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Pifimé stanoveni venézniho a arterialniho serotoninu u pacientu
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SOUHRN

Cil studiie: Perzistujici foramen ovale (PFO) je velmi ¢asto doprovazeno neurologickymi komplikacemi (migrénou), ale patofy-
ziologie tohoto vztahu neni dosud zcela vyjasnéna. Jedna z hypotéz popisuje vyznamnou roli serotoninu v patofyziologii neu-
rologickych komplikaci. Serotonin mtize pravolevym zkratem pres PFO pronikat do arteridini krve a vyvolat migrendzni ataku.
Cilem studie bylo potvrdit hypotézu, ze 24 hodin po perkutannim uzavéru PFO Klesaji hladiny serotoninu v arterialni krvi.
Material a metody: U 8 pacientl s PFO byly odebrany vzorky vendzni a arterialni krve na stanoveni serotoninu pred operaci,
bé&hem operace a 24 hodin po operaci. Hladiny serotoninu u pacientl i v kontrolni skuping byly stanoveny pomoci enzymo-
vé imunoanalyzy (EIA, Immunotech).

Vysledky: Byly stanoveny nasledujici koncentrace serotoninu ve vendzni a arterialni krvi (mean + SD): kontrolni skupina 906
+ 229,4 nmol/l, vendzni krev pred operaci: 126 + 69,6 nmol/l, vendzni krev odebrana z centralniho ziiniho katétru: 182 +
59 nmol/l, vendzni krev po operaci: 140 + 40 nmol/l, arteridlni krev pfed operaci: 165+ 25 nmol/l, arterialni krev béhem
operace: 182 + 44 nmol/l, arteridlni krev po operaci: 130 + 36 nmol/I.

Zavér: Primé stanoveni hladin serotoninu u pacientd pred perkutannim uzavérem PFO a po ném je po eliminaci moznych
preanalytickych chyb vhodnym analytickym nastrojem pro studium zmeén serotoninu po uzavéru PFO. Vysledky ukazujf
pokles hladin arterialniho serotoninu béhem 24 hodin po operaci.
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SUMMARY

Sramko M., Kotaska K., Veselka J., Linhartova K., Pra$a R.: Direct assay of venous and arterial serotonin in
patients with persistent foramen ovale

Objective: Percutaneous closure of patent foramen ovale (PFO) has been associated with improvement of migraine hea-
dache. Tissues-borne serotonin bypassing the metabolic active pulmonary circulation through the PFO is the proposed
trigger of migraine attacks in susceptible patients. Therefore a hypothetical decrease of arterial serotonin levels after PFO
closure might explain the migraine improvement.

Aim of the study: Aim of the study was the investigation of suitability of direct serotonin assay in venous and arterial blood in pati-
ents undergoing percutaneous PFO closure for further studying the mechanism of migraine improvement after PFO closure.
Materials and methods: Arterial and venous serum serotonin levels were investigated in eight patients undergoing correctional
surgery operation. The samples were collected as follows: Venous and arterial blood before operation, arterial blood during
operation, venous sample from right atrial central catheter and then peripheral venous and arterial sample 24 hours after the
operation. Serotonin levels were investigated in control group of 6 healthy patients. Serotonin was measured by commercially
available enzyme immunoassay (EIA, Immunotech).

Results: The results (mean + SD) were as follows: Control group: 906.0 + 229.4 nmol/l, Venous blood before the operation:
126.0 + 69.6 nmol/l, venous blood after the operation: 140 + 40 nmol/l, arterial blood before the operation: 165+ 25 nmol/l,
arterial blood during operation: 182 + 44 nmol/l, arterial blood after the operation: 130 + 36 nmol/l.

Conclusion: Direct assay of serotonin with commercially available EIA is suitable for studying changes of serotonin levels after
PFO closure. Our preliminary results support the theory of the decrease of arterial blood levels of serotonin after PFO closure.
Key words: serotonin, persistent foramen ovale, migraine.

