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Vitamin C supplementation promotes whole blood rheology

in healthy humans
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Abstract. Objectives: Rheological properties of blood significantly affect blood flow in large vessels. Changes
in macrocirculation contribute to atherogenesis and consequently cardio-vascular diseases. However, blood
flow disorders also impair the quality of microcirculation, e.g. in patients with recurrent episodes of cardiac
ischemia. Since a negative correlation between plasma vitamin C levels and blood viscosity was found,
we focused on the effect of vitamin C on hemorheology in more detail. Considering the important role of
erythrocytes in blood rheology, we decided to simultaneously monitor changes in erythrocyte parameters.
Methods: Hemorheological parameters were determined by rotational and oscillatory measurements. Regarding
erythrocytes, we measured their deformability, nitric oxide production and sodium-potassium pump activity.
Results: We observed a beneficial effect of increased vitamin C intake on several hemorheological param-
eters as well as improvement of erythrocyte deformability, increased nitric oxide production and activity of
sodium-potassium pump. No change in oxidative stress and antioxidant protection parameters in plasma
was observed.

Conclusion: Vitamin C administration led to an improvement in several hemorheological parameters in healthy
young volunteers. Since improvement in hemorheology may contribute to better quality of macro- and
microcirculation, our results suggest a possible benefit of vitamin C administration in patients with impaired
hemodynamics. Fig. 4, Ref. 43, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
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Abstrakt. Ciele: Reologické vlastnosti krvi vyrazne vplyvaju na pradenie krvi vo velkych cievach. Zmeny
v makrocirkul3cii prispievaju k rozvoju aterosklerézy a nasledne kardio-vaskuldrnych ochoreni. Poruchy pru-
denia krvi vSak zhorsuju aj kvalitu mikrocirkulacie, napriklad u pacientov s rekurentnymi epizédami ischémie
srdca. Bolo pozorované, ze hladina vitaminu C v plazme negativne koreluje s viskozitou krvi, preto sme sa
zamerali na podrobnejsiu charakterizaciu Gcinku vitaminu C na hemoreolégiu. Vzhladom na vyznamnu tlohu
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erytrocytov v hemoreoldgii sme sa v praci rozhodli sucasne sledovat zmeny v parametroch erytrocytov po
podavani vitaminu C u zdravych dobrovolnikov.

Metddy: Hemoreologické parametre sme stanovili rotacnymi a oscilacnymi meraniami. Pri erytrocytoch sme
sa zamerali na ich deformabilitu, produkciu oxidu dusnatého a aktivitu sodikovo-draslikovej pumpy.
Vysledky: Zaznamenali sme priaznivy vplyv zvyseného prijmu vitaminu C na viaceré hemoreologické parametre.
Stcasne sme pozorovali zlepsenie deformability erytrocytov, zvysenu produkciu oxidu dusnatého erytrocytmi
a zvysenie aktivity sodikovo-draslikovej pumpy v membrénach erytrocytov. Parametre oxida¢ného stresu
a antioxidacnej ochrany v plazme neboli zmenené.

Zdver: Podavanie vitaminu C zdravym mladym dobrovolhikom viedlo ku zlep3eniu viacerych hemoreologickych
ukazovatelov. Kedze zlepsenie hemoreoldgie sa moze podielat na zvyseni kvality makro- aj mikrocirkulacie, nase
vysledky naznacuju mozny potencidl podavania vitaminu C u pacientov so zhorsenou hemodynamikou, ako je to
napriklad pri kardio-vaskuldrnych ochoreniach. Obr. 4, Lit. 43, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
Klacové slova: vitamin C - hemoreoldgia - erytrocyty — deformabilita erytrocytov — oxid dusnaty — Na,K-ATPaza

