich letech zaméfuje
pozornost mnoha védeckych tymi na studium metabolizmu aminothiold
v souvislosti stémi  téhotenskymi komplikacemi, v jejichz pravdépodobné
multifaktorialni etiopatogenezi se ptredpoklada podil vaskularniho poskozeni.
Preeklampsie a abrupce placenty patii mezi zavazné t¢hotenské komplikace
ohrozujici na zdravi a zivoté nejen plod, ale i matku, resp. jsou nejcastéjsi pri¢inou
matef'ské morbidity a mortality a ¢astou pfi¢inou morbidity a mortality fetalni a
proto studium jejich etiopatogeneze, terapie, screeningu a ¢asné diagnostiky stoji
ve stfedu zajmu.

Cilem mé prace bylo stanovit hladiny celkového plazmatického cysteinu
dal§ich aminothioll ve fyziologickém téhotenstvi a ve vztahu k naslednému

rozvoji preeklampsie.



I1. Piehled o souc¢asném stavu zkoumané problematiky

2.1. Cystein a jeho metabolizmus

Cystein je neesencialni aminokyselina s racionalnim vzorcem 2-amino,3-

sulfopropanova kyselina a sumarnim vzorcem C3H7NO2S (obr.1).

CH2SH CH2SH SCH3
CIHNHz CIH2 CIH2
éOOH CIHNHz CIH2
CIOOH CIHNH2
éOOH
cystein homocystein methionin

Obr.1. Strukturni vzorce cysteinu, homocysteinu a methioninu

Cystein je prekurzorem latek, které maji zasadni roli v regulaci
oxidativniho stresu a detoxikaci (glutathion, taurin, anorganicky sulfat). Téz
oxidace cysteinu na cystin (obr. 2) probiha snadno a pfeména dvou skupin —SH na
S-S je pravdépodobné dulezitym oxidoredukénim systémem v téle [157]. Atom
siry s polarizovatelnym a elastickym elektronovym obalem je jeden z nejlepSich
nukleofilil a cystein participuje na fad¢ biochemickych enzymovych reakcei [158].
Thiolova skupina je snadno oxidovatelnd a umoznuje vytvafeni pric¢nych
disulfidovych mustki, ¢imz se, jako jedina sirnd aminokyselina, vyznamné podili

na konformaci a funkci bilkovin a enzymt [10]. Do organizmu se cystein dostava
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Obr. 2. Pfeména cysteinu na cystin

v potravé a téz je pres homocystein syntetizovan z pro savce jediné esencialni
sirné aminokyseliny methioninu [3]. Cystein se z nejvétsi casti odbourava na sulfat
vznikly z merkaptoskupiny, vylucujici se ledvinami, a pyruvat. Metabolizmus
proteiny tak zptisobuje zvySenou kyselost moce [159].

Methioninovy cyklus (obr. 3) je ubikviterni biochemicka reakce probihajici
ve vSech buikach organizmu. Methionin je esencialni aminokyselina nutna pro
methioninu je syntéza S-adenosylmethioninu, ktery je dilezitym donorem methylu
v mnoha methylacnich reakcich v organizmu (methylace DNA, RNA, syntéza
proteinti a lipidl) a dale syntéza homocysteinu. Z methioninu a adenosinu vznika
nejprve za katalyzy methion-S-adenosyltransferazy = S-adenosylmethionin
(AdoMet). Jeho demethylaci vznikd S-adenosylhomocystein (AdoHcy), ze
kterého, po hydrolyze katalyzované S-adenosylhomocysteinhydrolazou, vznika
homocystein (Hcy). Homocystein je dale metabolizovan dvéma cestami. V prvni
metabolické cesté remethylacni je homocystein remethylovan zpét na methionin.
Klasicka remethylacni cesta je Uzce spjata s metabolizmem folatli. Donorem
methylu je S-methyltetrahydrofolat a reakci katalyzuje methionin syntdza (MTR)
s methionin syntdza reduktazou (MTRR). Prekurzorem 5-methyltetrahydrofolatu



je kyselina listova, kterd je spolu s dal§imi kofaktory enzymut (vitamin Be jako
kofaktoru serin hydroxymethyltransferazy a vitamin B> jako kofaktor 5,10-
methylentetrahydrofolat reduktazy) nutna k spravnému pribehu folatového cyklu.
V methylentransferazové reakci, ktera probihd pouze v jaterni tkédni, je donorem
methylu betain a reakce je katalyzovana betain-homocysteinmethyltransferazou
(BHMT). Druhou cestou metabolizmu homocysteinu je cesta transsulfuracni.
V této cesté je homocystein degradovan pies cystathionin na cystein (Cys).
Nejprve dochazi ke kondenzaci homocysteinu se serinem za katylyzy cystathionin
B—synthazy (CBS) a vznikd cystathionin. Cystathionin je nasledné S$tépen
cystathionin y—lyazou (CTH), atom siry z homosysteinu zlistava na serinové kostie
a serin je transformovan na cystein. Uhlikova kostra cysteinu tedy pochazi ze
serinu, pouze sira z pivodniho methioninu. Z homocysteinové kostry po ztraté siry
zuistava homoserin, z né¢hoz se vytvori propionyl-CoA a ten skonci jako sukcinyl-
CoA. Metabolizmus cysteinu nasledné probiha nékolika cestami a vede k produkci
glutathionu (GSH), anorganického sulfatu a taurinu (Tau) [11]. Cast cysteinu se
dekarboxyluje za vzniku cysteaminu, biogenniho aminu, ktery se zabudovava do
koenzymu A. Témer tii Etvrtiny produkovaného cysteinu jsou vyuzity k syntéze
glutathionu. Syntéza glutathionu probiha ve dvou krocich. Nejprve je pomoci
y—glutamyl syntdzy na cystein navdzan glutamat a vznikd y—glutamylcystein.
V druhém kroku je jiz syntetizovan glutathion navazanim y—glutamylcysteinu na
glycin. Tato reakce je katalysovana glutathion syntdzou [12]. Glutathion ma
v lidském tele nékolik zasadnich funkci. Vazbou volnych radikald kysliku a H202
se vyznamn¢ podili na udrzovani intracelularniho redox potencidlu a udrzovani
bilkovin a thiolG v redukované formé. Nezastupitelnou roli ma i v detoxikaci a to
vazbou tézkych kovi, 1€kt a dalsich toxinti [13]. Konjugace glutathionu a toxické
latky je katalyzovana glutathion S-transferazou. Konjugat je nasledné vyloucen a
glutathion musi byt nové syntetizovan. Glutathion slouzi téz jako zdsobarna a
transportni forma cysteinu [12]. Dalsi cestou metabolizmu cysteinu je jeho

degradace na sulfat a pyruvat. Sulfat je nezbytny v fadé metabolickych pochodu



jako je detoxikace, bisyntéza steroidl a posttransla¢ni Gpravy glykoproteint [5].
Konjugaci s xenobiotiky snizuje jejich toxicitu, zvysSuje jejich rozpustnost ve vodé
a jejich vylucovani. Asi 70% siry obsazené v methioninu je vylucovano ve formé
sulfatu, coz poukazuje na kvantitativni dilezitost této metabolické cesty [83].
Dalsim produktem metabolizmu cysteinu je taurin, sirnd, semiesencialni
aminokyselina, kterd hraje diilezitou roli v mnoha =zakladnich biologickych
procesech jako je wvyvoj CNS, sitnice, metabolizmus vapniku, stabilizace
bunéénych membran, reprodukce a imunita [6,7]. Taurin ma protektivni funkce
proti oxidativnimu tkanovému poSkozeni [8] a v jatrech slouzi ke konjugaci se
zlu€ovymi kyselinami. Chloramin taurinu (Tau-Cl), ktery vznika reakci taurinu
s kyselinou chlornou je silnym regulatorem zanétlivé reakce. Taurin je pfirozenou
soucasti potravy. Aktivita dekarboxylazy kyseliny cysteové, ktera je nutnd pro
biosyntézu taurinu z cysteinu, se snizuje v neékterych zatézovych situacich a proto
je taurin piidavan do kojeneckych vyziv a parenteralnich roztokt, povzbuzujicich
napoji, které pouzivaji sportovci i bézni lidé pro zvyseni vykonu [8].

Cystein ma tedy dulezitou roli v bunééném metabolizmu, jako prekursor
latek regulujicich oxidativni stres. Jako sirnd aminokyselina obsahuje ve svém
tetézci skupinu —SH a tvorbou disulfidovych mustkli se téZ vyznamné podili na
struktufe molekul proteinti. Je jedinou sirnou aminokyselinou podilejici se na
stavbé proteinti [10]. Cestou remethylac¢ni je homocystein metabolizovan bunkami
vSech tkani lidského téla, transsulfurace homocysteinu a produkce cysteinu je vSak
moznad pouze V jatrach, pankreatu, ledvinach a CNS [3]. Transsulfuracni cesta
umoziuje syntézu cysteinu z methioninu a proto cystein neni u dospélého cloveka
esencialni aminokyselinou. U novorozence je vsak aktivita cystathionin y-lyazy,
ktera $té€pi cystathionin na cystein, nedostate¢na pro pokryti fyziologickych potieb

a cystein je tak pro novorozence aminokyselinou esencialni [4].
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2.2. Homocystein — prekursor cysteinu

O cysteinu je ve vztahu k t€hotenstvi a patologickym stavim v té¢hotenstvi i
mimo n¢j zndmo mnohem mén¢, nez o jeho prekursoru homocysteinu. Jak bylo
vySe popsano, je homocystein intermediarnim produktem metabolizmu
methioninu. Jednd se o neesencialni sirnou aminokyselinu, kterda na rozdil od

cysteinu neni stavebni sou¢asti proteind.

2.2.1. Vztah homocysteinu k patologickym staviim

Vroce 1962 McCully popsal homocystinurii u dvou sester. Toto
autosomaln¢ recesivni onemocnéni je spojeno s vysokou plazmatickou hladinou
homocysteinu a jeho nadmérnym vylucovanim moci [14]. Zakladnimi klinickymi
projevy jsou: mentalni retardace, dislokace o¢nich ¢ocek, marfanoidni habitus a
dal§i abnormality skeletu a hlavné vysoky sklon ktromboembolii, ktery je
nejcastéj$i pri¢inou casného Umrti. Jako plvodce tohoto onemocnéni byl
identifikovan defekt enyzmu cystathionin B-synthdzy s naslednou zavaznou
hyperhomocysteinémii [16]. McCully dale popsal ptipad ditéte s homocystinurii,
cystationinurii a methylmalonicurii zptisobenou poruchou metabolizmu
kobalaminu s nasledkem arterialnich 1ézi, které byly obdobné jako u pacientl
s defektem cystathionin B-synthazy. Tato pozorovani vedla k formovani
hypotézy, ze vyznamné zvySena hladina plazmatického homocysteinu u pacient
s hyperhomocysteinémii je v kauzalnim vztahu k rozvoji ¢asné arteridlni okluzni
choroby [15]. V roce 1976 byla publikovana prvni studie prokazujici zvySenou
hladinu smiSeného disulfidu cysteinu a homocysteinu (vzorec viz obr. 1) po zatézi
methioninem u pacientd s koronarni ateroskler6zou nez u zdravych kontrol [17].
Vyznam studie byl hlavné v tom, Ze hladina disulfidu u pacientii s koronarni

atereskler6zou byla sice signifikantné vyssi nez u zdravych kontrol, pfesto vSak
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v absolutni hodnoté o jeden fad niz§i nez u pacientll s defektem metabolizmu
kobalaminu nebo s defektem cystathionin P—synthdzy. Tento fakt se stal
meznikem, ktery vyvolal velky zdjem o studium homocysteinu s exponencielnim
nartstem publikaci tykajicich se homocysteinu v 90. letech minulého stoleti. Jejich
vysledky byly shrnuty v nékolika metaanalyzach [18, 19]. Prvni metaanalyza
zahrnovala vice jak 4000 pacientd s aterosklerotickym postizenim cév v fecisti
koronarnim, cerebralnim a perifernim a stejné mnozstvi kontrol. Analyza
prokédzala, Ze homocystein je nezavislym rizikovym faktorem pro vznik
ateroskler6zy ve vsech téchto fecistich s naslednym rozvojem ischemické choroby
srde¢ni (ICHS), cévnich mozkovych piihod (CMP) a ischemické choroby dolnich
koncetin (ICHDK). ZvySeni celkového plazmatického homocysteinu (t-Hcy) o 5
pumol je spojeno s nardstem rizika koronarni aterosklerézy o 60% u muzt a o 80%
u zen [18]. Druha metaanalyza zahrnovala 42 studii kardiovaskularni mortality
v 11 zemich svéta. Jen Sest studii neprokdzalo vztah mezi homocysteinem a
kardiovaskularnim rizikem, ostatni vztah mezi homocysteinem a ateroskler6zou
resp. mortalitou potvrdily [19]. Jedna ze studii potvrdila nardstajici riziko
kardiovaskularni mortality s nartstajici hladinou celkového plazmatického
homocysteinu  (t-Hcy) [20]. Dalsi studie prokazaly asociaci mezi
hyperhomocysteinémii a zvySenym rizikem tromboembolie [22] a Alzheimerovy
choroby [23], demence [24] a poruchy kognitivnich funkci [25].

Dulezité je mit na paméti, ze tyto studie jsou epidemiologické a otdzka
kauzality dosud neni objesnéna. Vysledky existujici in vitro studie vsSak
predpokladanou patogenetickou roli homocysteinu v endotelidlni dysfunkeci,
proliferaci hladké svaloviny a poruch koagulace s naslednym vaskularnim
poskozenim potvrzuji [35].

Béhem poslednich 30 let intenzivniho vyzkumu bylo identifikovano
bezpocet dietnich, metabolickych a enviromentalnich faktorG ovliviujicich
plazmatickou koncentraci homocysteinu. V metabolizmu homocysteinu jsou jako

kosubstraty nepostradatelné vitaminy Be, Bi2 a kyselina listova. Nedostatek téchto
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vitaminti zvySuje hladinu plazmatického homocysteinu [33,34]. Evidence mnoha
studii prokazuje, ze plazmatickou hladinu homocysteinu pifi mirné
hyperhomocysteinémii je mozno snizit podavanim kyseliny listové [124] a to jiz
velmi nizkou davkou 200ug za den [125]. Dalsi studie prokazuji efektivitu snizeni
hladiny homocysteinu podavanim vitaminti B12 a B6 [124,126,127,128]. Tyto
vitaminy téz pii pridani ke kyseliné listové zpusobi dalSi pokles hladiny
homocysteinu [127,128]. Dulezitym etiopatogenetickym faktorem pro mirnou
hyperhomocysteinémii jsou vrozené defekty jinych enzymi nez cystationin [3-
syntazy jako u homocystinurie, hlavné mutace methylentetrahydrofolat reduktazy
(MTHFR). Nariist homocysteinu zptisobuje i porucha funkce ledvin, §titné zlazy a
koufeni. Naopak v t€hotenstvi hladina plazmatického homocysteinu klesa [9,27].

Ke studiu metabolizmu homocysteinu, zvlasté transsulfuraéni cesty, je od
60. let minulého stoleti pouzivana zatéz methioninem. Odpovéd’ na tuto zatéz je
modifikovana mnoha faktory vcetné véku, pohlavi, rasy, pfisunu vitamini a téz
genotypem methylentetrahydofolat reduktasy (MTHFR). PfestoZze methioninovy
test identifikuje jedince se zvySenou pozatézovou hladinou homocysteinu, nema
stejnou diagnostickou hodnotu jako napf. ordlni gluk6ézovy toleranéni test (0GTT)
pro diagnostiku diabetu a nartsta skepticizmus ohledné¢ jeho hodnoty pro klinické
studie [40].