Uvod

Perzistujici foramen ovale (PFO) se vyskytuje pribliz-
né u 25 % dospélé populace [1]. Paradoxni emboliza-
ce pres PFO se povazuje za mozZnou pficinu cévnich
mozkovych ptihod (CMP) u mladsich pacient’ a u pa-
cientd, u kterych nebyla prokazana jina etiologie CMP
[2-3]. Retrospektivni analyzy této subpopulace paci-
entl prokazaly, Ze v zavislosti na velikosti pravolevého
zkratu pfes PFO trpélo migrénou 22-57 % z nich, a to
predevsim migrénou s aurou [4-9]. KatetrizaCni uzavér
PFO septalnim okluderem ved! k signifikantnimu sni-

zeni frekvence nebo intenzity atak migrény u 65-90 %
téchto pacient’ [4-9, 11-13]. Tyto slibné vysledky je
nutné potvrdit velkymi randomizovanymi studiemi. Per-
kutanni uzavéry PFO u vybranych migrenik( se tedy do
budoucna jevi jako nadéjna moznost IéCby pfi selhani
farmakoterapie. Za Klinickym vyzkumem vSak zaosta-
vaji poznatky o patofyziologii tohoto jevu. Jedna z cito-
vanych hypotéz nabizi, ze Cast vendzniho serotoninu,
ktery se tvoli pfevazné v endokrinné aktivnich burnkach
gastrointestinalniho traktu a ktery se bézné témer kom-
pletné degraduje pfi prechodu metabolicky aktivnim
endotelem kapilar plicniho fecisté, pronika pravolevym
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zkratem pres PFO do arteridini krve, a mize tak u né-
kterych predisponovanych jedincl vyvolat ataku migré-
ny [15]. (V souGasnosti patfi mezi zakladni farmaka pro
léCbu migrén pravé antagonisté serotoninu).

Prlkaz poklesu hladin serotoninu v arteridini krvi po
uzaveru PFO, ktery by Klinicky koreloval se snizenim
frekvence Ci intenzity atak migrény, by tuto teorii vy-
znamné podpofil. Pfimé stanoveni hladin serotoninu
v dané souvislosti doposud nikdo neprovadél, proto
ani neni znamo, jaka metoda a postup by byly pro tato
méfeni nejvhodngjsi.

Cilem na$i prace bylo ovéfit vhodnost metody pfi-
mého stanoveni hladin serotoninu ve vendzni a arteridlni
krvi u pacientl pred perkutdnnim uzavérem PFO a 24
hodin po ném a ziskana farmakokineticka data pouzit
pro planovani dalsiho vyzkumu v dané problematice.

Soubor pacienti a metody

Do studie bylo zafazeno 8 konsekutivnich pacient(
po kryptogenni CMP indikovanych na zakladé soucas-
nych doporucenych postupl neurologem a kardiolo-
gem k perkutannimu uzavéru PFO a zaslepena kontrolnf
skupina 8 nahodnych pacientd, jejichZ vendzni krev byla
v jeden den zaslana k biochemické analyze z béznych
diagnostickych (ne studijnich) indikaci. U zadného z pa-
cient(l v prospektivni skupiné nebyla prokdzana pritom-
nost jiného pravolevého zkratu, echokardiograficky nebo
angiograficky prokézany rezidualni pravolevy zkrat po

Dvacet Ctyfi hodin po vykonu (+ 1hodina) byly na
oddéleni odebrany 2 vzorky 7,5 ml periferni vendz-
ni krve (z v. cubitalis) a arterialni krve (punkci a. ra-
dialis). Krev byla odebrana do zkumavek s fixacnim
Cinidlem (K,-EDTA 7,5 ml) a ihned uloZena do ledu.
Zkumavky se vzorky byly v ledu dopraveny do 30
minut od odbéru do laboratore, kde byly centrifugo-
vany (10 minut pfi teploté 4 °C) a zamrazeny. Vzorky
byly uchovany pfi teploté -80 °C. Pred vlastni analy-
zou byly rozmrazeny a po naredéni v poméru 1:20
byla stanovena pfima plazmaticka hladina serotoni-
nu pomoci enzymové imunoanalyzy (EIA Serotonin,
Immunotech, Praha).

Referencni hodnoty hladin serotoninu udavané vy-
robcem diagnostické soupravy v plazmé odebrané
z zily jsou 280-1140 nmol/l.