Kardiovaskuldrne ochorenia stale patria k hlavnym pri¢indm
umrti. Aterosklerdza je jednym z dolezitych mechanizmov, ktoré
prispievaju k ich patogenéze. Podla Maleka et al. (1) mozu iba
zmeny v reologii krvi vysvetlovat $pecifické umiestnenie atero-
sklerotickych plakov v jednotlivych cievach. Hemoreologické
zmeny dokonca predchddzaju patologickym zmenam v stene
ciev (2). Poruchy v reolégii krvi mozu teda zdvaznym sposobom
prispievat k patogenéze aterosklerdzy, a tym aj k vyvinu kar-
diovaskularnych ochoreni. Porusené prietokové vlastnosti krvi
sa mozu prejavovat aj vo forme mikrovaskuldrnych ochoreni.
Zistilo sa, Ze pacienti s opakovanou myokardidlnou ischémiou
a akutnym infarktom myokardu maju oproti zdravym fudom
vyrazne horsie hemoreologické parametre (3). Zlep$enie hemo-
reoldgie ako takej, by teda mohlo zohravat vyznamnu tlohu
v ramci prevencie kardio-vaskularnych ochoreni.

Viskozita krvi predstavuje odpor kladeny krvi pri jej
prudeni. Ide o dynamicku veli¢inu, ktorej aktualna hodnota
sa neustale men{ vzhladom na fazu srdcového cyklu, ale aj
v zavislosti od jednotlivych casti cievneho systému, ktorymi
krv prave pretekd. Hemoreologické parametre opisuju prie-
tokové vlastnosti krvi, ako aj mechanické vlastnosti krvnych
elementov, predovsetkym erytrocytov. Viskozita plnej krvi
zavisi najmd od tychto troch faktorov: viskozita plazmy,
hematokrit a deformabilita erytrocytov (4). Vzhladom na to,
Ze erytrocyty predstavuji najpocetnejsie krvné elementy, ich
deformabilita je jednym z hlavnych determinantov viskozity
krvi v Sirokom rozmedzi $mykovych rychlosti (5).

Deformabilita erytrocytov predstavuje schopnost erytrocy-
tov opakovane menit svoj tvar bez toho, aby doslo k ich posko-
deniu. Tato vlastnost je rozhodujica pre ich funkciu, pretoze
erytrocyty prechadzaju kapilarami s men$im priemerom ako
je ich samotny priemer. Deformabilitu erytrocytov ovplyviuju
viaceré mechanizmy, ako napriklad produkcia oxidu dusna-
tého (NO). Erytrocyty disponuju vlastnou endotelovou NO
syntazou (eNOS) a spolu s endotelovymi bunkami vyznamne
prispievaju k celkovému mnozstvu NO v krvi (6). Inhibicia
produkcie NO vedie k zhorSeniu deformability erytrocytov
a donory NO po takomto zdsahu deformabilitu erytrocytov

normalizuji (7). Dal$im délezitym faktorom, ktory ovplyviiuje
deformabilitu erytrocytov je funkénost sodikovo-draslikovej
pumpy (Na,K-ATPazy) v erytrocytovych membranach. Poru-
cha funk¢nosti tohto enzymu vedie k zvy$eniu koncentracie
sodika v erytrocyte, zvySeniu vnutrobunkovej osmolarity
a nasledne k zva¢seniu bunkového objemu, ¢o md za nasledok
zhorsenie deformability erytrocytov (8 - 11).

Porusenie deformability erytrocytov moze viest k zhor-
$eniu perfuzie tkaniv a ich okysliceniu, ¢o moze sposobit az
organové poskodenie. Deformabilita erytrocytov sa zhorsuje
v pritomnosti rizikovych faktorov kardiovaskularnych ochoreni
(8, 11). Znizend deformabilita sa prejavila aj v Sirokom spektre
ochoreni, ako napriklad systémovy zdpal, diabetes mellitus, reu-
matoidnd artritida, Parkinsonova a Alzheimerova choroba (12),
ale aj pocas fyziologického starnutia (8, 11). ZvySend oxida¢na
zataz, pripadne narudenie antioxidacnej ochrany su pritomné
pri vSetkych uvedenych stavoch (12). Oxidac¢né poskodenie
vyvolava zmeny v membrane a cytoskelete erytrocytu a tym
nasledne zhorsuje aj ich deformabilitu (12 - 14). Antioxidan-
ty predstavuju latky, ktoré by zvysenu oxida¢nu zataz mohli
eliminovat, a tym by mohli pozitivne vplyvat na deformabilitu
erytrocytov a nasledne aj na viskozitu celej krvi.