Pro porovnavani jednotlivych studii je problematické i to, Ze tzv. mirna
hyperhomocysteinémie neni dosud piesné definovana. Obecné se jedna o stav, kdy
je koncentrace homocysteinu vyssi nez fyziologicka, ale nedosahuje hodnot jako
pfi homocystinurii. Nejbéznéjsi definici hyperhomocysteinémie je hodnota

v plazmé nala¢no vyssi nez 15 umol/l [44].
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2.2.2. Homocystein a téhotenstvi

2.2.2.1. Fyziologické zmény v téhotenstvi

V téhotenstvi dochazi ke zménam téméi ve vSech organovych systémech,
které odrazeji jak adaptaci organizmu Zeny na naroky vyvijejiciho se plodu, tak
adaptacni  mechanizmy zabranujici poskozeni matefského organizmu.
Fyziologické téhotenstké zmény zahrnuji rychly nartst hladiny mnoha hormoni,
objemu extracelularni tekutiny (intravaskularni i intersticidlni), srde¢niho vydeje,
minutové ventilace plic, glomerularni filtrace, rendlni clearance a télesné
hmotnosti atd. Aminokyseliny matky jsou snadno transportovany pies placentu
k plodu a vznika hypoaminoacidémie matky. Koncentrace plazmatickych proteind
se na konci t¢hotenstvi snizuje na 60-65g/l, pficemz primérna koncentrace
proteint u neté¢hotnych zen je 70 g/1 [68].

Celkovy plazmaticky homocystein (t-Hcy) je u téhotnych primérné o 50-
60% niz§i nez u zen netéhotnych [9,27,55,69,70]. Hladina plazmatického
homocysteinu klesa jiz v prubéhu prvniho trimestru, dosahuje minima v trimestru
druhém a opé€t mirné vzrlsta v trimestru tfetim pfiblizn€ na stejné hodnoty jako
v trimestru prvanim [55] (obr. 4). Divod poklesu homocysteinu v téhotenstvi neni
zcela jasny, nabizi se vysvétleni zahrnujici hemodiluci, zvysenou glomerularni
filtraci, zvySenou produkci steroidli a vyssi utilizaci methioninu a homocysteinu
plodem. Publikovana data jsou vSak ponékud protichidna. Podle studie Murphyho
a kolegl tento pokles neni mozno minimalné¢ v ¢asném téhotenstvi vysvétlit
hemodiluci nebo poklesem albuminu, nebot’ pokles homocysteinu byl prokazan jiz
v 7. tydnu téhotenstvi, kdy fyziologicka téhotenska hemodiluce a pokles albuminu
dosud nejsou vyjadteny [1]. Naproti tomu studie Walkera a kolegli prokazala
pfimou korelaci hladiny homocysteinu a albuminu v pozdéjsich fazich téhotenstvi

[55]. Nalez této korelace oznacuji sami autofi za logicky vzhledem k tomu,
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Obr. 4. Zmény hladiny celkového plazmatického homocysteinu (t-Hcy) béhem
téhotenstvi (prumér a SD) [55].

ze 70-80% celkového plazmatického homocysteinu je vazano na albumin. Na
poklesu hladiny homocysteinu se pravdépodobné podili i dals$i mechanizmy véetné
transplacentarniho ptenosu a utilizaci homocysteinu plodem. Tuto teorii podporuje
prikaz gradientu hladiny homocysteinu smérem k plodu mezi plazmou t€hotnych
a pupecnikovou krvi ziskané pii porodu [56] a nalez nizké koncentrace
homocysteinu a vysoké hladiny methioninu v coelomové tekutiné [71,72]. Nalez
nizké hladiny homocysteinu a vysoké hladiny methioninu v coelomové tekuting
nastoluje hypotézu, Ze remetylace homocysteinu na methionin mtize hrat dilezitou
roli v rlstu a vyvoji embrya [86]. Vzhledem k tomu, ze folat a kobalamin jsou
esencilni pro remetylaci homocysteinu na methionin, nalez vysoké hladiny folatu
a kobalaminu v coelomové tekuting a plodové vodé tuto teorii podporuje [71,72].
Gradient methioninu mezi mateiskou plazmou a coelomovou tekutinou téz
poukazuje na pravdépodobny aktivni transport methioninu z intervilézniho
prostoru do coelomové tekutiny s naslednym aktivnim transportem nebo difiizi do

tekutiny amnidlni. V1iv na pokles celkového plazmatického homocysteinu té¢hotné
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ma ziejme 1 stimulacni efekt estrogenll na remetylaci homocysteinu pres betain-

homocysteinmethyltransferazu (BHMT) [67].

2.2.2.2. Homocystein a patologické stavy v téhotenstvi

Hypotéza o vztahu homocysteinu a nekterych téhotenskych patologii byla
nastolena pozorovanim vys§iho vyskytu hypotrofie plodu, rozstépu neuralni
trubice a vyS$i perinatidlni umrtnosti u déti narozenych heterozygotkdm pro
klasickou homocystinurii. U téchto Zen byla téZ vyssi incidence preeklampsie a
eklampsie [64,65]. Nasledné publikované studie prokazuji asociaci mezi mirnou
hyperhomocysteinémii a mnoha porodnickymi komplikacemi jako jsou
preeklampsie [26,27,28,29,30],  rozStépy  neurdlni  trubice = (NTD)
[32,41,42,43,45,46,50], rozStépy rtu s nebo bez rozs§tépu patra [118,119,120],
vrozené srde¢ni vady [120], abrupce placenty [31,90,91,92], opakované
téhotenské ztraty [66,88,89], hluboka zilni trombdza [54], ristova retardace plodu
(IUGR) a nitrod¢lozni tmrti plodu [110,111] a dalsi komplikace. Ptesné
mechanizmy vzniku téchto patologii v§ak nejsou znamy. Existuje experimentalni
evidence prokazujici, ze homocystein zptsobuje endotelialni dysfunkci [57], ktera
je spolu s nedostate¢nou trofoblastickou invazi povazovana za etiopatogeneticky
faktor rozvoje téhotenstvim indukované hypertenze (PIH), preeklampsie, HELLP
syndromu, opakovanych t¢hotenskych =ztrat, abrupce placenty, intrauterinni
rustové retardace (IUGR) a intrauterinni smrti plodu (IUFD) [36,37]. In vitro
studie prokazuji, ze tato endotelidlni dysfunkce je pravdépodobné zplsobena
produkeci reaktivnich kyslikovych radikalti a hlavné peroxidu vodiku [58]. In vivo
zvySend hladina homocysteinu poskozuje proteiny na endotelidlnim povrchu
ucastnici se koagulaéni kaskady, coz vede k hyperkoagulacnimu stavu [59,60,61].
Hyperhomocysteinémie je fazena mezi vrozené trombofilni stavy [44]. Studie

ateroskler6zy neustavily Zadnou ,,cut off hodnotu homocysteinu pro vysoké
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riziko aterosklerozy. Poukazuji na to, Ze toto riziko spojité nardsta se vzristajici
hladinou homocysteinu [62]. To vyvolava predpoklad, ze kazdé snizeni hladiny
homocysteinu k hodnotdm normalnim pravdépodobné vede ke snizeni rizika
patologii potencialné zpusobenych hyperhomocysteinémii. Podavani kyseliny
listové perikoncepéné a nasledné v te¢hotenstvi tak mtize byt potencidlni prevenci
vyse zminénych patologickych stavli. Potvrzeni tohoto ptedpokladu a eventuelni
pouziti v praxi vSak vyzaduje randomizované studie U¢inku podavani vyssSich
davek kyseliny listové, nez je b&zné obsazeno v prenatalnich preparatech a

zaroven ovéreni bezpecnosti takové praxe.

2.2.2.2.1. Rozstépové vady neuralni trubice

Pravdépodobné nejlépe dolozeny vliv metabolizmu homocysteinu na vznik
patologie v téhotenstvi a zarovei  nejefektivnéji ustavend prevence
(perikoncepénim podavanim vitaminl) je u rozs§tépovych vad neuralni trubice
(NTD). Ackoliv hypotéza vztahu hyperhomocysteinémie a rizika NTD byla
nastolena  teprve  vposledni  dekddé  minulého  stoleti,  asociace
hyperhomocysteinémie a zvySeného rizika defektd neurdlni trubice jiz byla
prokdzana v mnoha publikovanych stuiich [45,46,32]. V etiopatogenezi
rozstépovych vad neurdlni trubice se pravdépodobné uplatiiuje snizena kapacita
remetylace homocysteinu na methionin (souvisejici s folatovym cyklem) a
zvySeny oxidativni stres u té€hotnych s postizenym plodem [47]. Na zavislost
rozstépovych vad a nutrice upozornila jiz holandska epidemiologicka studie
vztahu rizika NTD a doby poceti [48]. Tato studie prokazala signifikantni nartst
rozstépovych vad u novorozencti pocatych v lednu az bfeznu 1945, tedy meésicich
nejvetsiho hladomoru za druhé svétové valky v Holandsku. Nasledovaly dalsi
studie prokazujici vztah nutrice, hlavné suplementace vitaminy skupiny B vcetné

kyseliny listové a rizika rozstépovych vad [32]. Od prvnich studii zabivajicich se
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etiologii NTD se otdazka studia piesunula k hodnoceni efektivity prevence
prekoncepéniho podavani vitaminl. Zasadni publikaci stimulujici tento posun byla
prace Smithellse a spolupracovnikli, prokazujici vztah mezi vitaminovym
deficitem a rizikem NTD [50]. Nasledna case-control studie stejné skupiny jiz
vznesla hypotézu, Ze vitaminem podavanym ve smési vitamini B, ktery je
rozhodujici pro prevenci NTD je kyselina listova [49]. Prvni publikovana
prospektivni intervenéni klinicka studie prokazala 50% redukci v opakovani
rozstépové vady neurdlni trubice u zen s anamnézou plodu s NTD perikoncepénim
podavanim kyseliny listové [41]. Nasledovala studie prevence NTD u Zen bez
anamnézy tohoto tohoto onemocnéni, kterd prokazala redukci NTD u této
nerizikové populace perikoncepéni suplementaci kyseliny listové a vitaminti [42] a
bezpocet studii dalSich. Systematicky pfehledovy clanek publikovany
v Cochranové databazi potvrzuje efekt perikoncepéniho podavani kyseliny listové
v prevenci NTD a zaroven neprokazuje vliv na spontanni potrat, mrtvorozenost a
mimod¢lozni téhotenstvi [43]. Jako ne zcela Zadouci efekt perikoncepcniho
podavani kyseliny listové byla vtéto studii popsana vys§i incidence
mnohocetného téhotenstvi.

Steegers et.al prokazali zvySenou hladinu celkového plazmatického
homocysteinu nala¢no a po zatézi methioninem u Zen, které porodily dit¢ s NTD
v porovnani s zenami bez te¢hotenské komplikace [51]. Vitaminovy status obou
skupin se vsak signifikantné nelisil. Irské populacni studie prokazaly vztah defektu
remetylace homocysteinu a zvyseného rizika defektli neuralni trubice [52,53].
Tyto studie poukazuji na to, Ze jak porucha v metabolizmu folatu vedouci
k nedostateéné produkci S-methyltetrahydrofolatu, tak porucha v metabolizmu
vitaminu Biz s ¢asto nedostate¢nym piisunem folatu a vitaminu B2 v potravé jsou
velmi pravdépodobné zapojeny v etiopatogenetickém fetézci vzniku NTD. Tyto
studie t€Z potvrzuji, ze plazmaticka hladina vitaminu Bi2 a folatu je nezavislym

rizikovym faktorem vzniku NTD [52,53].
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Mechanizmus, kterym kyselina listova ptisobi protektivné na vznik NTD
neni zcela jasny. Byla vznesena hypotéza, ze zvySeny prisun foldtu mize
normalizovat remetylaci homocysteinu na methionin je-li néasledkem defektu
enzymu Ucastnicich se v remetylaci remetylace nedostate¢na. Nasledné studium
variant enzymi folatového cyklu ucastnicich se v remetylaci homocysteinu zpét na
methionin (MTHFR a MTR), ale i v transsulfuraci homocysteinu na cystationin
(CBS) ve vztahu k vyskytu NTD dosud odhalilo dvé varianty MTHFR u nichz je
prokazatelny zarist rizika. Mutace C677T a Al1298C genu pro
metylentetrahydrofolatreduktdzu (MTHFR) jsou spojeny se zvySenym rizikem
NTD a zpusobuji elevaci plazmatického homocysteinu. ZvySend hladina
homocysteinu se normalizuje po podavani kyseliny listové. To podporuje teorii
protektivniho mechanizmu kyseliny listové pfes normalizaci remetylace
homocysteinu spfazené s folatovym cyklem.

Van der Put et al. nalezli snizenou aktivitu MTHFR zptisobenou mutaci
C677T v rodinach s postizenim uzavéru nervové trubice [73]. Tato mutace byla
v homozygotni formé pfitomna u 16% matek, 10% otci a 13% déti se spinou
bifidou v porovnani s 5% vyskytem u kontrol. Vysledky této studie byly potvrzeny
i ve sudiich jinych autort [74,75,76,77]. Meta-analyza studii prevalence C677T
MTHFR mutace poskytla odds ratio (OR) 1,7 (95% CI 1,2-2,6) pro pacienty
s NTD, 1,8 (95 % CI, 1,1-1,3) pro jejich matky a 1,9 (95% CI 1,3-2,8) pro jejich
otce [78]. Zena s mutaci C677T v homozygotni formé ma 3,7 krat vyssi riziko
NTD plodu nez Zena bez této mutace. Pfitomnost této mutace u plodu navysuje
jeho riziko 2,9 krat. Vzhledem k nizké prevalenci NTD je individualni riziko pfi
C677T mutaci v homozygotni form¢ malé, v populaci vSak mize byt tato mutace
zodpovédna za vyznamnou proporci NTD. Vyznamny, sedminasobny nartst rizika
NTD u plodu byl zaznamenan v ptipadé, kdy matka i plod byli homozygoty pro
C677T MTHFR mutaci [78]. Zjisténi nartstu rizika pii mutaci C677T u plodu
poukazuje na moznost, Ze vV etipatogenezi NTD se ucastni nejen defekt

v metabolizmu matky, ale i plodu. Studie prevalence C677T v rodinach se
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sporadickym i familiarnim vyskytem NTD prokazuji navyseni rizika NTD spojené
s C677T MTHFR mutaci pouze u forem sporadickych, nikoliv familiarnich [85].
Predpoklada se, Ze rtizna prevalence polymorfizmiit MTHFR je spolu se znaénym
rozdilem v mnozstvi folatu v potravé rlznych etnik zodpovédnd za rdznou
prevalenci NTD v riiznych populacich [78].

Druhou identifikovanou rizikovou mutaci je A1298C MTHFR mutace
[79,80]. Tato mutace omezuje aktivitu MTHFR méné nez mutace C677T. OR
vzniku NTD pfi pfitomnosti obou mutaci v heterozygotni formé je 2,04 (95% CI
0,9-4,7) [79].

Otazka kauzality samotné hyperhomocysteinémie v rozvoji NTD vsak neni
dosud uspokojivé zodpovézena. S piedstavou piimého toxického puisobeni
homocysteinu je souhlasna studie na modelu kuteciho embrya, ktera prokazala, ze
vysokd hladina homocysteinu indukuje defekty uzavéru nervové trubice a
strukturalni vady srdce [21]. Pravdépodobny mechanizmus tohoto piimého
toxického efektu tkvi v agonistickém ptisobeni homocysteinu na N-metyl-D-
aspartatovy (NMDA) receptor [87].