Vysledky

Do studie bylo zarazeno 8 pacientt kteff podstoupili
perkutanni uzavér PFO (5 muzl, 3 Zeny, vék 23-55 let)
a kontrolni skupina 8 nahodnych pacientd. Tfi pa-ci-
enti v prospektivni skuping trpéli na migrénu, z toho 1
na migrénu s aurou. Celkem bylo odebrano 96 vzorkd
v prospektivni skupiné a 8 vzorkd v kontrolni skuping.
Vysledné hodnoty byly stanoveny vzdy z priméru 2
nameérenych hodnot parovych vzork(. Namérené prd-
meérné hodnoty koncentrace serotoninu v nmol/I uvadi
tabulka 1.

Table 1. Concentration of serotonin (nmol/l) in patients and control group

n=6 Difference | Minimum | Maximum Mean + SD
(min-max)
Control group 584.0 454.0 1038.0 906.0 + 229.4
Peripheral vein before occlusion PFO 167.0 67.0 234.0 126.0 + 69.6
Central vein before occlusion PFO 352.5 20.5 373.0 182.3 £ 143.7
Peripheral vein after occlusion PFO 264.0 66.0 330.0 140.6 + 97.7
Artery before occlusion PFO 167.5 64.0 231.5 165.2 + 62.6
Artery after Valsalve maneuver before occlusion PFO 256.5 79.5 336.0 181.7 + 107.8
Artery after occlusion PFO 232.0 48.0 280.0 130.3 + 88.1

vykonu, anamnesticky tézké chronicka obstrukeni pul-
monalni nemoc nebo jiné zavazné onemocnéni plic nebo
stav po transplantaci plic, akutné probihajici systémoveé
nebo plicni infekéni onemocnéni ¢ prokazany hormonal-
né aktivni nador. VSichni pacienti v prospektivni skupiné
podepsali informovany souhlas se vstupem do studie.

U pacientl bylo provedeno klinické a echokardio-
grafické vySetreni. Na katetrizacnim sdle byly pfi vyko-
nu bezprostredné pred implantaci septéainiho okluderu
odebrany 2 vzorky 7,5 ml periferni vendzni krve (z v. cu-
bitalis), vzorek centralni vendzni krve (instrumentariem
zavedenym do pravé sing), arteridini krve u pacienta
v klidu a arteridlni krve 5-12 s po Valsalvové manévru
(cestou zavedeného 4-F sheathu do a. femoralis).

Bezprostfedné po provedeni uzavéru se transe-
zofagedlné echokardiograficky oveéfil vysledek vyko-
nu a barevnym dopplerem vyloucil rezidudlni zkrat.

Vysledky dvou pacientl byly z dalsi analyzy vy-
fazeny pro extrémni vysledné hodnoty. Porovnani
namerenych hodnot serotoninu ve vendzni krvi paci-
entl pred intervenci a hodnot u pacient v kontrolni
skupiné ukazuje prdmérnou hladinu serotoninu v in-
tervenované skupingé v rozmezi 67-234 nmol/| (stfed-
ni hodnota 126 nmol/l). Zadna z hodnot nedoséhla
fyziologické normy 280-1140 nmol/l. Primér v kon-
trolni skupiné byl 906 + 230 nmol/l, jeden vzorek byl
mimo fyziologické normy.

Zmeény hladin serotoninu v periferni vendzni krvi,
arteridIni krvi a arterialni krvi po Valsalvové manévru
pred intervenci a 24 hodin po ni znazorfuji obrazky
1, 2 a 3. V arteridlni krvi poklesla po intervenci hla-
dina serotoninu prdmémeé o 20 % a po Valsalvové
manévru o 28 %. Vyznam zmeén neni statisticky hod-
notitelny.
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Fig. 1. Serotonin in peripheral venous blood before and after PFO closure
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Fig. 2. Serotonin levels in arterial blood before and after PFO closure

400+

w
(=]
2

Serotonin (nmol/l)
- N
(=] (=]
e <

Before
B After

Patient
Fig. 3. Serotonin levels in arterial blood before after Valsalva manuever
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Diskuse

NaSe hypotéza zmény hladiny serotoninu po uzave-
ru PFO je, pokud je nam znamo, prioritni, a nebyla tedy
doposud nikdy ovéfovana. Hlavni vysledek nasi pilotni
studie — odbér vzork( béhem katetrizacniho uzavéru
PFO je sice technicky proveditelny, k ovéfeni nasi hy-
potézy je vSak tfeba jesté presngjsi definice postupu
vybéru pacientl a metodiky preanalytické faze.