V nasom vyskume sme sa okrem stanovenia viskozity
krvi zamerali aj na dalsie parametre, ktoré opisuju reologické
vlastnosti krvi. Z prietokovych merani krvi mozno vypocitat
medzu sklzu (kone¢nd hodnota $mykového napitia pri nulovej
$mykovej rychlosti). Tento parameter hovori o kritickej hodnote
viskozity krvi, ktora by mohla byt spusta¢om mikrovaskularnych
ochoreni (15). Niektori autori vak prietokové merania pova-
zuju za nedostato¢né vzhladom na presny popis reologickych
vlastnosti krvi(16). Preto sme zrealizovali aj oscila¢né merania
a ziskali parametre opisujuce elastické vlastnosti krvi — kom-
plexnu viskozitu krvi, ako aj jej zlozky, ktorymi st elasticky
a stratovy modul (energia, ktora je pri deformacii erytrocytov
uloZena a nasledne uvolnend, respektive spotrebovand).

KedZe plazmaticka hladina vitaminu C u [udi negativne
koreluje s viskozitou krvi (17), skimanie doplnkového prijmu
vitaminu C na dal$ie hemoreologické parametre by mohlo
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obohatit poznatky v danej problematike. Preto sme sa v naSom
vyskume zamerali na rozne hemoreologické parametre, ako aj
na parametre erytrocytov po podavani vitaminu C u mladych
zdravych dobrovolnikov, pri su¢asnom sledovani parametrov
antioxida¢ného stavu a oxidacného stresu.

Materialy a metody

Dizajn $tadie

Stadie sa zacastnilo 20 mladych zdravych Iudi (10 muzov,
10 Zien, medidn veku 22, min. 20, max. 33). Na zaliatku
pokusu im bola rano nala¢no odobratd venézna krv. Dobro-
volnici nasledne pocas troch tyzdnov uzivali vitamin C (ky-
selina L-askorbova, NATURAL, Spi$skd Nova Ves, Slovensko)
v davke 1 000 mg denne. Na konci experimentu im bola opét
odobrata krv, ktord bola odoslana na dalsie analyzy.

Stadiu schvélila etickd komisia Lekdrskej fakulty Univerzity
Komenského a Univerzitnej nemocnice v Bratislave. Vsetci
ucastnici podpisali informovany suhlas.

Reologické merania

Hemoreologické parametre sme stanovili pri 37 °C po-
mocou reometra MCR102 (Anton Paar GmbH, Ostfildern,
Nemecko). Vsetky merania sa uskuto¢nili do piatich hodin
od odobratia krvi. Pomocou merani jednotlivych $mykovych
rychlosti sme popisali zavislost celkovej viskozity krvi od $my-
kového napitia a vytvorili sme prietokové krivky. Pomocou
programu RheoPlus Rheometer sme udaje popisali Cassono-
vym matematickym modelom. Tento model charakterizuje
medzu sklzu a ne-Newtonovské spravanie kvapaliny, preto
je velmi vhodny na popis reologickych vlastnosti krvi (18).

Pomocou oscila¢nych merani sme popisali nasledujuce
parametre viskoelastickych vlastnosti krvi: komplexna visko-
zita, elasticky modul a stratovy modul. Elasticky modul nam
predstavuje deformacnt energiu, ktora je pocas pdsobenia
$mykového napitia uskladnena vo vzorke a nasledne sa uvolni.
Stratovy modul zasa oznacuje deformacnu energiu, ktord sa
pocas pdsobenia $mykového napdtia spotrebuje.