Dalsi teorie ptfedpoklada pouze nepfimou roli hyperhomocysteinémie a
hlavni etiopatogeneticky faktor vidi v defektu methionin synthazy (MTR), enzymu
remetylaéni cesty methioninového cyklu (obr . 3) [44]. Funkéni porucha tohoto
enzymu vede nejen k hyperhomocysteinémii, ale i k poruse myelinizace, ktera se
mize podilet i na vzniku NTD. Jini autofi vSak vztah defektu v jinych enzymech
metabolizmu homocysteinu nez MTHFR (methonin syntadzy [81] a cystathionin
B-syntazy [82]) a rizika NTD neprokazali. Jak MTR, tak nové objeveny enzym
methionin syntdza reduktiza (MTRR) tucastnici se spolu s MTR remetylace
homocysteinu na methionin, jsou vSak i nadale studovany a zlstavaji kandidatnimi

enzymy pro vysvétleni i€inku prevence NTD kyselinou listovou [84].

20



2.2.2.2.2. Placentarni poruchy

Evidence dalsich téhotenskych patologii, jejichz riziko je spojovano
s hyperhomocysteinémii, neni zdaleka tak rozsahla a konzistentni jako u NTD. Na
vztah hyperhomocysteinémie a zvySeného rizika abrupce placenty poukézalo
nekolik studii [31,90,91,92,93,94]. V studii prevalence hyperhomocysteinémie u
zen s anamnézou abrupce nebo infarktl placenty podstoupilo standardizovany
oralni methioninovy zatézovy test 84 Zen s pozitivni anamnézou a 46 kontrol [31].
Hyperhomocysteinémie byla nalezena u 31% zen s abrupci nebo infarkty placenty
oproti 9% kontrol. Hyperhomocysteinémie byla signifikantné vyssi u Zzen s
placentarni komplikaci v jejich prvnim tc¢hotenstvi v porovnani s zenami, kde
doslo kabrupci v téhotenstvi jemuz predchazela téhotenstvi bez takové
komplikace[31]. Pfedpokladanym podkladem abrupce je placentarni vaskulopatie
indukovana hyperhomocystémii pti deficitu folatu, vitaminu Bi2 nebo defektu
MTHFR [92]. Homozygotni konstituce pro C677T mutaci MTHFR genu je
spojena s vy$$im rizikem placentarni vaskulopatie (OR 2,45; 95% CI 1,00-6,02)
[93]. Systematickd meta-analyza osmi studii hodnoticich riziko placentarni
abrupce v zavislosti na hyperhomocysteinémii, deficitu kyseliny listové a vitaminu
Bi2 prokdzala asociaci placentarni abrupce a infarktd placenty s
hyperhomocysteinémii (OR 5,3; 95% CI 1,8-15,9) a homozygotni konstituci pro
C677T mutaci MTHFR (OR 2,3; 95% CI 1,1-4,9) [94]. Korelace s folatovym
deficitem nebyla statisticky vyznamna (OR 25,9; 95% CI 0,9-736,3) i pfesto, Ze ve

¢tytech studich vychazel folatovy deficit jako nejsilnéjsi rizikovy faktor.

2.2.2.2.3. Opakované téhotenstké ztraty

Prvni prace poukazujici na vztah opakovanych téhotenskych ztrat a

hyperhomocysteinémie byla publikovana Woutersem v roce 1993 [106]. Studie
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zahrnovala 102 Zen referovanych na jejich pracovisté pro 2 a vice po sobé
jdoucich spontannich potratl nejasné etiologie a 41 kontrol. U vSech Zen byl
proveden zatézovy methioninovy test. U 21% Zen s opakovanymi téhotenskymi
ztratami  byla prokazana hyperhomocysteinémie, ktera byla vtéto studii
definovana jako 97,5 percentil hodnot homocysteinu u kontrol [106]. Quere et al
publikovali kazuistiku zeny, u niz doslo k dvéma interauterinim umrtim ploda
v 28. a 26. tydnu téhotenstvi a tfem potratim v prvnim trimestru [107]. Jedinymi
nalezenymi anomaliemi u této Zeny byla hyperhomocysteinémie, homozygotni
forma C677T mutace v MTHFR genu a folatovy deficit. Podavanim kyseliny
listové a pyridoxinu dos§lo k normalizaci hyperhomocysteinémie a z nasledného
téhotenstvi porodila své prvni zivé dité. V retrospektivni studii publikované spolu
s touto kazuistikou bylo zahrnuto 100 Zen s primarni infertilitou resp.
opakovanymi aborty nejasné etiologie. 12 pacientek ze 100 mélo
hyperhomocysteinémii, 20 mutaci C677T v homozygotni konstituci a 15 folatovy
deficit. Nejvys$si hladiny homocysteinu byly nalezeny u pacientek, které mély
zaroven mutaci C677T v homozygotni konstituci i folatovy deficit [107]. Dle
zavéru této studie autofi doporucuji vysetfovat hladinu homocysteinu u Zen
s opakovanymi té¢hotenskymi ztratami nejasné etiologie.

V etiologii pozdnich téhotenskych ztrat v druhém a tfetim trimestru je
mozno predpokladat jako etiopatogeneticky faktor hyperhomocysteinémii
indukované vaskularni poskozeni s naslednou trombozou spiralnich arterii a
intervilozniho prostoru. V zhledem ktomu, ze se funkéni intervildozni prostor
utvari teprve kolem 12. tydne té€hotenstvi, predpokladd se v piipadé casnych
téhotenskych ztrat spiSe ptimy toxicky vliv homocysteinu na embryo. Pfedpoklada
se, ze nasledkem narusSeného metabolizmu homocysteinu dochazi k nedostatecné
produkci metylovych skupin nutnych k syntéze DNA béhem vyvoje embrya [108].
Steegers-Theunissen et al publikovali studii  koncentrace methioninu a
homocysteinu v extraembryonalni coelomové a amnialni tekutiné v 8. az 12. tydnu

téhotenstvi [109]. V obou kompartmentech prokazali vysoké koncentrace
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methioninu a nizké koncentrace homocysteinu v porovnani s hodnotami

v matefské plazme.

2.2.2.2.4. Tromboembolie

Hyperhomocysteinémie je fazena mezi vrozené trombofilie (spolu
s Leidenskou mutaci, MTHFR mutacemi, deficitem antitrombinu III, proteinu C a
S a dalsimi) [44,121]. Homocystein poskozuje proteiny na endotelidlnim povrchu
ucastnici se koagulacni kaskddy, coz pfi hyperhomocysteinémii vede
k hyperkoagula¢nimu stavu [59,60,61]. ZvySend hladina plazmatického
homocysteinu je rizikovym faktorem vzniku hluboké zilni trombozy [122,123,54].
V case-control studii 269 pacientl mélo 10% pacientli s anamnézou jedné epizody
hluboké zilni trombdzy hladinu homocysteinu nad 95. percentilem hladiny kontrol
(odds ratio 2,5; 95% CI 1,2 — 5,2) [54]. Asociace hyperhomocysteinémie a zilni
trombozy byla silnéj$i u Zen nez u muzl a rostla s vékem. Odds ratio venodzni
trombozy u Zen s hyperhomocysteinémii bylo 3,8 (95% CI 1,4-10,2), u muzu 1,8
(95% CI 0,6-5,4). Vylouceni pacientll s jinymi znamymi rizikovymi faktory
venézni trombozy (deficit proteinu C, proteinu S nebo antitrombinu, Leidenska
mutace, t¢hotenstvi nedavny porod, hormondlni kontracepce) odhady odds ratia
spojen¢ho s hyperhomocysteinémii vyznamné nezménilo [54]. Tato studie téz
upozornila na signifikantni rozdil primérné hladiny homocysteinu a tedy i nutné
jiné ,cut off* hladiny pro mirnou hyperhomocysteinémii u zen a muzi (95.
percentil u kontrol zenského pohlavi byl 17,1 pmo/l oproti 20,0 pmo/l u muzi).
Zajimavé je, ze ackoliv maji Zeny niz§i primérnou hladinu plazmatického
homocysteinu nez muzi a tedy 1 absolutni hodnota ,cut off"
hyperhomocysteinémie definované jako 95 percentil hodnot kontrol zenského
pohlavi je niz§i nez u muzi, je u nich hyperhomocysteinémie asociovana s vyssim

rizikem zilni trombdzy. Téhotenstvi je samo o sobé rizikovym faktorem pro vznik
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tromboembolie vzhledem k protorombotickym zménam hladin koagulaénich
faktor. 1 pres tento hyperkoagulacni stav je incidence tromboembolie
v t¢hotenstvi relativné nizka. Pfitomnost hyperhomocysteinémie v té¢hotenstvi
mize byt vyznamnym rizikovym faktorem trombozy. Otdzka, zda ma byt u Zen
s prokdzanou mirnou hyperhomocysteinémii vramci prevence trombdzy v
téhotenstvi podavana kyselina listova pfipadné antikoagulancia neni jednoznacné

zodpovézena [44].

2.2.2.2.5. Dalsi patologie

Z dal§ich vrozenych vyvojovych vad plodu jsou do souvislosti
s hyperhomocysteinémii a nedostatecnym piijmem kyseliny listové a dalSich
vitamind skupiny B davany nesyndromologické rozstépy rtu a patra a vrozené
vady srdce. Zatimco evidence souvislosti orofacidlnich rozStépt a
hyperhomocysteinémie je kontroverzni, meta-analyza [120] prokazuje vztah
hyperhomocysteinémie a vrozenych vad srdce. Odds ratio (OR) pro vrozenou
vadu srdce u plodu pifi hyperhomocysteinémii matky je 4,4 (95% CI 2,6-7,3)
[120].

Vysledky studii zaméfenych na dalsi téhotenské patologie zminované
v literatufe v souvislosti s poruchou metabolizmu homocysteinu, IUGR a
nitrodélozni smrt plodu [110,111], jsou zatim protichiidné a povazovat jejich vztah
s hyperhomocysteinémii za prokazany by bylo piedcasné.

Rozsahla evidence poukazuje na vztah hypehomocysteinémie a

preeklampsie (viz kapitola Cystein, homocystein a preeklampsie).
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2.3. Cystein

2.3.1. Vztah cysteinu k patologickym staviim

2.3.1.1. Kardiovaskularni choroby

Cysteinu a jeho vztahu ke kardiovaskularnim chorobam dosud vénovalo
pozornost podstatné méné studii nez homocysteinu [95,96,97,98]. Tyto studie
nachazeji signifikantné vys$si koncentraci cysteinu u pacientl s kardiovaskularnim
onemocnénim nez u kontrol. Sledovana kardiovaskularni onemocnéni byla
infarkty a krvaceni v cerebrovaskularnim fecisti [95], arterioskleroza perifernich
cév [96] a infarkt myokardu [97]. Studie Brandhofa a kolegl nalezy téchto studii
potvrzuje [99]. Analyzou potencialnich konfounderti vSak dochazi k zavéru, ze
cystein neni, na rozdil od homocysteinu, nezavisly rizikovy faktor aterosklerozy
(OR pro koronarni aterosklerdzu pfi elevaci celkového plazmatického cysteinu (t-
Cys) o 1 SD bylo 1,0 (95% CI 0,8-1,3) oproti OR pro elevaci celkového
plazmatického homocysteinu (t-Hey) o 1 SD 1,4 (95% CI 1,1-1,8) [99]. Hladina
celkového plazmatického cysteinu (t-Cys) positivné korelovala s vékem (r=0,35,
p=0,0001), BMI (r=0,21, p=0,003), diastolickym tlakem (r=0,30, p=0,01),
systolickym tlakem (r=0,16, p=0,03) a koncentraci folatu v erytrocytech (r= 0,19,
p=0,01). Pacienti s hypercholesterolémii méli hladinu celkového plazmatického
cysteinu (t-Cys) niz8§i (r= -0,20, p=0,003). Dalsi zkoumané charakteristiky
(pohlavi, HDL cholesterol, koufeni, pocet let koufeni jedné krabicky za den,
vitamim Bi2, pyridoxalal-5-fosfat, konsumace alkoholu a kreatinin) s hladinou
celkového plazmatického cysteinu nekorelovaly [99]. Rozsahla Hordalandska
epidemiologicka studie rizikovych faktord kardiovaskularnich onemocnéni
prokézala silnou zavislost hladiny celkového plazmatického cysteinu na pohlavi
ve vékové skupiné 40-42 let (hladina u muzid byla signifikantné vyssi nez u Zen)

[105]. Ve vékové skuping 65-67 let se hladina t-Cys signifikantné nelisila. Rozdil
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v plazmatické hladin¢ t-Cys mezi muzi a zenami v mladsi vékové skupiné je
pravdépodobné dan hormonalnim efektem, ktery s vékem mizi. Jednim z cild
Hordalandské studie bylo posoudit zavislost hladiny celkového plazmatického
cysteinu  na faktorech ovliviuyjicich hladinu celkového plazmatického
homocysteinu. Tato studie prokazala pozitivni zavislost plazmatického t-Cys na
veku, celkovém cholesterolu, diastolickém tlaku a konzumaci kavy. Prokazala téz
silnou determinaci plazmatického t-Cys body mass indexem (BMI), na némz je
hladina plazmatického t-Hcy nezavisla. Naopak mnohé faktory, jejichz asociace
s hladinou homocysteinu je znama, jako koufeni, uzivani kyseliny listové a dalSich
vitamint, srde¢ni frekvence a fyzicka aktivita, s hladinou cysteinu korelovaly jen
velmi slabé, nebo vibec [105]. Vzhledem k tomu, Ze plazmaticky t-Cys silné
koreluje se znamymi rizikovymi faktory aterosklerdzy, vidi autofi této analyzy
smysl v dal$im studiu cysteinu a jeho eventuelni etiopatogenetické role v rozvoji

aterosklerozy.

2.3.1.2. Karcinom prsu

Dalsim patologickym stavem v jehoZ souvislosti je studovan metabolizmus
cysteinu je karcinom prsu. Cystein je v bufice metabolizovan na glutathion
antioxidantem. Chrani bunky od oxidativniho poskozeni DNA vychytavanim
kyslikovych radikalti a ma téz dutlezitou roli v detoxikaci nejen té&zkych kovu,
metabolitd 16kt a chemickych latek poSkozujicich DNA, ale i karcinogeni
[112,113]. Také dalsi metabolicky produkt cysteinu, N-acetylcystein, ma
v experimentalnim modelu prokdzanou antigenotoxickou a antikancerogenni
aktivitu, kterou ptisobi v riznych stadiich kancerogeneze [114]. V prospektivni
studii zavislosti rizika karcinomu prsu na hladiné celkového plazmatického

cysteinu bylo 32 826 zdravym Zenam odebran vzorek krve. Do 6 let byl u 712
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z nich diagnostikovan karcinom prsu [115]. Hladina celkového plazmatického
cysteinu (t-Cys) téchto Zen s naslednym karcinomem prsu byla porovnana
s plazmatickym t-Cys u Zen bez projevu karcinomu. Vyssi hladina celkového
plazmatického cysteinu byla signifikantné€ asociovana s niz§im rizikem karcinomu
prsu. Zeny v hornim kvartilu hodnot hladiny celkového plazmatického cysteinu
meéli oproti zendm v dolnim kvartilu relativni riziko rozvoje carcinomu prsu 0,44
(95% CI 0,26-0,74). Asociace byla jeSté mirné silnéj$i u Zen s premenopausalnim
karcinomem (RR 0,23; 95% CI 0,07-0,84) oproti Zenam s karcinomem
v postmenopauze (RR 0,52; 95% CI 0,28-0,96). Negativni zavislost hladiny
celkového plazmatického cysteinu a rizika karcinomu prsu byla ze sledovanych
znamych rizikovych faktord karcinomu prsu ovlivnéna pouze BMI v dobé nabéru
krve (p = 0,04). Zavislost celkového plazmatického cysteinu a BMI v dobé odbéru
krve ale byla slaba (r = 0,10, p = 0,007). Hladina celkového plazmatického
cysteinu korelovala s hladinou celkového plazmatického homocysteinu. Na
koncentraci folatu, vitaminu B6 a B 12 byla hladina cysteinu nezavisla. Ackoliv
relativni riziko karcinomu prsu u Zen v dolnim a hornim kvartilu hodnot hladiny
celkového plazmatického cysteinu vypada slibné, na moznost pfipadného
klinického vyuziti ve screeningu vrha stin to, Zze primérna hodnota celkového
plazmatického cysteinu u Zen s karcinomem (301 +/- 58 nmol/ml) se signifikantné
nelisila od hodnoty kontrol (305 +/- 59 nmol/ml) (p = 0,10). Mediany celkového
plazmatického cysteinu, se kterymi jsme pracovali my v nasi studii, vtomto

¢lanku bohuzel nejsou uvedeny.
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2.3.2. Cystein a téhotenstvi

2.3.2.1. Fyziologické zmény v téhotenstvi

Prehled fyziologickych zmén organizmu téhotné zeny, které maji
potencialni vliv i na metabolizmus aminokyselin viz. kapitola 2.2 Homocystein a
téhotenstvi, 2.2.1.Fyziologické zmény v téhotenstvi.