Hlavni nedostatek nasi studie spocival v malém
poctu zarazenych pacientl, proto ziskané vysledky
nelze statisticky hodnotit. Nicméng, cilem bylo zhod-
notit vhodnost pouziti metody jako takové a sledovat
dynamiku zmén po uzavéru PFO u daného pacienta.
Dal$im metodickym nedostatkem bylo, Ze u pacient(
nebyla provedena presna kvantifikace velikosti pravole-
vého zkratu. Toto vySetfeni by mélo byt rovnéz pouzito
u v8ech pacientl v kontrolni skupiné k vylouceni v po-
pulaci Castého PFO.

Bezprostiedné po vykonu byla u vSech pacient(
nasazena dualni antiagregace (kyselina acetylsalicylova
a clopidogrel) v nasycovaci davce. Tato farmaka mohla
ovlivnit hladiny serotoninu. Bias by se odstranil napfr. na-
sazenim dualni antiagregace nekolik dni pfed vykonem.

Prioritou nebylo analyticky co nejpresnéji stanovit hla-
diny serotoninu za fyziologickych Ci patologickych okol-
nosti, ale sledovat dynamiku zmén. Nebyl proto kladen
ddraz na prisné dodrzovani diety pred odbérem ¢&i na
chronické uzivani 1ék( ovliviujicich hladiny serotoninu,
coz mohlo mit vyznamny viiv na kone&né koncentrace
serotoninu. Odbérem vzork( v rozmezi 23-25 hodin po
vykonu mél byt rovnéz minimalizovan mozny vliv cirkadi-
anniho kolisani hladin. Vzorky dvou pacientt byly z ana-
lyzy vyfazeny. Extrémni rozdily ve vendzni i arteridlni krvi
pred intervenci a po ni naznacuiji, ze pravdépodobné do-
8lo ke znehodnoceni vzorkd pii odbéru &i transportu.

Prekvapivym vysledkem bylo, Ze ani jedna z namé-
fenych hodnot v intervenované skuping, na rozdil od
kontrol, nedosahla fyziologického rozmezi. Namérené
hodnoty v intervenované skupiné byly ale konzistentni
a v praméru asi 7krat nizsi nez v kontrolni skuping.

Rovnéz zlstava objasnit rozdily mezi hladinami se-
rotoninu ve vendzni krvi odebrané z periferie a z pravé
siné srdce. Moznou pfi¢inou mohla byt chyba pfi odbé-
ru nebo vetsi mnozstvi kysliku v nedostate¢né napiné-
né zkumavce, ktery mohl rozpad serotoninu urychilit.

Pravdépodobnou pficinou rozdild v hodnotéch
serotoninu by mohly byt zejména interference v pre-
analytické fazi (enzymaticka oxidace serotoninu, vliv
nékterych lékd, nedostateéna ochrana pred svétlem).
V ramci preanalytické pfipravy vzorku Ize podle dopo-
ruceni vyrobce diagnostické soupravy eliminovat vliv
pfipadné enzymové oxidace serotoninu pfidanim roz-
toku inhibitoru oxidace obsahuijiciho 100 pl 250 pmol/l
clorgylinu, 250 pumol/I chlorimipramiu, 250 ymol/| par-
gylinu a 150 mmol/I NaCl. Pridani inhibitoru je nezbytné
pfi stanoveni serotoninu v pIné krvi. U arterialnich hladin
bylo dosazeno konzistentnich vysledkd. | kdyz nelze i-
nit statisticky validni zavéry, Ize vypozorovat zajimavy
trend zvySeni hladin arteridiniho serotoninu po prove-
deni Valsavova manévru pred uzavérem PFO. Dvacet

Ctyfi hodin po intervenci poklesly hladiny arteridlniho
serotoninu v primeéru o 20 %, respektive 28 %.

Po odstranéni chyb v preanalytické fazi a diskuto-
vanych metodickych nedostatk’ se jevi dalsi vyzkum
v dané problematice perspektivni.