Analyza krvi

Analyzu krvi sme vykonali pomocou hematologického
analyzatora Sysmex F-820 (Sysmex Corp, Tokyo, Japonsko)
a stanovili nasledujice parametre: pocet erytrocytov, distri-
bucnd $irka erytrocytov (RDW-SD), hematokrit a priemerny
objem erytrocytu (MVC).

Deformabilita erytrocytov

Deformabilitu erytrocytov sme stanovili filtracnou me-
todou (19). Vzorky krvi sa ihned po odobrati centrifugovali
pri 1 150 g pocas piatich minut pri 4 °C. Plazmu, leukocyty,
trombocyty a vrchnych 20 % erytrocytov sme odsali. Zvy$né
erytrocyty sme trikrat premyli vo fyziologickom roztoku.
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Premyté erytrocyty sme nésledne rozriedili pomocou roztoku
Cellpack (roztok pre krvny analyzator Sysmex, 1 : 1 000, V :
V) a pomocou centrifugdacie pri 175 g filtrovali pat mindt cez
membranové filtre s 5 pm pérmi (Ultrafree-MC SV Centri-
fugal Filter; Merck Millipore Ltd., Tullagreen Carrigtwohill,
[rsko). Deformabilitu erytrocytov sme vypocitali ako podiel
poctu erytrocytov po filtracii k ich poctu pred filtraciou.

Produkcia NO v erytrocytoch

Na meranie pritomnosti NO v krvinkach sme pouzili
fluorescen¢nd sondu DAF-2 DA. Metédu sme modifikovali
podla Cortese-Krott et al. (20). Plnu krv sme nariedili v po-
mere 1 : 9 v modifikovanom fyziologickom roztoku (v mmol/I:
NaCl 118,99; KCI 4,69; NaHCO, 25; MgSO, . 7 H,O 1,17
KH,PO, 1,18; CaCl.2 H O 2,5; Na EDTA 0,03; glukéza 5,5;
pH 7,4) a inkubovali s DAF-2 DA (25 pmol/l, Chemodex,
St Gallen, Svajéiarsko) 10 mindt v tme pri izbovej teplote.
Na inhibiciu NO syntdzy sme pouzili L-NAME (3 mmol/l;
Sigma-Aldrich, Hamburg, Nemecko). Na detekciu pripadnej
autofluorescencie krvi sme pouzili vzorku krvi bez pridania
DAF-2DA. Krv sme analyzovali pomocou fluorescen¢né-
ho mikroskopu (Nikon Eclipse Ti, Tokyo, Japonsko). Pri
merani sme pouzili filtre pre fluorescein-izotiokyanat (Aex.
465-495 nm, Aem. 515-555 nm). Florescen¢ny signal sme
kvantifikovali pomocou programu Image].

Kinetické merania Na,K-ATPazy v erytrocytovych
membranach

Erytrocytové membrany sme izolovali ako v predchadzajicej
$tadii (21). Membrany sme rozriedili v roztoku TRIS (50 mmo-
1/1). Cast membran sme pouzili na stanovenie koncentricie
proteinov Lowryho metédou (22). Kinetiku Na,K-ATPazy pre
kofaktor Na* sme stanovili pri stupajicej koncentracii NaCl
(2 - 100 mmol/l). Objem inkuba¢ného média bol 0,5 ml
(v mmol/l, MgCl, 4, KCI 10, NaCl 2-100, TRIS 50; pH 7,4). Po
20 minutach preinkubdcie vzoriek (40 pg membranovych prote-
inov) v médiu sme reakciu iniciovali pridanim ATP (8 mmol/l)
a nasledne sme ju zastavili po 20 mindtach pridanim 0,3 ml 12 %
ladovej kyseliny trichléroctovej. Anorganicky fosfor (P), ktory
sa uvolnil pocas hydrolyzy ATP, sme stanovili metédou podla
Taussky a Shorr (23). Aktivitu Na,K-ATPazy sme vypoditali ako
rozdiel medzi hydrolyzou ATP vzorky v pritomnosti vSetkych
iénovych kofaktorov (Na*, K¥, Mg*) a vzorky, v ktorej neboli
pritomné Na* a K* iény. Pomocou priamej nelinedrnej regresie
sme stanovili kinetické parametre V__(maximdlna rychlost
reakcie) a K (koncentracia Na* potrebna k polovi¢nej aktivacii
Na,K-ATPazy). Roztoky, ktoré sme pouzili pri meraniach, boli
od firmy Sigma-Aldrich (Mnichov, Nemecko).