Pokles hladiny celkového plazmatického cysteinu béhem fyziologického
téhotenstvi v porovnani s hladinou u neté¢hotnych zen je dokumentovan pouze v
jedné studii [27]. Tato studie porovnavala hladinu aminothiolti (cysteinu, Y-
glutamylcysteinu, homocysteinu, cysteinylglycinu a glutathionu) u té¢hotnych
s rozvinutou preeklampsii s fyziologickymi téhotnymi a netéhotnymi. Median
celkového plazmatického cysteinu byl u fyziologickych té¢hotnych signifikantné
niz§i nez u netéhotnych (190 pumol/l (138-232) vs. 253 pmol/l (205-270), p <
0,01). Fyziologické téhotné byly v rozpéti gestacniho stafi 29+1 az 38+1. Do
studie bylo zatazeno 20 té¢hotnych s preeklampsii, 10 fyziologickych téhotnych a
10 netéhotnych Zen. Tento soubor je tedy relativné maly.

Studie hladiny aminokyselin ve venozni a arteridlni krvi pupe¢niku ziskané
tésné po porodu prokazuje pokles hladin aminokyselin v arterialni pupecnikové
krvi [132]. Tento pokles je vysvétlovan transportem aminokyselin do fetalni krve a
tkani, kde jsou pak vyuzity pro biosyntézu bilkovin a jako zdroj energie. Studie
plazmatickych hladin celkového cysteinu, homocysteinu a cysteinylglycinu
v arterialni a venozni pupecnikové krvi ziskané tésné po porodu donoSenych
novorozencl bez znamek rustové retardace a peripartalni asfyxie narozenych
normotenznim matkam prokazala signifikantné niz§i hladinu celkového
plazmatického cysteinu a homocysteinu v arteridlni krvi oproti krvi venodzni
(tab.1) [130]. Autoii studie ztoho vyvozuji, Ze cystein se dostava do fetalni

citkulace a je nasledn¢ vyuzit plodem k bisyntéze glutathionu a proteint.
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Koncentrace celkového plazmatického cysteinylglycinu byla signifikantné vyssi

v arterialni krvi oproti krvi vendzni.

venozni arterialni o]

cystein 207 (146-299) | 203 (134-303) | 0,0002
homocystein 9,6 (48-17,4) | 8,8 (4,9-20,4) | 0,009
cysteinylglycin 33 (20-50) 35 (20-51) 0,005

Tab. 1. Koncentrace aminothioli v pupecnikové krvi (n=195). Hodnoty jsou
v medidnech (centralni 0,95 interval) v pmol/1 [130].

2.3.2.2. Cystein a patologické stavy v t€hotenstvi

Zvysna hladina celkového plazmatického homocysteinu (t-Hcy) je
asociovana s mnoha porodnickymi komplikacemi jako jsou preeklampsie
[26,27,28,29,30], rozs§tépy neurdlni trubice (NTD) [32,41,42,43,45,46,50],
roz§tépy rtu s nebo bez rozstépu patra [118,119,120], vrozené srdecnich vady
[120], abrupce placenty [31,90,91,92], opakované téhotenské ztraty [66,88,89],
hluboka zilni trombdza [54], rGstova retardace plodu (IUGR) a nitrod€lozni imrti
plodu [110,111] a dalsi. Asociace hladiny celkového plazmatického cysteinu (t-
Cys) s n¢kterymi z téchto kompliakei byla dosud sledovana pouze v jedné veétsi
publikované studii [135]. Do této retrospektivni studie bylo zatazeno 5883 zen ve
veéku 40-42 let. U téchto zen byla stanovena jejich aktualni hladina celkového
plazmatického cysteinu (t-Cys) a zkoumana jeji asociace s vysledky jejich 14 492
predchozich téhotenstvi ziskané ze statniho registru. Sledované t¢hotenské
komplikace byly: preeklampsie, abrupce placenty, pfed¢asny porod, nizka porodni
hmotnost, mrtvorozenost, novorozenecka imrtnost a vrozené vyvojové vady.

Po adjustaci dle parity, véku v dob& porodu, t-Hcy, celkového cholesterolu, body

mass indexu, koufeni a konzumaci kavy, byla vyssi hladina celkového
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plazmatického cysteinu (koncentrace nad 95.percentilem) asociovana se
signifikantné vys$im rizikem preeklampsie (n = 342; odds rario: 1,6; 95% CI 1,1-
2,4; p=0,03), pted¢asného porodu (n = 774; odds rario: 1,8; 95% CI 1,3-2,5;
p=0,01) a velmi nizké porodni hmotnosti (VLBW) (n = 175; odds rario: 2; 95% CI
1,1-3,9; p=0,03). Slabou asociaci s vy$si hladinou t-Cys vykazovaly i vrozené
vyvojové vady a mrtvorozenost po 1500g. Vyssi hladina t-Cys nebyla asociovana
s vy$Sim rizikem abrupce placenty. Asociace s vrozenymi vyvojovymi vadami
byla téz slaba (n = 191; odds rario: 1,7; 95% CI 1,0-2,8; p=0,06). Z4dna asociace
mezi hladinou t-Cys a specifickou vrozenou vyvojovou vadou nebyla
signifikantni. Asociace vyssi hladiny celkového plazmatického cysteinu a rizika
preeklampsie, pted¢asného porodu a velmi nizké porodni hmotnosti byla nezavisla

na hladiné homocysteinu.

2.4. Cystein, homocytein a jejich vztah k preeklampsii

2.4.1. Preklampsie

Preeklampsie je podle standardu International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy definovana jako hypertenze rozvijejici se po 20. tydnu
tehotenstvi s diastolickym tlakem nad 90 pii minimalné dvouch méfenich
s odstupem minimalné 4 hodin spolu s proteinurii nad 300 mg/24 hodin [140]. Jeji
etiologie neni dosud uspokojivé objasnéna. K jejimu rozvoji dochazi
pravdépodobné nasledkem nedostatecni trofoblastické invaze do spirdlnich arterii
v prvnim a druhém trimestru téhotenstvi. Stény spirdlnich arterii pak nejsou
schopny potiebné dilatace nutné k dostateénému pritoku v matefské ¢&asti
placentarniho tecisté [139]. Piedpoklada se, Ze rostouci krevni tlak téhotné je
kompenza¢nim mechanizmem udrzujicim tento pritok v mezich potfebnych pro

rostouci plod. Za dulezity etiopatogeneticky faktor, ktery se podili na rozvoji
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preeklampsie je v soucasnosti povazovan oxidativni stres spolu s endotelialni
dysfunkci [136,137]. Incidence preeklampsie je 5-7%. Rizikovymi faktory jsou:
vék pod 20 a nad 35 let, zatizena rodinnd anamnéza (preeklampsie u pfibuzného
prvniho stupng), prvni t€hotenstvi (s novym partnerem), vicecetna gravidita, mola
hydatidosa, obezita (BMI > 32), hydrops plodu nebo placenty, diabetes melitus
vznikly pfed tehotenstvim, primarni hypertenze, renalni onemocnéni, u
vicerodicek preeklampsie v predchozim téhotenstvi, kterd se projevila pred 36.
tydnem téhotenstvi [139]. Komplikace preeklampsie jsou zavazné. Jedna se o
mozny rozvoj intrakranidlniho krvaceni, abrupce placenty, diseminované
intravakularni koagulace (DIC), renalniho selhéni, ruptury jater a plicniho edému.
0,1%. Riziko timrti t€hotné nasledkem eklamptického zachvatu je asi 4%. Rizika
pro plod souvisejici s preklamspii spocivaji hlavné v iatrogenni prematurité, dale
v ristové retardaci a intrauterinni smrti (pii eklamptickém zachvatu je riziko smrti
plodu 13-30%) [140]. Preeklampsii miize provazet pokles hladiny trombocyttl a
elevace jaternich testl. Tuto formu pak nazyvame HELLP syndrom (hypertension,
elevated liver enzymes, low platelets), projevuje se vétSinou v niz$im gestacnim
stafi a rozvoj laboratornich a klinickych, zvlasté krvacivych projevi, byva
perakutni.

Preeklampsie je tedy zavazva téhotenskd komplikace s rizikem souvisejici
morbidity a mortality matky i plodu. Etiologie multiorganového preeklampsie
zustava nejasnd. Po mnoho let je vyzkum zaméfen i na screening téhotnych
rizikovych zrozvoje preeklampsie. Studovany byly faktory anamnestické,
klinické, biochemické, genetické a dalsi. Jen u mala z nich byl prokazan potencial
alespon urcité predikce preeklampsie. Nejsilngj§im sceeningovym faktorem
zustavad anamnéza jejiz senzitivita je 45% pii 25% falesné pozitivité [154].
Druhym nejsilnéjsim je pak ultrazvukové hodnoceni pritoku v uterinnich arteriich
v druhém trimestru [141], které ma v kombinaci s anamnézou senzitivitu 63% pfi

falesné pozitiviteé 25% [154]. S nastolenim hypotézy etiologického podkladu
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preeklampsie v nedostateéné trofoblastické invazi a snahou o nalezeni
farmakologickych postupli ovlivnéni této invaze nebo ¢asného ovlivnéni jejich
nasledkil se vyzkum hodnoceni priitoku uterinnimi arteriemi presuje do prvniho
trimestru.

Z dosud zkoumanych biochemickych markerd maji nejlepsi vysledky ve
screeningu aktivin A a inhibin A [142], ale hledani lepsich biochemickych
marker pokracuje. Existuje evidence, ze kombinace ultrazvukového zhodnoceni
prutoku v uterinnich arteriich v druhém trimestru spolu s biochemickymi markery
zvySuje senzitivitu predikce preeklampsie [143].

Béhem poslednich 20 let bylo publikovano bezpocet randomizovanych
klinickych studii metod prevence nebo snizeni incidence a zavaznosti
preeklampsie. Tyto studie se zaméfily na zhodnoceni vyznamu korekce nékterych
biochemickych dysbalanci, patofyziologickych mechanizmi a dietnich deficitt.
Randomizované studie podavani riznych farmak (kyseliny acetylsalicilové,
antihypertenziv vcetné¢ diuretik, magnezia, zinku, kalcia) neprokazaly snizeni
rizika preeklampsie u zdravych nulipar. Pfedpoklada se, ze dokud nebude dobie
definovana etiopatogeneza preeklampsie, nebudeme pravdépodobné schopni
ustavit funk¢ni screening a prevenci této zdvazné téhotenské patologie. Téz nase
terapeutické moznosti jsou omezeny. Jedinou kauzalni terapii je v soucasnosti
porod. Snahou symptomatické 1écby preeklampsie antihypertenzivy je oddalit
nutnost porodu v piipadé nezralosti plodu, ptfedchazet komplikacim matky
souvisejicim s hypertenzi a v pfipadé tézké preeklampsie nebo eklamptického
zachvatu spolu s antikonvulzivy stabilizovat téhotnou pro moznost ukonceni

téhotenstvi.
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2.4.2. Homocystein a preeklampsie

Hladina homocysteinu v téhotenstvi fyziologicky klesa oproti stavu mimo
téhotenstvi (viz. kapitola 2.2.1. Fyziologické zmény v téhotenstvi). Nejcastéjsi
pri¢inou mirné hyperhomocysteinémie v populaci je folatova deplece a zvySené
hladiny homocysteinu jsou tak uzitenou znamkou nedostatecného piisunu
kyseliny listové potravou [146,147]. Dal$im etiopatogenetickym faktorem
hyperhomocysteinémie jsou mutace genli pro enzymy folatového cyklu, nejcasteji
mutace pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR). Za klinicky relevantni
jsou v soucasnosti povazovany mutace MTHFR C667T a A1298C.

Hyperhomocysteinémie t€hotné Zeny je asociovana s riznymi t€hotenskymi
komplikacemi etiologicky souvisejicimi s placentou véetné preeklamspie [148]
(dalsi patologie viz. 2.2.2. Homocystein a patologické stavy v téhotenstvi). U
hyperhomocysteinémie spojené s MTHFR mutaci je dulezité si uvédomit, Ze vyssi
riziko preeklampsie je spojeno s fenotypem projevu hyperhomocysteinémie a
nikoliv s genotypem resp. urcitou mutaci pi. MTHFR, kterd zpisobuje
hyperhomocysteinémii [108].