Zavér

Primé stanoveni hladin serotoninu u pacientd pred
perkutannim uzavérem PFO a po ném je metoda tech-
nicky proveditelna a pfi dodrzeni specifickych podminek
pfi odbéru, transportu a zpracovani vzorkd je dosazeno
hodnotitelnych vysledkd. Pred jejim pouZitim pfi sledo-
vani zmény hladin serotoninu u migrenikl po perku-
tannim uzavéru PFO je nutno odstranit pfipadné chyby
v preanalytické fazi a detailné definovat a kvantifikovat
parametry zkoumané populace. Ackoli pocet vzork(
neumoznuje statistické hodnoceni, jevi se z provede-
nych stanoveni jako nejkonzistentngjsi zména hodnoty
serotoninu v arterialni krvi po Valsalvové manévru.
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Zaujalo nas

Vyznamné ocenéni prace olomouckeé lipidologické skupiny

V zavéru roku 2009 obdrzeli pracovnici lipidologické sku-
piny Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL) vyznamné rezortni
ocenéni, Cenu ministryné zdravotnictvi za mimoradné vy-
sledky dosazené v projektu aplikovaného zdravotnického vy-
zkumu a vyvoje za rok 2009. Vedouci kolektivu, prof. MUDr.
Helena Vaverkova, CSc., je pracovnici lll. interni kliniky FNOL,
mistopredsedkyni vyboru Ceské spolednosti pro aterosklero-
zu a ¢lenkou vyboru pracovni skupiny Preventivni kardiologie
Ceské kardiologické spolegnosti. Od r. 1990 se podilela na
vypracovani celostatnich Doporuceni pro diagnostiku a léc¢-
bu dyslipidémii. Jejimi spolupracovniky jsou Ing. D. Novotny,
Ph.D., MUDr. D. Karasek, Ph.D., MUDr. D. Jackuliakova,
MUDr. M. Halenka, Ph.D., Mgr. L. Slavik a RNDr. J. Lukes.

Vyzkum metabolismu lipidd a klinicka péce o pacienty
s dyslipidémiemi maji ve FNOL dlouholetou tradici. Lipido-
va poradna a laboratof byla pfi lll. interni klinice zalozena jiz
v r.1964 doc. MUDr. M. Kubastou a v té dobé byla druhym
nejvetsSim pracovistém v republice, které se touto problema-
tikou zabyvalo. Poradna poskytovala diagnosticke, 1éCebné
a konziliari sluzby pacientdm ze Sirokého okoli, prakticky
z celé Moravy. Prof. Vaverkova se zacCala této problematice
vénovat v r. 1968 a od r. 1981 byla odpovédnou feSitelkou
vétsiny vyzkumnych projektd této pracovni skupiny.

Laborator byla v dobé svého vzniku velmi dobre pfi-
strojové vybavena, coz prispélo v r. 1969 k zavedeni nové
Fredricksonovy klasifikace hyperlipoproteinémii, véetné sta-
noveni jednotlivych lipoproteinovych tfid pomoci preparativni
ultracentifugace. Pouziti této metody umoznilo posoudit na
vlastnim souboru pacient’ vhodnost vypodtu LDL choleste-
rolu podle Friedewaldovy rovnice, tehdy jesté bézné nepou-
zivané. Vysledky byly prezentovany na 2. konferenci ,Klinicka
a biochemicka genetika hyperlipoproteinémii“ v r. 1974,

Laboratorni ¢ast vyzkumné i rutinni analytické prace byla
po r. 1985 prenesena na Oddéleni klinické biochemie, kde
se na spolupraci zacal podilet zejména Ing. Dalibor Novotny,
Ph.D. Byly vypracovany a do praxe zavedeny nové metody,
napf. stanoveni apolipoproteint (apo)B, apoAt, lipoproteind
Lp(@), Lp A-l, Lp A-I/A-Il, Lp B,CIll, ox-LDL a adiponektinu,
sledovani kandidatnich gend aterosklerdzy, jako jsou bézny
polymorfismus apoE, I/D polymorfismus genu pro angioten-
zin konvertujici enzym, vybrané polymorfismy paraoxonazy
PON1, PON2, apoAV, 2 SNP genu pro adiponektin, mutace
apoB100 a dalsi. V laboratofi kliniky nuklearni mediciny a poz-
déji v laboratofi OKB se provadélo stanoveni markerd inzu-
linové rezistence a stanoveni solubilnich forem adhezivnich
molekul, v koagulaéni laboratofi Hematoonkologické kliniky
vySetfeni hemostatickych markerd.