Biochemicka analyza oxida¢ného stavu

Markery oxida¢ného poskodenia proteinov sme stanovili
spektrofotometricky analyzou AOPP podla metédy Witko-
-Sarsat (24). Markery lipidovej peroxidacie (TBARS) sme



stanovili spektrofotometricky podla Behuliak et al. (25).
Vzorku sme preniesli do mikroplatnicky a merali pri Aex.
515 nm a Aem. 535 nm. Na stanovenie markerov karbony-
lového stresu (AGEs) sme vzorky rozriedili vo fosfatovom
tlmivom roztoku (pH = 7,2) a fluorometricky odmerali pri
Aex. 370 nm a Aem. 430 nm (26). Na stanovenie antioxidac-
ného stavu sme odmerali tieto parametre: TAC a FRAP. Na
stanovenie TAC sme vzorky plazmy zmiesali s acetatovym
tlmivym roztokom (0,4 mol/l, pH = 5,8). Ako blank sme
pouzili zac¢iato¢nt absorbanciu vzorky (pri vinovej dizke
660 nm). Po pridani roztoku ABTS (kyselina 2,2°-azino-bis
-3-etylbenzotiazolin-6-sulfénova s acetatovym tlmivym roz-
tokom) a peroxidu vodika sme znovu zmerali absorbanciu.
Kalibra¢nt krivku sme vytvorili pomocou Trolox (kyselina
6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova). FRAP
sme merali spektrofotometricky metédou podla Benzie
a Strain (27).

Koncentraciu bielkovin sme odmerali pomocou kitu s ky-
selinou bicinchoninovou (Sigma-Aldrich, Mnichov, Nemecko)
podla navodu vyrobcu. Vsetky uvedené spektrofotometrické
a spektrofluorometrické merania sa uskuto¢nili na multide-
tek¢nom analyzatore mikroplatniciek Tecan Safire IT (Grodig,
Rakisko) a ¢inidla pouzité na tieto merania boli od firmy
Sigma-Aldrich (Mnichov, Nemecko).

Statistické analyzy

Udaje uvddzame ako priemer + $tandardna chyba prie-
meru (SEM). Normalitu udajov sme overili D‘Agostino-Pe-
arsonovym testom. Statisticki vyznamnost rozdielov pred
a po prijme vitaminu C sme analyzovali parovym t-testom
alebo Wilcoxonovym testom. Rozdiely sme povazovali za
Statisticky vyznamné pri p < 0,05. Na analyzu tdajov sme
pouzili softvér GraphPad Prism 7.02.

Vysledky

Reologické merania

Prietokové krivky sme analyzovali rozdelenim $myko-
vych rychlosti do troch kategorii: nizka (0,1 - 1 s'), stredna
(1 - 10 s') a vysoka (10 - 216 s') $mykova rychlost. Po
suplementdcii vitaminom C sme pozorovali nizsiu viskozitu
v strednych (v mPa.s; 10,7 + 0,9 pred verzus 9,9 £ 1,0 po,
p < 0,0001) a vysokych $mykovych rychlostiach (v mPa.s;
5,6 £ 0,4 pred verzus 5,2 + 0,3 po, p = 0,0007). Pomocou
Cassonovho modelu sme po podavani vitaminu C pozorovali
niz$iu medzu sklzu (v Pa; 0,16 + 0,01 pred verzus 0,13 *
0,01 po, p = 0,04), ale rozdiel v Cassonovej viskozite pred
a po intervencii nedosiahol $tatisticky vyznamnud tdroven
(v Pa.s; 0,43 + 0,07 pred verzus 0,26 + 0,03 po, p = 0,068).
Oscila¢nymi meraniami sme po suplementdcii vitaminom C
detegovali niz$iu komplexnu viskozitu (v Pa.s; median 5 322,
min. 229, max. 166 160 pred verzus medidn 3 235, min. 156,
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Obrazok 1 Deformabilita erytrocytov pred a po podavani