Vétsina dosud publikovanych studif doklada asociaci
hyperhomocysteinémie s jiz rozvinutou preeklampsii [27,30,149,150,151]. Studie
hladiny aminothiolti u t€¢hotnych s rozvinutou preeklampsii prokazala, ze median
celkového plazmatického homocysteinu (t-Hcy) u téhotnych s preeklampsii je
signifikantné vyssi nez u fyziologickych téhotnych (13,3 versus 8,4 pmol/l,
p<0,02) [27]. Hordalandska retrospektivni studie celkového plazmatického
homocysteinu u 5883 Zen ve véku 40-42 let prokazala asociaci stavajici
hyperhomocysteinémie a vyssiho rizika komplikaci téhotenstvi u téchto Zen
v minulosti [155]. Sledovanymi komplikacemi asociovanymi
s hyperhomocysteinémii  byly kromé preeklampsie i piredCasny porod,

mrtvorozenost a velmi nizka porodni hmotnost.
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Jen malo studii bylo vénovano prospektivnimu sledovani hladiny
homocysteinu a jeho vztahu k naslednému rozvoji preeklampsie [29,138,152,153].
Vysledky téchto studii jsou ve svych zavérech vztahu hyperhomocysteinémie a
nasledného rozvoje preeklampsie konfliktni. Prvni studie hladiny homocysteinu
v séru téhotnych v 16. tydnu téhotenstvi a rizika nasledného rozvoje preeklampsie
meéla nested case-control design [152]. Z 3042 t¢hotnych zatazenych do studie se
preeklampsie rozvilnula u 52. Elevace homocysteinu byla definovana jako
hodnota vyssi nez 5,5 pumol/l (90. percentyl hodnot normotenznich t€¢hotnych). Po
adjustaci dat podle véku t€hotnych, parity a body mass indexu (BMI) byla elevace
homocysteinu asociovana s 3,2 krat vyssim rizikem preeklampsie (OR 3,2; 95%
CI 1,1-1,9; p=0,003) [152]. U prvorodicek byla elevace homocysteinu asociovana
$9,7 krat vyS$im rizikem preeklampsie nez u vicerodi¢ek bez elevace
homocysteinu (95% CI 2,1-14,1; p=0,003). Hladina homocysteinu byla
signifikantné¢ asociovana s BMI a paritou. Druhd publikovana studie asociace
hladiny homocysteinu v 16. tydnu t€hotenstvi a nasledného rozvoje preeklampsie
vsak signifikantni rozdil primérmé hladiny homocysteinu u zen, které nasledné
rozvinuly preeklampsii a téch, které zlstaly normotenzni neprokazala [29].
Priméma hodnota celkového plazmatického homocysteinu u téhotnych
s naslednou preeklampsii byla 6,99 umol/l (95% CI 6,42-7,55), u normotenznich
téhotnych 6,91 (95% CI 6,45-7,34) [29]. Tato studie pocitala s primérnymi
hodnotami hladiny homocysteinu na rozdil od ostatnich publikovanych studii
[152, 153, 156], které pocitaly s medianem hodnot. S vysledky prvni studie jsou
konzistentni vysledky dalSich dvou studii zavislosti hladiny homocysteinu
v ¢asném téhotenstvi a nasledného rozvoje zavazné nebo mirné preeklampsie
[153, 156]. V obouch téchto studiich stejného védeckého tymu byla nabrana krev
téhotnych v primérmém gestac¢nim stari 16-ti tydnd. U 56 téhotnych s naslednou
tézkou preeklampsii byla hladina celkového plazmatického homocyteinu
signifikantné vyssi nez u t€hotnych normotenznich v celém pribéhu téhotenstvi

(9,8 pmol/l versus 8,4 pmol/l, p<0,001) [153]. ZvySena hladina homocysteinu
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byla asociovana s trojnasobnym rizikem rozvoje tézké preeklampsie. I u 71
téhotnych s naslednou mirnou preeklampsii byla hladina celkového plazmatického
homocyteinu signifikantné vyssi nez u téhotnych normotenznich v celém pribehu
téhotenstvi (8,4 umol/l versus 7,07 umol/l, p<0,001) [156]. ZvySena hladina
homocysteinu byla asociovana s Ctyfnasobnym rizikem rozvoje mirné
preeklampsie. Do prospektivni studie hladiny homocysteinu v 22-24. tydnu
téhotenstvi a jeho vztahu k riziku pozdéjsiho rozvoje preeklampsie bylo zatazeno
celkem 683 téhotnych [138]. Tyto téhotné prichazely k ultrazvukovému
screeningovému vySetieni plodu, béhem néhoz byly zaroven zhodnoceny prutoky
uterinnimi arteriemi. Koncentrace celkového homocysteinu v plazmé téhotnych,
které pozdéji rozvinuly preeklampsii (n=80, 12%) se signifikantn¢ neliSila od
koncentrace u Zen s nekomplikovanym téhotenstvim (n=536, 78%) (median 5,1
pmol/l vs. 5,5 pmol/l, p=0,44). Signifikantni rozdil nebyl ani v hladihé t-Hey u
téhotnych s patologickym pritokem v uterinnich arteriich (n=275), ktery byl
definovan jako pulsatilni index (PI) nad 95.percentylem a té¢hotnymi s prutokem

normalnim (n=408) (median 5,6 vs. 5,4, p=0,13) [138].

2.4.3. Cystein a preeklampsie

O vztahu cysteinu a preeklampsie je dosud publikovano podstatné méné
studii néz o homocysteinu. Studie hladiny aminothioll u t¢hotnych s rozvinutou
preeklampsii prokazala, ze median celkového plazmatického cysteinu (t-Cys) u
téhotnych s preeklampsii je signifikantné vyssi nez u fyziologickych téhotnych
(245 versus 190 umol/l, p<0,01) [27]. U tehotnych s preeklampsii byly hodnoty
celkového plazmatického homocysteinu srovnatelné s hodnotami u netéhotnych,
tey nedoslo k poklesu ke kterému dochazi u fyziologickych téhotnych. Hladiny
glutathionu u téhotnych s preeklampsii byly niz§i nez u téhotenstvi

normotenznich. Autofi této studie tedy ptredpokladaji, Ze dochazi bud vyssi
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spotfebé glutathionu nebo je porusena jeho syntéza z cysteinu a tak cystein a
glutation mohou mit vliv na rozvoj preeklampsie [27].

Autori subanalyzy dat Hordalandské studie se zaméfili na vztah hladiny
celkového plazmatického cysteinu (t-Cys) u zen ve veéku 40-42 let a komplikaci
v jejich t€hotenstvi v minulosti [135]. Do studie bylo zatazeno 14492 zen z nichz
342 mélo v minulosti téhotenstvi komplikované preeklampsii. Po adjustaci dat
podle parity, véku v dobé téhotenstvi, t-Hcy, BMI, celkového cholesterolu,
kouteni a konzumace kavy byla hladina celkového plazmatického cysteinu nad 95.
percentylem asociovana s vys$im rizikem preeklampsie (OR 1,6; 95% CI 1,1-2,4;
p=0.03), ptedéasného porodu (OR 1,8; 95% CI 1,3-2,5; p=0.001) a velmi nizké
porodni hmotnosti (OR 2,0; 95% CI 1,1-3,9; p=0.03) [135].

Zajimava je analyza odds ratia pro preeklampsii u subpopulaci s riznymi
kombinacemi nalezu vysokého nebo nizkého t-Cys s vysokym nebo nizkym t-Hcy.
Asociace vyssi hladiny plazmatického t-Cys a rizika preeklampsie byla nezavisla
na hladiné homocysteinu (viz porovnani skupiny vyssi t-Cys/nizsi t-Hey a vyssi t-
Cys/vyssi t-Hcey v tabulce 2). U subpopulace s vysokym t-Hcy ale zaroven nizkym
t-Cys bylo riziko preeklampsie malé resp. OR bylo 0,8 (viz Tab 2). [135].

OR preklampsie
nizky t-Cys/nizky t-Hcy ( n=2577 ) 1[172]
vysoky t-Cys/nizky t-Hcy ( n=243 ) 1,7 (1,0-2,7) [164]
nizky t-Cys/vysoky t-Hcy ( n=257 ) 0,8 (0,4-1,8) [16]
vysoky t-Cys/vysoky t-Hcy ( n=108 ) 1,5 (0,7-0,3) [18]

Tab. 2. Odds raria (OR) pro preeklampsii pro rizné kombinace hladiny celkového
plazmatického cysteinu (t-Cys) a celkového plazmatického homocysteinu
(t-Hey). Nizky t-Cys byl definovan jako < 250 pmol/l, vysoky jako > 300
pmol/l, nizky t-Hey jako < 12 umol/l, vysoky jako >/= 12 pmol/l. Hodnoty
OR jsou dany jako (95% CI) a [pocet ptfipadd preklampsie v danné
skupiné]. [135]
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III. Cile prace

Cilem mé prace bylo stanovit hladiny celkového plazmatického cysteinu
dalSich aminothioli ve fyziologickém téhotenstvi a ve vztahu k naslednému
rozvoji preeklampsie.

Fyziologicka téhotenstvi

Cilem bylo zjistit normalni hladiny celkového plazmatického cysteinu u

normotenznich t€¢hotnych v prubéhu téhotenstvi.

Nulova hypotéza ¢.1:

Hladina cysteinu a dalSich sledovanych aminothiolii je ve fyziologickém

téhotenstvi ve 19.-21. tydnu a v 30.-32.tydnu stejna.

Téhotné versus netéhotné

Cilem bylo porovnat hladiny celkového plazmatického -cysteinu u

normotenznich t€¢hotnych a neté¢hotnych Zen.

Nulova hypotéza ¢.2:

Hladina cysteinu je ve fyziologickém téhotenstvi stejna jako u netéhotnych.

Preeklampsie

Cilem bylo porovnat hladiny celkového plazmatického -cysteinu u

normotenznich t€hotnych a t€hotnych s naslednym rozvojem preeklampsie.
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Nulova hypotéza €. 3:
Hladina celkového plazmatického cysteinu v 19.- 21. tydnu téhotenstvi a
30.-32. tydnu tehotenstvi je ve fyziologickém t€hotenstvi stejna jako

v téhotenstvi s naslednym rozvojem preeklampsie.
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IV. Metodika

4.1. Design studie

Studie hladiny cysteinu v krvi fyziologickych t€¢hotnych byla prospektivni a
observacni. Do studie byly zafazovany t¢hotné v 19.-21. tydnu tchotenstvi
ptichazejici na Gynekologicko-porodnickou kliniku 1.LF UK a VFN v Praze
k ultrazvukovému screeningu v druhém trimestru. S kazdou téhotnou jsem nejprve
sepsala anamnézu a vyplnila strukturovany dotaznik (rodinnou anamnézu, uzivani
vitaminu, kyseliny listové, kouteni atd. viz pfiloha). Do studie byly zatazeny
pouze zdravé primigravidy s jednocetnym téhotenstvim. Ze studie byly vyfazeny
téhotné s primarni nebo sekundarni hypertenzi, kterd se projevila jiz pied
téhotenstvim, téhotné s hypertenzi indukovanou téhotenstvim, diabeticky vcetné
gestacnich, téhotné s poruchou ledvinnych funkci a téhotné s abnormalnim
ultrazvukovym nalezem (vrozenou vadou plodu, diskrepanci rustu atd.). Pfi
standardni venostdze jsme odebrali prvni vzorek vendzni krve v 19.-21. tydnu
téhotenstvi a druhy u stejné téhotné v 30.-32.tydnu téhotenstvi, tedy v dobé
ultrazvukovych screeningovych vySetieni. Nabér nebyl provadén nalaéno.
Informace o prubéhu téhotenstvi po 32. tydnu t€hotenstvi do porodu, resp. 4. dne
po porodu, byla u téhotnych, které porodily vna Gynekologicko porodnické
klinice 1.LF UK a VFN v Praze ziskdna z dokumentace. Ostatni Zeny byly
obeslany dotaznikem pfipadné informace ziskany telefonickym kontaktem
rodicek.

K porovnani hladin celkového plazmatického cysteinu u téhotnych Zen a
zen netéhotnych a pro sestaveni modelu zavislosti hladiny plazmatického t-Cys na
dal$ich sledovanych parametrech pro neté¢hotné jsme pouzili data z jiné predchozi
studie aminothiolii u netéhotnych Zen. Zeny byly do této predchozi studie zatazeny
po odebrani anamnézy dle stejného strukturovaného dotazniku jaky byl pouzit

v nasi prospektivni studii téhotnych Zen. Inkluzni a exkluzni zdravotni kritéria
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byla stejna jako u zen t€hotnych (pochopitelné s vyjimkou vlastniho t€hotenstvi).
Studie zahrnovala data celkem 63 netéhotnych, zdravych, normotenznich zen. Do
studie nebyly zatazeny zeny s diabetem a s poruchou ledvinnych funkci. Metodika
odbéru vzorkil, separace plazmy, skladovani a anylyza byly totozné s metodikou
v nasi studii t€hotnych Zen (viz dale).

Preeklampsie byla definovana podle standardu International Society for the
Study of Hypertension in Pregnancy jako hypertenze rozvijejici se po 20. tydnu
téhotenstvi s diastolickym tlakem nad 90 mm Hg v minimalné dvouch méfenich
s odstupem vice jak 4 hodiny, provazana proteinurii.

Studie byla schvalena Etickou komisi 1.Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy v Praze. VSechny t¢hotné podepsaly informovany souhlas se zafazenim

do studie.

40



4.2. Odbér vzorki a laboratorni analyza

Pfi stanovovani homocysteinu je dualezité striktni dodrzovani postupu
vcetné rychlé separace plazmy od krevnich bun€k jako prevenci uvoliiovani
homocysteinu z bun¢k nasledkem v nich dale probihajiciho metabolizmu. Odbér
krve do chlazenych zkumavek pomaha tento proces omezit. Naméiena hladina
homocysteinu je ovlivnéna i typem antikoagula¢niho agens [38]. Pravdépodobné
nejcitlivéj$im krokem samotné analyzy, ktery vyrazné ovliviuje kvalitu vysledkd,
je redukce disulfidovych vazeb mezi aminothioly vzajemné a mezi aminothioly a
plazmatickymi proteiny. V této studii pouzita TCEP metoda je dobie
reprodukovatelna a robustni metoda pro stanovovani nejen homocysteinu, ale i
ostatnich celkovych aminothiolti [63]. V mnoha studiich jsou za tcelem urcité
standardizace vzorky odebirany nala¢no. V posledni dobé publikované prace vSak
poukazuji na to, ze toto pravdépodobné neni nutné [39].

V nasi studii byly vzorky krve ziskany standardni venepunkci do zkumavek
s EDTA, které byly ihned zchlazeny vloZenim do vodni lazné s ledem. Plazma
byla separovana do 15 minut po odbéru centrifugaci pti 2000 G po dobu 15 minut
pti 4°C. Vsechny vzorky plazmy byly ihned po separaci zamrazeny a az do
analyzy skladovany pii -80°C. Koncentrace celkového plazmatického cysteinu (t-
Cys), homocysteinu (t-Hcy), cysteinylglycinu (t-Cys-Gly) a glutathionu (GSH)
byly stanoveny analytickou separaéni metodou HPLC (high performance liquid
chromatography) a to konkrétn¢ s vyuzitim tri(2-karboxy-ethyl)fosfinu (TCEP)
k redukeci disufidovych mistki. Jako fluorescencni derivacni agens byl pouzit 7-
fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat [63]. Celkem bylo analyzovano 65
parovych vzorkl tj. 65 vzorkd separované plazmy t¢hotnych Zen ve druhém
trimestru a 65 vzorkid separované plazmy stejnych t€hotnych v trimestru téetim.

Laboratorni analyza byla provadéna ve spolupraci s Ustavem dédi¢nych

metabolickych poruch 1.LF UK a VFN v Praze.

41



4.3. Statistické zpracovani

Data byla analyzovana pomoci statistického software STATISTICA
(Release 7) a STATA 8. Analyza hladin aminothyolil (cysteinu, homocysteinu,
cysteinylglycinu a glutathionu) v krvi téhotnych Zen v 19.-21.tydnu téhotenstvi a v
30.-32.tydnu tchotenstvi byla provedena pomoci parového #-testu s odhadem
rozptylu. Porovnani hladin celkového plazmatického cysteinu v krvi t€¢hotnych zen
a zen netéhotnych bylo provedeno pomoci neparového ¢-testu s odhadem rozptylu.
Hlubsi studium dat, zejména vySetfeni vztahu cysteinu a nékterych dalSich
stanovovanych aminothiolll a sledovanych parametrii pacientek, bylo realizovano
pomoci (robustni) regresni analyzy [157, 158]. K zhodnoceni dat téhotnych
s naslednym rozvojem preeklamspie bylo pouzito kvartylového grafu. Podrobné;jsi
popis statistického zpracovani zvlasté rozbor vysledkl parového t-testu a postup
sestavovani linearnich regresnich modeli zavislosti hladiny celkového
plazmatického cysteinu na dalSich sledovanych parametrech (potencialnich

vysvétlyjicich veli¢inach) u téhotnych a netéhotnych Zen viz. priloha.
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V. Vysledky

Od ledna 2002 do zafi 2003 jsme oba vzorky krve (v 19.-21. a 30.-32.
tydnu téhotenstvi) ziskali u 65 téhotnych. Z nich u 62 probéhlo téhotenstvi
fyziologicky a u 3 téhotnych se rozvinula preeklampsie. Klinické charakteristiky

62 fyziologickych té¢hotnych ukazuje tabulka 3.