Pro detekci subklinické aterosklerézy bylo v r. 2000 za-
vedeno na lll. interni klinice ultrazvukové hodnoceni intimo-
medidlni tloustky (IMT) a vySetfeni endotelialni dysfunkce po-
moci ,flow mediated dilatation (FMD). Tyto metody jsou od
té doby pouzivany vyzkumné (IMT i FMD) i rutinné (IMT). Pro
bézné klinické vysetreni se vyuziva také A/B index.

V lipidovém poradenstvi je preferovan disledny klinicky
geneticky pfistup. Pozornost je soustrfedéna na rodiny osob
s hypertriacylglycerolémii, rodiny s familiarni kombinovanou
hyperlipidémii, familiarni hypercholesterolémii, defektnim
apoB-100 ¢i prfed&asnou klinickou manifestaci aterosklerd-
zy, napf. na rodiny osob s cévnimi mozkovymi pfihodami (ve
spolupraci s Neurologickou klinikou FNOL). Lipidova poradna
je jednim z regionalnich center mezinarodniho projektu MED-
PED, ktery se zabyva pacienty s familiarni hypercholesterolé-
mii a probiha ve vice centrech CR i ve svété. Usp&sné se roz-
vijeji i dalsi mezinarodni kontakty, v poslednich letech napr.
cela skupina spolupracuje s prof. J. Frohlichem z University
of British Columbia v kanadském Vancouveru.

Vyzkumné prace byly do r. 1990 feSeny v ramci Ctyr 3- az
5letych projektd statniho planu vyzkumu a pozdéji v 7 gran-
tovych projektech IGA MZ CR. Vysledky byly prezentovany
formou vice nez 200 publikaci v recenzovanych ¢asopisech
a vice nez 250 prednaskami a postery na mnoha domacich
i mezinarodnich odbornych férech. Byly dale podkladem 11
dizerta¢nich doktorandskych a habilitacnich praci.

Rada publikaci a dalsich vystupl ziskala v nedévné mi-
nulosti od odbornych spoleénosti prestizni ocenéni, jako jsou
napf. Narodni cena prof. J. Charvata za publikace z oblasti
lipoproteinového metabolismu (prof. Vaverkova, 1995), Cena
Ceskeé neurologické spolecnosti (doc. Viachova, 2001), Cena
CSKB za nejlepsi doktorandskou dizertadni préci (ing. Novot-
ny, 2004), Cena CIS za nejlepsi publikaci pro autory do 35 let
(MUDr. Karasek, 2006), Cena CSAT za nejlepsi publikovanou
préaci (MUDr. Karasek, 2007/2008), Cena CIS za nejlepsi pu-
blikaci (prof. Vaverkova, 2008), a dalsi.

Prace lipidologické skupiny zachovava kontinuitu vyzku-
mu a klinické péce o pacienty s dyslipidémiemi ve FNOL a daii
se ji dlouhodobé drzet krok s vyvojem této problematiky ve
svété. Pomaha uvadét do praxe nové pohledy na poruchy li-
pidového metabolismu, které byly zpocatku vnimany jako re-
lativné vzacné metabolické odchylky bez vétsiho populaéniho
dopadu a které nakonec vyustily v rozsahlé celospolecenské
programy zamerené na prevenci aterosklerdzy jako nejcastéj-
§i priciny kardiovaskularnich onemocnéni.

Aktivita ¢len( odborného tymu je upfena také k sou-
stavnému zlepSovani péCe o pacienty ve formé podilu na
koncipovani odbornych doporucéeni pro diagnostiku a lécbu
dyslipidémii (prof. Vaverkova) a ke zlepSovani analytickych
postupl a laboratornich metod pro stanoveni lipidovych ana-
Iytd (Ing. Novotny jako supervizor cyklu EHK Rizikové faktory
aterosklerézy, SEKK).

V8em ocenénym upfimné blahoprejeme! Cena, které se
tomuto kolektivu dostalo, sved¢i o vytrvalosti, smysluplnosti
a Uspédnosti prace vdech jeho ¢lend. Bude jisté vhodnym
podnétem k pokracovani v jejich Usili, v némz jim prejeme
hodné zdaru!

P. Schneiderka
OKB FN Olomouc
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