vitaminu C (1 000 mg denne pocas troch tyzdhov). Udaje st

uvedené ako priemerné hodnoty + SEM. “a” oznacuje p < 0,05

(deformabilita erytrocytov pred podavanim vitaminu C verzus

deformabilita erytrocytov po podavani vitaminu C)

Figure 1 Erythrocyte deformability before and after administration of vitamin
C (1000 mg/day for 3 weeks). Data are presented as mean + SEM. ‘a” represents
P<0.05 (erythrocyte deformability before vitamin C administration versus erythro-
cyte deformability after vitamin C administration).

max. 84 680 po, p < 0,0001), pokles elastického modulu (v Pa;
24 295 + 2 214 pred verzus 14 303 £ 939 po, p < 0,0001),
ako aj stratového modulu (v Pa; 3 560 + 1 603 pred verzus
2225 + 335 po, p < 0,0001).

Analyza krvi

Po podani vitaminu C sme nepozorovali zmeny nasledu-
jucich krvnych parametrov: pocet erytrocytov (v pocte.10'/1;
4,69 £ 0,14 pred verzus 4,68 + 0,11 po, p=0,35), RDW-SD
(v fl; 40,45 £ 0,55 pred verzus 40,18 + 0,67 po, p = 0,64),
hematokrit (0,40 + 0,01 pred verzus 0,39 £ 0,01 po, p = 0,17)
a MCV (v fl; 84,98 + 0,90 pred verzus 83,49 *+ 0,85 po,
p = 0,24).

Deformabilita erytrocytov a produkcia NO v erytrocytoch

Deformabilita erytrocytov sa po prijme vitaminu
C zvysila zo 74,73 % + 0,90 % na 77,08 % + 0,92 % (p =
0,018) (obrazok 1). Reprezentativne snimky NO zavislej
fluorescencie v erytrocytoch st na obrazku 2. Kvantitativ-
nou analyzou sme preukazali v erytrocytoch po podavani
vitaminu C zvy$enu produkciu NO (v jednotkach integro-
vanej denzity): z 2 544 + 92 pred, na 2 746 * 65 po (p =
0,006). Pridanie inhibitora NO syntazy (L-NAME) uplne
eliminovalo fluorescen¢ny signal DAF-2 DA. Autofluores-
cenciu erytrocytov sme nepozorovali.

Kinetické merania Na, K-ATPazy v erytrocytovych
membranach

Pred poddvanim vitaminu C sme pocas aktivdcie Na,K-
-ATPézy v erytrocytovych membranach stanovili V__ = 1,01
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Pred vitaminom C

Po vitamine C

Obrazok 2 Reprezentativne obrazky produkcie oxidu dusnatého (NO) v erytrocytoch vizualizované fluorescenénou sondou DAF-2 DA

pred a po prijme vitaminu C (1 000 mg denne pocas troch tyzdnov)

Figure 2 Representative figures of nitric oxide (NO) production in red blood cells visualized by cell-permeable fluorescent NO probe DAF-2 DA before and after vitamin

C intake (1000 mg/day for 3 weeks).
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Hodnota K (koncentrdcia Na* potrebnd na polovicu
maximalnej aktivacie enzymu) predstavovala vo vzorkach
12,15 + 0,92 mmol/1 NaCl. Podavanie vitaminu C vy-
volalo stimulaciu aktivity Na,K-ATPézy v celom rozsahu
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Obrazok 3 Aktivacia Na,K-ATPazy v membranach erytrocytov
pri nizkych koncentraciach kofaktora Na* pred a po podavani
vitaminu C (1 000 mg denne pocas troch tyzdnov). VloZeny obra-
zok: Aktivacia enzymu v organizme v celom skimanom rozsahu
koncentracii NaCl