Vék (v letech) 27 (17, 35)

BMI prekoncepéné (kg/m2) 22,35 (18,1, 32,9)
Hematokrit v19-21 tydnu 0,348 (0,287, 0,475)
Hematokrit v 30-32 tydnu 0,342 (0,296, 0,465)
Uzivani folatu (%) 80
Normotenze (%) 100

Tab. 3. Klinické charakteristiky 62 fyziologickych téhotnych. Hodnoty jsou
mediany (minimum, maximum).

5.1. Porovnani hladin aminothiold v druhém a tretim trimestru u

normotenznich téhotnych

Stanovili jsme mediany hodnot celkového plazmatického cysteinu (t-Cys),
homocysteinu (t-Hcy), cysteinylglycinu (t-Cys-Gly) a glutathionu (GSH)
v druhém trimestru téhotenstvi (v 19.-21.tydnu tc¢hotenstvi) a tfetim trimestru
téhotenstvi (v 30.-32.tydnu téhotenstvi) (tab. 4). Median hodnot hladiny celkového
plazmatického cysteinu (t-Cys) byl ve tfetim trimestru niz$i (median 176,1 pmol/l,
prvni kvartil 163,0 umol/l, tieti kvartil 189,4 umol/l) nez median plazmatického t-

Cys v trimestru druhém (median 187,4 pumol/l, prvni kvartil 178,7 umol/l, tieti
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kvartil 205,2 umol/l). Byl proveden klasicky parovy t-test, ktery ukazal
signifikantni rozdil hladiny plazmatického t-Cys v druhém a tfetim trimestru
(p<0,001). Koncentrace celkového plazmatického homocysteinu, cysteinylglycinu

a glutathionu v druhém a tfetim trimestru se neliSily (tabulky parového t testu viz

priloha).
19-21 tyden 30-32 tyden
cystein 187.4 (178.7, 205.2) | 176.1 (163.0, 189.4)
homocystein 4.9 (4.1,5.7) 4.6 (3.9, 5.6)
cysteinylglycin 30.2 (27.4, 33.7) 31.6 (28.1, 34.8)
glutathion 8.1(7.5,9.2) 7.9(6.9,8.7)

Tab. 4. Hodnoty celkového plazmatického cysteinu, homocysteinu,
cysteinylglycinu a glutathionu u 62 prospektivné¢ sledovanych fyziologickych
téhotenstvi. Hodnoty uvedené v tabulce jsou mediany (prvni a téeti kvartil) a v
jednotkach pmol/l.

Testovali jsme hypotézy moznych vysvétleni poklesu celkového
plazmatického cysteinu. V literatuie je v téhotenstvi popsana korelace
homocysteinu a hematokritu [3]. Proto jsme testovali, zda existuje obdobna
korelace cysteinu a hematokritu a zda by pokles cysteinu ve tfetim trimestru mohl
byt vysvétlen poklesem hematokritu. Hladina celkového plazmatického cysteinu
vsak nekorelovala s hematokritem ani v druhém, ani v tfetim trimestru. Ani rozdil
hladiny plazmatického t-Cys v druhém a tfetim trimestru nekoreloval s rozdilem
hematokritu ve druhém a tfetim trimestru. Hypotéza, ze hladina celkového
plazmatického cysteinu je zavisla na hematokritu tedy byla na nasem souboru

zamitnuta.
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5.2. Regresni model hladiny cysteinu u normotenznich téhotnych a

netéhotnych Zen

Testovali jsme, zda hladina ostatnich aminothiolti a parametry sledované u
téhotnych (hematokrit a uzus vitamini s obsahem Kkyseliny listové) mohou
vysvétlovat hladinu celkového plazmatického cysteinu ve druhém a tretim
trimestru resp. pokles hladiny celkového plazmatického cysteinu mezi druhym a
tietim trimestrem. Pokusili jsme se sestavit linearni regresni model zavislosti
cysteinu na ostatnich méfenych aminothiolech a sledovanych parametrech nejprve
ve druhém trimestru, dale ve tfetim a nakonec u kontrolniho souboru netéhotnych

v

zen.
1) model pro t¢hotné ve druhém trimestru
Nejprve jsme vytvotili model obsahujici jako vysvétlujici veli¢iny vSechny

meétené a sledované parametry (viz. tab. 5) a postupné jsme vylucovali ty, které

mély nejnizsi signifikanci (viz. hodnota v sloupci P>t).

Cys Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. interval]

HMT 204yden | -316.797 | 480.6968| -0.66| 0.513 -1284.39|  650.7952
Cys - Gly -0.00132| 0.007449| -0.18 0.86 -0.01632|  0.013671
Hcey -45.8606 | 138.7754| -0.33| 0.743 -325.201|  233.4798
Hey® 11.44479 | 22.76583 05| 0618 -34.3804|  57.27001
Hey’ -0.94465| 1.360034| -0.69| 0.491 -3.68226 |  1.792957
GSH 1.693365| 1.637994| 1.03| 0.307 -1.60375|  4.990477
vit nyni -13.7421 11.391| -121| 0.234 -36.671| 9.186772
vit drive 21.08008| 13.31843| 158  0.12 -5.72853 47.8887
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HMT * Hey 42.89174| 99.14527| 043| 0.667 -156.677 | 242.4608

Bo 272.0786 | 304.6175 0.89 0.376 -341.085 885.2418

Tab. 5. Linearni regresni model zavislosti t-Cys na sledovanych vysvétlujicich
veli¢inach u téhotnych v druhém trimestru. Koeficient determinace R= 0,3294.
Cys — celkovy plazmaticky cysten, HMT 20.tyden — hematokrit v 20.tydnu
téhotenstvi, Cys-Gly — cysteinylglycin, Hcy — celkovy plazmaticky homocystein,
GSH - glutathion, vit nyni — v dob& nabéru uzivané vitaminy, vit diive — vitaminy
uzivané prekoncepéné nebo v Casném téhotenstvi, HMT*Hcy -,.kiizovy clen®
nasobek dvou vysvétlujicich veli¢in hematokritu a celkového plazmatického
homocysteinu, 8, — absolutni ¢len regresniho modelu.

Jako prvni byl tedy vyfazen cysteinylglycin (byl nejméné signifikantni),
dale homocystein, kiizovy ¢len HMT*Hcy (nasobek hematokritu a homocysteinu),
vit nyni (aktualni Gzus vitamint), vit diive (Gzus vitamind kdykoliv béhem
téhotenstvi), HMT 20.tyden (hematokrit v 19.-21.tydnu téhotenstvi) a nakonec
GSH (glutathion). Po vylouCeni téchto veli¢in jsme dostali model, ktery ma
vSechny vysvétlujici veliiny signifikantni (viz. tabulka 6). Koeficient determinace

tohoto modelu je vSak velmi nizky (0,2287).

Cys Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf.interval]

Hcyz 5.242693 | 1.517994 3.45 0.001 2.197983 8.287402
HCJ’3 -0.54721| 0.172787 -3.17 0.003 -0.89378 -0.20065
B, 133.4052 15.47 8.62 0 102.3763 164.4341

Tab. 6. Linearni regresni model zavislosti t-Cys na sledovanych signifikantnich
vysvétlyjicich veli¢inach u t€hotnych v druhém trimestru. Koeficient determinace
R=0,2287.

Tabulka 6 reprezentuje model
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Cys = 133.4+524* Hey> — 0.55* Hey’ +¢.

2) model pro t€hotné ve tfetim trimestru

Data ztfetitho trimestu jsme zpracovali stejnym postupem jako data
z trimestru  druhého, tedy postupnym vyluéovanim téch vysvétlujicich velicin,

které mély nejnizsi signifikanci.

Cys Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf.interval]

HMT 30.yden | 143.4569| 4455804 0.32| 0.749 -753.45|  1040.364
Cys - Gly 1.050095| 0.54009| 1.94| 0.058 -0.03705 2.13724
Hcy 43.67807 | 86.89956 05| 0618 -131.242|  218.5978
Hey® -4.43356 | 15.62205| -0.28| 0.778 -35.8791|  27.01199
Hey’ 0.154405| 0.95585| 0.16| 0.872 -1.76962 |  2.078432
GSH -1.1238| 1.571745| -071| 0478 -4.28756|  2.039961
vit nyni 6.193382| 12.08042| 0.51| 0.611 -18.1232 30.51
vit drive -6.86645 | 14.16958 | -0.48 0.63 -35.3883|  21.65543
HMT*Hcy | 19.6279| 86.6661| -023| 0.822 -194.078 | 154.8219
By 14.12472| 206.0812| 0.07| 0946 -400.695| 428.9446

Tab. 7. Linearni regresni model zavislosti t-Cys na sledovanych vysvétlujicich
veli¢inach u t€hotnych v druhém trimestru. Koeficient determinace R=0,1368.

Pro hladinu celkového plazmatického cysteinu ve tfetim trimestru nebylo
mozno sestavit zadny model, nebot po postupném vyluCovani nejvice
nesignifikantnich veli¢in, v modelu nezbyla zadna vysvétlujici veli¢ina. Jinymi

slovy, vSechny vysvétlujici veli¢iny, které jsme sledovali, byly nesignifikantni.
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3) model pro netéhotné

Nakonec jsme se pokusili sestavit stejnym postupem regresni model
hladiny celkového plazmatického cysteinu u netéhotnych kontrol. Pro sestaveni
modelu pro netéhotné jsme pouzili data z jiné studie aminothiold u neté¢hotnych
zen. Zeny byly do této predchozi studie zafazeny po odebrani anamnézy dle
stejného strukturovaného dotazniku jaky byl pouzit v nasi prospektivni studii
téhotnych Zen. Studie zahrnovala data celkem 63 neté¢hotnych, zdravych,
normotenznich zen. Do studie nebyly zafazeny zeny s diabetem a s poruchou
ledvinnych funkci. Klinické charakteristiky netéhotnych Zen z tohoto kontrolniho

souboru viz. tabulka 8.

Vék (v letech) 33,5 (24, 48)
BMI (kg/m2) 22,6 (16,4, 30,5)
Hematokrit 0,392 (0,324, 0,467)
Uzivani folatu (%) 27
Normotenze (%) 100

Tab. 8. Klinické charakteristiky 63 neté¢hotnych zen slouzicich jako kontrolni
soubor pro regresni model zavislosti hladiny cysteinu na vysvétlujicich veli¢inach.
Hodnoty jsou mediany (minimum, maximum).

Vytvorili jsme regresni linearni model zavislosti hladiny celkového
plazmatického cysteinu v krvi neté¢hotnych Zen na sledovanych potencialnich

vysvétlujicich veli¢inach.
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Cys Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf.interval]

HMT 288.9446 115.939 2.49 0.016 56.69089 521.1984
Cys —Gly |1,082685|0.4471887 2.42 0.019 0.1868581 1.978511
Hey 18.64783 | 2.769036 6.73 0 13.10079 24.19488
HCy2 -0.41361[0.0726932 -5.69 0 -0.5592346 -0.26799
vit nyni 16.94784 | 8.381089 2.02 0.048 0.1585052 33.73718
B -32.7238| 53.97931| -061| 0547 -140.8574|  75.40972

Tab. 9. Linearni regresni model zavislosti t-Cys na sledovanych vysvétlujicich
veli¢inach u netéhotnych zen. Koeficient determinace R= 0,5487.

Model, ktery je zachycen v tabulce 9, sice obsahuje samé signifikantni

veli¢iny, ale neproSel dal§imi testy, tj. testem na homoskedasticitu, testem

specificity a testem na normalitu rezidui (viz Ptiloha - vypocty). Po dalSim

experimentovani s riznymi typy modeli obsahujicich rizné transformace

vysvétlujicich velicin jsme nalezli model, ktery je zachycen v tabulce 10, tj.

Cys =146,5—0,009* Hcy® + 34,16* HMT * Hey + €.

(1

Cys Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf.interval]

Hey® -0.00876 | 0.0016031 -5.47 0| -0.0119703 | -0.00555
HMT * Hcy | 34.16296 | 5.358059 6.38 0 23.44151 | 44.88442
B, 146.5039 | 15.77686 9.29 0 114.9344 | 178.0733

Tab. 10. Linearni regresni model zavislosti t-Cys na sledovanych vysvétlujicich
veli¢inach u neté¢hotnych zen. Koeficient determinace R= 0,5487.
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Vzhledem k tomu, Zze vysvétlujicimi veli¢inami v tomto modelu je tfeti
mocnina hladiny celkového plazmatického homocysteinu a kfizovy ¢len nasobku
hematokritu a homocysteinu, tedy ¢leny ponékud zvlastni, mohlo by vzniknout
podezieni, ze se jedna o regresi tzv. zdanlivou. Pro ovéfeni realnosti této regrese
jsme postupné vyluCovali jednotlivé pacientky z dat, a to tak, aby doslo
k nejvyssimu poklesu rezidualniho souctu c¢tverci (tj. vylucovani outlierd,
leverage pointi ¢i atypickych pozorovani) a sledovali, zda v kazdém dal$im kroku
budou opét vylouceny pacientky z kroku ptedchoziho. Test prokézal nejen to, ze
regrese je realna (viz. tabulka 11), ale ukazalo se, Ze po vylouceni prvnich tfech

pacientek vzrostl koeficient determinace nad 0,6.
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n 62 61 60 59 58

Hey® -0.0088 | -0.0098 | -0.0092 | -0.0095| -0.0091
HMT * Hey 341625 | 37.8162 | 35.9254 | 36.9286 | 35.2968
B, 146.505 | 136.1396 | 140.8211 | 138.7047 | 142.9822

SumOfSquares | 4.68E+04 | 3.98E+04 | 3.37E+04 | 2.99E+04 | 2.75E+04

CoeffDeter 04831 | 05555| 05703 06088| 0.6035
Excluded 34 35 36 38
34 35 36
34 35
34
57 56 55 54 53
-0.009 -0.0092 -0.009 -0.0091 -0.0092
35.1428 35.7344 35.0958 35.495 35.9677
1425742 1415834| 1427542 1406828 138.3511
2052E+04 | 2.30E+04| 2.12E+04| 1.94E+04| 1.77E+04
0.6235 0.6492 0.6611 0.6843 0.7092
4 5 52 48 32
38 4 5 52 48
36 38 4 5 5
35 36 38 4 52
34 35 36 38 4
34 35 36 38
34 34 36
35 34
35

Tab. 11. Tabulka zachycujici postupné vylucovani jednotlivych pacientek z dat
(viz vyklad nize). n — pocet pozorovani, SumOfSquares — soucet ctvercu,
Excluded — poradové ¢&islo vyloucenych pacientek, CoeffDeter — koeficient
determinace.

Tabulka 11 naznacuje, Ze v prvnim kroku byla z dat vyloucena pacientka

s poradovym cislem 34. Tato pacientka byla nalezena tak, Ze byly vzaty v tivahu
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vSechny podsoubory pacientek (pivodniho 62 ¢leného souboru) obsahujici 61
pacientek a byl zvolen ten, pro néjz rezidualni soucet Ctverc ptislusného
regresniho modelu (3.98E+04) vykazoval nejvétsi pokles oproti souctu ¢tvercd
modelu pro vSech 62 pacientek (4.68E+04).

Postup byl nasledovné opakovan tak, ze ze vSech 62 pacientek byly
vylouceny dvé pacientky tak, aby model ziskany metodou nejmensich ¢tvercl pro
zbyvajicich 60 pacientek mél opét nejmensi mozny soucet ¢tvercd rezidui mezi
modely pro vSechny mozné 60ti ¢lené podsoubory pacientek. Byly vylouceny
pacientky s pofadovymi ¢isly 34 a 35 (viz 3. sloupec tabulky).

Dalsi sloupce tabulky byly ziskany opakovanim popsaného postupu pro
rozsahy podsoubort 59, 58 atd. az 53. Vzhledem k tomu, Ze vyloucené skupiny
pacientek v kazdém kroku vzdy obsahuji pacientky vylouéené v predchozim kroku
plus jednu navic (v anglosaské literatuie se mluvi o ,,nested* souborech), je timto
postupem potvrzena realnd regresni zavislost vyjadienda modelem (1). Tento
postup je vlastn¢ aplikaci metody odhadu regresnich koeficientt, ktera je

oznacovana jako nejmensi usekané ctverce (the least trimmed squares) [157, 158].

5.3. Porovnani hladiny cysteinu u téhotnych a netéhotnych Zen

Provedli jsme porovnani hladiny celkového plazmatického cysteinu
v souboru naSich téhotnych v druhém a tfetim trimestru s hladinou u Zen
netéhotnych. Jako kontrolni soubor netéhotnych Zen jsme pouzili stejna data jako
ve vyse popsaném regresnim modelu. Klinické charakteristiky tohoto kontrolniho
souboru net¢hotnych Zen viz tabulka 8.

Primérnéd hladina celkového plazmatického cysteinu u neté¢hotnych Zen
(260,7 pmol/l) byla signifikantné vyssi nez hladina celkového plazmatického
cysteinu u t¢hotnych v 19.-21. tydnu téhotenstvi (192,0 umol/l) (p<0,001), resp.
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vys$i néz hladina celkového plazmatického cysteinu u téhotnych v 30.-32. tydnu

téhotenstvi (177,0 pmol/1) (p<0,001).

5.4. Analyza hladiny cysteinu u téhotnych s naslednym rozvojem

preeklampsie

U tfech z 65 téhotnych doslo krozvoji preeklampsie. Klinicky obraz
preeklampsie se u vSech téchto té¢hotnych se rozvinul po 38. tydnu téhotenstvi.
Vsechny tfi plody byly zdravé, eutrofické, bez projevu ristové retardace plodu
(IUGR). Ani u zéhotnych nedoSlo k zaddnym klinickym projevim komplikaci
preeklampsie. Vzhledem k hodnotdm krevniho tlaku a klinickym projevim
bychom tedy tyto tii pfipady hodnotili jako projev mirné preeklampsie.

Tabulka 3. ukazuje hodnoty celkového plazmatického cysteinu u téchto t€¢hotnych

s preeklampsii.

pacient 19-21 tyden 30-32 tyden
1 2121 2091
2 190.5 198.8
3 172.8 2135

Tab. 3. Hodnoty celkového plazmatického cysteinu u 3 te¢hotnych s naslednym
rozvojem preeklampsie (umol/1).

Hodnoty plazmatického t-Cys u téchto tfech téhotnych s preeklampsii jsme
interpolovali na kvartilovy graf plazmatického t-Cys u fyziologickych téhotensvi
(obr. 5). V druhém trimestru byly hodnoty zen s néaslednou preeklampsii rozlozeny

v celém intervalu resp. napfi¢ vSemi kvartily. Ve tfetim trimestru v§ak hodnoty
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vSech téchto téhotnych s preeklampsii spadaly do horniho kvartilu hodnot
fyziologickych téhotnych.
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19-21 wk 30-32 wk O median value

Obr. 5. Hodnoty celkového plazmatického cysteinu 3 t€hotnych s naslednou
preeklampsii interpolované na kvartilovy graf koncentrace celkového
plazmatického cysteinu u fyziologickych téhotnych.
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VI. Diskuze

V nasi prospektivni observacni studii 65 té€hotnych Zen jsme prokazali
statisticky signifikantni pokles hladiny celkového plazmatického cysteinu v krvi
téhotnych Zen mezi druhym a tfetim trimestrem téhotenstvi. Divod tohoto
poklesu neni zcela jasny. Mozna vysvétleni poklesu celkového plazmatického
cysteinu ve fyziologickém téhotenstvi jsou: konzumpce cysteinu plodem,
hemodiluce a zvysené renalni vylucovani cysteinu, popsan je téz vliv steroidnich
hormont [131].

Hypotézu konzumpce cysteinu plodem podporuje nalez rozdilné
koncentrace cysteinu v arteridlni a venozni pupeénikové krvi. Koncentrace
celkového plazmatického cysteinu (t-Cys) a celkového plazmatického
homocysteinu (t-Hcy) jsou niz§i v arteridlni pupecnikové krvi v porovnani
s pupecnikovou krvi venoézni [130]. Z toho lze usuzovat, ze se tyto aminothyoly
dostavaji do fetalni cirkulace a jsou nasledné vyuzity plodem k biosyntéze
glutathionu a proteind. Zatimco homocystein piestupuje pres fetomaternalni
bariéru po sméru koncentraéniho spadu, cystein je transportovan proti
koncentra¢nimu gradientu a tudiz pravdépodobné aktivnim transportem [130]. U
dospélého cloveéka vznika cystein z methioninu pies homocystein v transsulfuraéni
cesté jeho metabolizmu. U novorozence, a to i donoSeného, je vSak aktivita
cystathionin y-lyazy, ktera §tépi cystathion na cystein, nedostate¢na pro pokryti
fyziologickych potfeb [4]. Tato nedostateCna aktivita je jeSt€ vyrazné€jsi u
novorozencti nedonosenych [133]. Cystein je tak povazovan za pro novorozence
aminokyselinu podminéné esencialni (tj. esencialni za urcitych podminek) [134].
Ve fetalni tkani mozku a jater nebyla nalezena aktivita cystathionin y—lyasy
potiebné k Stépeni cystationinu na cystein [4]. Bez zajimavosti neni ani to, Ze
v placentarni tkani nebyla nalezena aktivita ani cystathionin y—lyasy ani
cystationin f—synthasy nutné k syntéze cystationinu z homocysteinu. Z toho lze

usuzovat, ze kryti spotfeby cysteinu fetalnimi tkanémi k syntéze glutationu a
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proteini miize byt zcela zavislé na dodavce cysteinu z matetské cirkulace a cystein
tak mize byt pro plod aminokyselinou zcela esencialni. To koresponduje
s vysledky zpracovani naSich dat. Sestavili jsme regresni model zavislosti
celkového plazmatického cysteinu na dalSich sledovanych faktorech tzv.
vysvétlyjicich velic¢inach u netéhotnych zen. U netéhotnych Zen se nam podafilo
sestavit dobry model s vysokym koeficientem determinace. Naproti tomu pro
téhotné v druhém trimestru je model podstatné méné kvalitni, mad velmi nizky
koeficient determinace. U t€hotnych ve tfetim trimestru jiz nebylo mozno model
sestavit vibec. Predpokladame tedy, Ze spotfeba cysteinu plodem je chybgjici
vysvétlujici velic¢inou. Tuto hypotézu podporuje i to, ze s rostoucim plodem a tedy
pravdépodobné rostouci spotiebou cysteinu, a tedy rostoucim vlivem spotieby
cysteinu plodem na hladinu celkového plazmatického cysteinu u téhotné, se
zhorsuje kvalita modelu sestaveného ze sledovanych vysvétlujicich veli¢in.

V literatufe je v t€¢hotenstvi popsana korelace homocysteinu a hematokritu
[3]. Metaanalyza studii hodnoticich zmény plazmatického volumu a hematokritu
v téhotenstvi prokazala asi 40% narGst plazmatického volumu béhem téhotenstvi
[159]. Tento narust resp. hemodiluce mize mit vliv na pokles aminothioll
v plazmé. Anderson a kolektiv prokazali vliv t€hotenské hemodiluce na hladinu
homocysteinu [160].  Testovali jsme tedy, zda pokles hladiny celkového
plazmatického cysteinu mezi druhym a tfetim trimestrem neni zavisly na
hematokritu. Nejprve jsme testovali prostou zavislost hladiny celkového
plazmatického cysteinu na hematokritu. Hladina celkového plazmatického
cysteinu nekorelovala s hematokritem ani v druhém, ani v tfetim trimestru. Dale
jsme testovali, zda rozdil hladin celkového plazmatického cysteinu mezi druhym a
tietim trimestrem neni zavisly na zméné hematokritu mezi t€mito trimestry. Ani
rozdil hladiny plazmatického t-Cys v druhém a tfetim trimestru vSak nekoreloval
s rozdilem hematokritu ve druhém a tfetim trimestru. V1liv hemodiluce na pokles

cysteinu mezi druhym a tfetim trimestrem jsme tedy neprokazali.
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Powers et al. prokazali vyssi renalni exkreci homocysteinu v té¢hotenstvi
v porovnani s exkreci mimo t¢hotenstvi a signifikantni inverzni korelaci mezi
hladinou celkového plazmatického homocysteinu a renalnim vylucovanim
homocysteinu [161]. Zména v renalni exkreci cysteinu mize byt obdobna jako u
homocysteinu, nebot’ cystein je stejn¢ jako homocystein filtrovan do primarni
mo¢i a reabsorbovan v proximalnim tubulu stejnym transportérem jako
homocystein. Pro testovani hypotézy, ze pokles cysteinu v t¢hotenstvi mize byt
dan jeho zvySenym renalnim vylucovanim jsme provedli samostatnou studii.
Analizovali jsme 60 vzorkd moci a plazmy: 20 vzorkl t€hotnych zen v 19.-21.
tydnu téhotenstvi, 20 vzorkli téhotnych zen v 30.-32. tydnu téhotenstvi a 20
vzorki Zen netéhotnych. Inkluzni a exkluzni kritéria byla stejnad jako
v prospektivni studii t€hotnych Zen. Rozdil celkového cysteinu v moci prepocitany
na clearance creatininu byl porovnan neparovym t testem. Neprokazali jsme
signifikantni rozdil mezi renalni exkreci cysteinu ve druhém trimestru v porovnani
s trimestrem tietim (p=0,35). Data z nasi studie tedy nepodporuji hypotézu, ze by
pokles hladiny cysteinu v krvi téhotnych v tfetim trimestru oproti trimestru
druhému byl zplsoben vys$i rendlni exkreci cysteinu ve tfetim trimestru oproti
trimestru druhému. Dale jsme neparovym t testem porovnali rozdil celkového
cysteinu v moc¢i prepocitany na clearance creatininu u téhotnych versus
neté¢hotnych Zen. Rendlni exkrece cysteinu u te¢hotnych byla signifikantné vyssi
nez u netéhotnych (p<0,05). Nase data tedy podporuji hypotézu, Ze na poklesu
celkového plazmatického cysteinu v t€hotenstvi ma podil vyssi renalni exkrece
cysteinu v t€hotenstvi nez mimo néj.

Porovnanim dat z naSi prospektivni studie téhotnych a dat z jiné pfedchozi
studie netéhotnych zen jsme prokazali pokles hladiny celkového plazmatického
cysteinu u téhotnych Zen v porovnani szenami netéhotnymi. Pokles hladiny
cysteinu v t€hotenstvi oproti stavu mimo t€hotenstvi byl jiz v literatufe publikovan
Raijmarkersem a kolektivem [27]. Hladiny vSech sledovanych aminothioli byly

signifikantné niz§i u normotenznich t€hotnych v porovnani s netéhotnymi zenami.
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Hladina celkového plazmatického cysteinu téhotnych Zen byla 75% hodnoty u
netéhotnych, celkového plazmatického homocysteinu 61%, cysteinylglycinu 77%
a glutationu 54% [27]. Tato studie vSak byla provedena na velmi malém souboru
10 netéhotnych Zen a 10 te¢hotnych kontrol. Téhotné Zeny byly ve velmi rizném
stafi t¢hotenstvi (29. az 38. tyden t¢hotenstvi). V nasi studii bylo zarazeno 62
normotanznich t€hotnych a 63 Zen neté¢hotnych. Na nasich datech jsme tedy s vetsi
silou nez vjiz publikovanych datech potvrdili signifikantni pokles hladiny
celkového plazmatického cysteinu u té¢hotnych zen oproti zenam netéhotnym.

Homocystein je nezavislym rizikovym faktorem rozvoje aterosklerozy [19].
Otazka kauzalizy a eventuelniho mechanizmu zapojeni homocysteinu v patogenezi
vaskularniho poskozeni vSak neni uspokojivé zodpovézena. Experimentalni studie
poukazuji na roli thiolovych skupin v oxidaéné redukéni homeostize bunék
[100,101]. Pokud by role thiolovych skupin byla patognomicka, pak by obdobnym
mechanizmem mohly pisobit i jiné latky nesouci tyto thiolové skupiny. Cystein je
stejné jako homocystein aminothiol a jeho koncentrace v plasmé je asi 20 krat
vys§i nez homocysteinu (kolem 250umol/l) [102]. Ackoliv existuji studie
prokazujici vyssi hladinu cysteinu u pacientl s atrosklerotickym postiZzenim cév
mozku, sdrce i periferie [98,95], cystein pravdépodobné neni nezavisly rizikovy
faktor aterosklerozy [99]. Na druhé strané¢ ve studiich vztahu homocysteinu
s patologickymi stavy je trvala i transientni hyperhomocysteinémie asociovana
s komplexnimi zménami v hladiné celkového plazmatického cysteinu i ostatnich
aminothiold [98,103,104]. Proto by hyperhomocysteinémie neméla byt nahlizena
izolovang, ale spise jako soucast iteraktivniho redox-thiolového systému [102],
jehoz naruSeni mize vést k vaskularnimu poskozeni.

Celkovy plazmaticky homocystein (t-Hcy) je v téhotenstvi signifikantné
niz§i néZ mimo n& [9]. Vyssi koncentrace homocysteinu jsou asiciovany se
zavaznymi t¢hotenskymi komplikacemi jako jsou preeklampsie [26,27,28,29,30],
rozstépy neuralni trubice (NTD) [32,41,42,43,45,46,50], rozstépy rtu s nebo bez
rozstépu patra [118,119,120], vrozené srde¢ni vady [120], abrupce placenty
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[31,90,91,92], opakované téhotenské ztraty [66,88,89], hluboka Zilni tromboza
[54], rastova retardace plodu (IUGR) a nitrodélozni umrti plodu [110,111] a dalsi
komplikace. Cystein ma podobnou strukturu a chemické vlastnosti jako
homocystein, ale vztahu cysteinu a téhotenskych komplikaci se dosud vénovala
pouze mala pozornost. Zavislost hladiny celkového plazmatického cysteinu v krvi
téhotnych a t€hotenskych komplikaci byla dosud studovan pouze v cross-sectional
nebo retrospektivnich studiiich [27,30,129]. V téchto studiich byla prokazana
vy$$i hladiny plazmatického t-Cys u Zzen srozvinutou preeklampsii oproti
téhotnym bez preeklampsie [27]. V Hordalandské homocysteinové studii byly
hladiny celkového plazmatického cysteinu u téméf Ctyfech tisic Zen ve véku 40-42
let porovnany s vysledky jejich téhotenstvi resp. s komplikacemi jejich téhotenstvi
v minulosti. Asociace mezi hladinou celkového plazmatického cysteinu a
téhotenskymi komplikacemi (preeklampsii, pfedéasnym porodem, velmi nizkou
porodni hmotnosti) byla mnohem slabs$i nez u homocysteinu. Pii analyze
kombinace cysteinu a homocysteinu a jejich vztahu k t€¢hotenskym komplikacim
se vSak ukazalo, ze zvySena hladina celkového plazmatického homocysteinu je
rizikovym faktorem pro rozvoj preeklampsie, pfedéasného porodu a rlstové
retardace plodu pouze tehdy, je-li zaroven zvySen i celkovy plazmaticky cystein
[129]. Neni tedy vylouceno, Ze v etiopatogenezi téchto téhotenskych komplikaci
hraje roli homocystein zaroven s cysteinem.

Cystein je intermedidlnim produktem ireversibilni transsulfura¢ni cesty
degradace homocysteinu. Cystein ma schopnost autooxidace, tedy produkce
peroxidu a volnych radikald, ¢imz mize hrat roli ve vzniku oxidativniho stresu,
ktery je v soucasnosti povazovan za dulezity patofyziologicky princip podilejici se
na rozvoji preeklampsie [136,137]. V naSem souboru 65 prospektivné sledovanych
zen se vyskytly 3 Zeny, které nasledné rozvinuly preeklampsii. Klinicky obraz
preeklampsie se u vSech tfech téchto Zen rozvinul po 38. tydnu té¢hotenstvi. Nutna
indukce porodu tak neméla za nasledek iatrogenni prematuritu. VSechny tfi plody

byly eutrofické, bez projevu riistové retardace plodu (IUGR). U te¢hotnych nedoslo
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k zadnym klinickym projevim komplikaci preeklampsie. Vzhledem k hodnotdm
krevniho tlaku a klinickym projeviim bychom tedy tyto tfi pfipady hodnotili jako
projev mirné preeklampsie. Pocet pripadt preeklampsie v nasi studii byl prili§
maly na statistické zhodnoceni, ptfesto jsme se pokusili o analyzu jejich dat.
Hodnoty plazmatického t-Cys u tiech té¢hotnych s preeklampsii jsme interpolovali
na kvartilovy graf plazmatického t-Cys u fyziologickych téhotnych (obr. 5).
V druhém trimestru byly hodnoty Zen s naslednou preeklampsii rozloZzeny v celém
intervalu resp. napfi¢ vSemi kvartily. Ve tfetim trimestru vSak hodnoty vsech
téchto tchotnych s preeklampsii posunuly do horniho kvartilu hodnot
fyziologickych téhotnych. Na podkladé toho jsme vyslovili hypotézu, ze nartst
nebo nedostateCny pokles cysteinu v prubéhu téhotenstvi muze byt rizikovym
faktorem nasledného rozvoje preeklampsie.

Cystein vznikd z homocysteinu za ucasti enzymu cystationin f—synthazy,
ktera homocystein konvertuje na serin a cystationin, ktery je dale metabolizovan
na cystein. Druhou cestou metabolizmu homocysteinu je transsulfurace zpét na
methionin. Rajkovic publikoval hypotézu, Ze elevace homocysteinu pfi
preeklampsii je dana poruchou funkce cystationin B—synthdzy a tedy poruchou
konverze homocysteinu na cystein [151]. To vSak pfili§ neodpovida datim
publikovanym Raijmakersem, ktery prokazal statisticky signifikantni korelaci
hladiny celkového plazmatického cysteinu a homocysteinu nejen v normotenznim
téhotenstvi, ale 1 v téhotenstvi komplikovaném preeklampsii [27]. V Gvahu tedy
ptipada porucha v remetilaci homocysteinu na methionin. Tato metabolicka cesta
je zavisla na dostatecném piisunu vitaminu Bi2 a kyseliny listové. Jejich
nedostate¢ny prisun by tedy mohl mit za nasledek zvyseni hladiny homocysteinu
pti preeklampsii. Tuto hypotézu vSak nepodporuji data publikovana v ptivodni
Rajkovicové studii, ve které nebyl prokazan signifikantni rozdil hladiny vitaminu
B12 a kyseliny listové u normotenznich t¢hotnych versus téhotnych s preeklampsii
[151]. Dalsi publikovanou teorii narstu hladiny homocysteinu u té¢hotnych Zen

s preeklampsii je redukce plazmatického volumu, kterda mize v zavaznych
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ptipadech dosahovat az 40% [159]. Redukce plazmatického volumu na hodnoty
odpovidajici stavu mimo t¢hotenstvi by odpovidala nartistu hladiny homocysteinu
na hodnoty mimo téhotenstvi [27]. U téhotnych s naslednym rozvojem
preeklampsie v nasi studii doslo ve tietim trimestru k vzestupu nebo menSimu
poklesu celkového plazmatického cysteinu nez u normotenznich zen. I pfesto
primérnd hodnota plazmatického t-Cys ve tfetim trimestru u téhotnych
s naslednym rozvojem preeklampsie vnasem souboru (207,1 pmol/l)
nedosahovala hodnot netéhotnych v nasem kontrolnim souboru (260,7 pmol/1), ani
hodnot publikovanych [27] u preeklampticek (254 pmol/l).

V na$i studii jsme prokazali pokles hladiny celkového plazmatického
cysteinu téhotnych Zen oproti zenam netéhotnym. Dale jsme prokazali
signifikantni pokles hladiny celkového plazmatického cysteinu mezi druhym a
ttetim trimestrem. Vytvorili jsme regresni model zavislosti celkového
plazmatického cysteinu na sledovanych potencidlné vysvétlujicich velic¢inach u
netéhotnych Zen. Pfi aplikaci tohoto modelu u t€hotnych jsme zjistili, Ze kvalita
tohoto modelu s progresi stari t¢hotenstvi klesa. Dle statistického zpracovani se
ukazalo, Zze v modelu t€hotnych zen chybi vysvétlujici velicina, jejiz duleZitost
v modelu nartsta s progresi stari t€hotenstvi. Vyslovili jsme hypotézu, ze touto
vysvétlujici veli¢inou je plod pro néjz je pravdépodobné cystein aminokyselinou
podminéné esencialni nebo zcela esencialni a s ristem plodu nardsta jeho spotfeba
cysteinu a tudiz se zvySuje vliv této vysvétlujici veli¢iny v modelu resp. se toto
projevi naristajicim poklesem hladiny celkového plazmatického cysteinu v krvi
téhotné zeny. U tiech z 65 sledovanych Zen doslo k rozvoji mirné preeklampsie. U
dvou ztéchto zen dosSlo mezi druhym a tfetim trimestrem k narGstu hladiny
celkového plazmatického cysteinu, u tfeti téhotné byl, oproti téhotnym bez
preeklampsie, pokles hladiny celkového plazmatického cysteinu pouze minimalni.
Vyslovili jsme hypotézu, ze Ze narist hladiny celkového plazmatického cysteinu
resp. jeho nedostate¢ny pokles v prubéhu te€hotenstvi mize predchazet klinické

znamky preeklampsie a hrat roli v etipatogenezi této zavazné téhotenské
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komplikace. Pro potvrzeni této hypotézy a piipadného zhodnoceni efektivity
stanovovani celkového plazmatického cysteinu jako c¢asného laboratorniho

markeru preeklampsie je vsak tieba dalSich studii.
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VII. Zavéry

Fyziologicka téhotenstvi

1. Stanovili jsme hodnoty celkového plazmatického cysteinu v krvi téhotnych

v 19.-21. tydnu tehotenstvi a v 30.-31. tydnu t€hotenstvi.

2. Prokazali pokles celkového plazmatického cysteinu v krvi normotenznich

téhotnych ve téetim trimestru oproti trimestru druhému.

3. Sestavili jsme linearni regresni model hladiny celkového plazmatického
cysteinu v krvi t€hotnych zen. Vyslovili jsme ptedpoklad, ze konzumpce
cysteinu plodem mize byt chybé&jici vysvétlujici veli¢inou v nami
sestavovaném linearnim regresnim modelu hladiny celkového
plazmatického cysteinu a cystein mtize byt pro plod esencialni

aminokyselinou.

Téhotné versus netéhotné

+1. Overili jsme, Ze hladina celkového plazmatického cysteinu u « -~ { Naformatovano: Odrézky a Gislovéni |

téhotnych je signifikantné nizsi nez u netéhotnych.

Preeklampsie

3:1. Porovnali jsme hladiny celkového plazmatického cysteinu v krvi <~ Naformatovano: Odrazky a cislovéni |

normotenznich t€hotnych a t€hotnych s naslednym rozvojem preeklampsie.
Vyslovili jsme hypotézu asociace nartistu nebo nedostateéného poklesu
hladiny celkového plazmatického cysteinu v pribéhu té¢hotenstvi s rizikem

nasledného rozvoje preeklampsie.
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VIII. Priloha

Parové t testy porovnani hladin aminothiolll ve druhém a tfetim trimestru.

(priloha ke kapitole 5.1.)

1) pro cystein

Ho: mean(cyctein20 - cystein30) = mean(diff) = 0

Mean Std. Err. | Std. Dev. | 95%Conf. Interval
Cys 20 192,0797 | 2,741745 | 21,05974 | 186,5915 | 197,5679
Cys 30 176,9356 | 2,484591 19,0845 | 171,9621 181,909

diff | 15,14407 | 3,325784 | 25,54583 | 8,486787 | 21,80135

t-value | 4,5535

Pravdépodobnost toho, Ze studentovo t nabude hodnoty 4.5535 nebo vyssi, pokud
plati hypotéza Ho (mean =0), je 0.000 tj. nulova hypotéza, ze rozdil hladiny
cysteinu v druhém a tfetim trimestru je roven nule byla zamitnuta.

2) pro cysteinylglycin

Ho: mean(cystglycin20 - cystglycin30) = mean(diff) = 0

Mean Std. Err. | Std. Dev. | 95%Conf. Interval
Cys-Gly 20 31,20915 | 0,725222 | 5,570536 | 29,75746 | 32,66084
Cys-Gly 30 31,99492 | 0,696411 | 5,349232 30,6009 | 33,38893

diff | -0,78576 | 0,95433 ] 7,330345 | -2,69606 | 1,124536

t-value | -0,8234
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Pravdépodobnost toho, Ze studentovo t nabude absolutni hodnoty 0.8234 nebo
vy$si, pokud plati hypotéza Ho (mean =0), je 0.4137, tj. nelze zamitnout nulovou
hypotézu, tj. cysteinylglycin mize byt ve druhém trimestru stejny jako v trimestru

tretim.

3) pro homocystein

Ho: mean(homocystein20 - homocystein30) = mean(diff) = 0

Mean Std. Err. | Std. Dev. | 95%Conf. Interval
Hcy 20 4,969492 | 0,149072 | 1,145042 | 4,671092 | 5,267891
Hcy 30 4,769492 | 0,149971 | 1,151948 | 4,469292 | 5,069691

diff | 0,2]0,174114 [ 1,337393 | -0,14853 | 0,548527

tvalue | 11487

Pravdépodobnost toho, Ze studentovo t nabude absolutni hodnoty 1.1487 nebo
vyssi, pokud plati hypotéza Ho (mean =0), je 0.2554, tj. nelze zamitnout nulovou

hypotézu, tj. homocystein miize byt ve druhém trimestru stejny jako v trimestru

tretim.

4) pro glutathion

Ho: mean(glutathion20 - glutathion30) = mean(diff) = 0

Mean Std. Err.  [Std. Dev. [95%Conf. Interval
GSH 20 8,281356| 0,204986| 1,574525| 7,871032| 8,691679
GSH 30 8,028814| 0,238555| 1,832377| 7,551294| 8,506333

dif [ 0,252542] 0,275381] 2,115245] -0,29869] 0,803778

t-value | 09171
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Pravdépodobnost toho, Ze studentovo t nabude absolutni hodnoty 0.9171 nebo
vy$si, pokud plati hypotéza Ho (mean =0), je 0.3629, tj. nelze zamitnout nulovou
hypotézu, tj. homocystein miize byt ve druhém trimestru stejny jako v trimestru

tretim.
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X. Seznam zkratek a vzorcu

AdoHcy adenosylhomocystein
AdoMet adenosylmethionin

AHCY S-adenosylhomocysteinhydrolaza

BMI body mass index

BHMT betain-homocysteinmethyltransferaza
CBS cystationin B—synthaza

CI interval spolehlivosti (confidence interval)
CMP cévni mozkova prihoda

CTH cystathionin y—lyaza

Cys cystein

CH3- FH4 methylentetrahydrofolat

EDTA ethylen-diamin-tetraoctova kyselina (ethylene diamine tetraacetic
acid )

FH4 tetrahydrofolat

GSH glutathion

Hcey homocystein

HELLP syndrom hemolyzy, zvySenych jaternich enzymi a nizkych

trombocyti (hemolysis, elevated liver enzymes, low platelets)

HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)
IUGR intrauterinni ristova retardace (intrauterine growth retardation)

ICHDK ischemicka choroba dolnich koncetin

ICHS ischemicka choroba srde¢ni
MAT methionin-adenosyltransferaza
Met methionin

MTR methionin syntaza

MTRR methionin syntaza reduktaza

MTHFR methylentetrahydrofolat reduktaza
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ns
NTD
oGTT
OR
PDXK
PI

PIH

Tau

t-Cys
t-Cys-Gly
t-Hey
VLBW

nesignifikantni

rozstépy nervové trubice (neural tube defects)

oralni glukozovy toleranéni test

odds ratio

pyridoxalkinaza

pulsatilni index

téhotenstvim indukovana preeklampsie (pregnancy induced
hypertension)

taurin

celkovy cystein (total cysteine)

celkovy cysteinylglycin (total cysteinylglycine)

celkovy homocystein (total homocysteine)

novorozenci s velmi nizkou porodni hmotnosti (pod 1500g)

(very low birth weight)
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Glutation je nejsilnéjSi intraceluldrni antioxidant a ma téz duleZitou roli

v detoxikaci [112.113]. Vyuziti glutationu v epidemiologickych studiich je

limitovano tim, Ze naméfend plazmatickd hodnota je zna¢n€ ovlivnéna metodikou

zpracovani vzorku (odbér, zpracovani a uchovavani vzorku). I minimalni

hemolyza (0.1-1%) muze zpusobit znaéné vy$§i hodnoty glutationu, nebot’

koncentrace glutationu v erytrocytech je asi 500 krat vy$$i nez v plazmé [116].

Kromé toho vzorky krve musi byt odebirany do zkumavky s ¢inidlem branicim

autooxidaci a enzymatické degradaci glutationu [116.117].

Cys

Hcey
Hcy®

Hey’

157) biochemie od Hanky 1 «--- ’{ Naformatovano: Odrazky a Cislovani ]

158) biochemie od Hanky 2;
1571159) biochemie od Hanky 3.
158)160)
159)161)

V dobé, kdy jsme se studii provadéli a publikovali jeji vysledky neexistovala
publikovana data prospektivniho sledovani hladiny cysteinu v krvi téhotnych.
Dostupné byly pouze case control studie t€hotnych s rozvinutym patologickym
stavem jako preeklampsie [27] a dale byly publikovany retrospektivni studie
hodnotici zavislost hladiny cysteinu u netéhotnych Zen a rizika nékterych

patologickych stavii vjejich predchozim téhotenstvi (abrupce placenty,
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pred¢asného porodu, nizké porodni hmotnosti, mrtvorozenosti, novorozenecké

umrtnosti a vrozenych vyvojovych vad) [129].

PE vysledky

Ze ttech pozorovani nelze ucinit Zadny statisticky signifikantni zavér, nicméné je
pfinejmensim pozornostihodné, Ze hodnoty vSech naslednych preeklampticek se
ve tfetim trimestru posunuly do horniho kvartilu. To naznacuje, Ze nartist nebo
nedostatecny pokles cysteinu v prubehu téhotenstvi je rizikem pro nasledny rozvoj
preeklampsie.
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