Figure 3 Activation of Na,K-ATPase in erythrocyte membranes by low concentrations
of cofactor Na* before and after vitamin C intake (1000 mg/day for 3 weeks). Insert:
Activation of the enzyme in the whole investigated concentration range of NaCl.
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koncentracii NaCl. Najvyssi ucinok predstavujici +75 % sa
pozoroval v pritomnosti 2 mmol/l NaCl. So zvy$ujucou sa
koncentraciou sodika uc¢inok postupne klesal (50 % zvysenie
pri 10 mmol/INaCl). Pri najvys$sej skimanej koncentracii
NacCl bola aktivita Na,K-ATPazy vyssia o 23 % (obrazok 3).
Sumadrne sme po podavani vitaminu C pozorovali zniZenie
hodnoty K o 38 %, kym hodnota V__ sa zvysila o 20 %
(obrazok 4).

Biochemicka analyza oxidac¢ného stavu

Podavanie vitaminu C nemalo v naSom subore Statisticky
vyznamny vplyv na parametre oxida¢ného stresu a antioxidac-
ného stavu v plazme: AOPP (v pmol/g proteinu; 0,64 + 0,10
pred verzus 0,53 + 0,10 po, p = 0,39), TAC (v pmol/l; 650 +
19 pred verzus 646 + 23 po, p = 0,83), FRAP (v pmol/l; 315
+ 29 pred verzus 298 + 21 po, p = 0,25), TBARS (v umol/1;
7,11 £ 0,29 pred verzus 6,77 £ 0,39 po, p = 0,48) a AGE
(v relativnych jednotkdch fluorescencie/g proteinu; 64,14 +
8,46 pred verzus 50,47 * 4,67 po, p = 0,099).

Diskusia

Cirkulujuca krv je vystavend neustalym hemodynamickym
zmendm. Hoci Ziadne reometrické merania nedokazu uplne
napodobit podmienky in vivo, vysledky tychto merani nam
poskytuju cenné informdcie o zmenach mechanického spra-
vania sa krvi (28). V nasej $tudii sme po podavani vitaminu
C pozorovali niz§iu viskozitu plnej krvi v rozsahu strednych
az vysokych $mykovych rychlosti. KedZze vplyv deformability
erytrocytov na viskozitu krvi bol opisany predovsetkym pri
vyssich $mykovych rychlostiach (5, 29), predpokladdme, ze
k tymto zmenam mohlo prinajmensom ciasto¢ne prispiet
zlepSenie deformability erytrocytov. Medza sklzu sa povazuje
za klinicky vyznamnu v oblasti nizkych $mykovych rychlosti
a pri inicidcii toku krvi (30). Znizenie medze sklzu po po-
déavani vitaminu C méze zodpovedat niz$iemu tlaku potreb-
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Obrazok 4 Kinetické parametre Na,K-ATPazyV__a K v membrinach erytrocytov pocas aktivicie NaCl pred a po podavani vitaminu
C (1 000 mg denne pocas troch tyzdnov). V, _predstavuje maximalnu rychlost enzymovej reakcie, zodpoveda poctu aktivnych molekul
Na,K-ATPédzy v membranach erytrocytov. K predstavuje koncentraciu Na* potrebnii na polovicu maximalnej aktivéci‘e enzymu, infor-
muje o afinite enzymu k sodikovym iénom (pokles K zodpoveda lepsej vizbe sodikovych iénov na Na,K-ATPazu). Udaje si uvedené
ako priemer + SEM. “a” oznacuje p < 0,05 v zodpovedajiicom parametri pred podavanim vitaminu C verzus po podavani vitaminu C.
Figure 4 Kinetic parameters of Na,K-ATPase V. _and K, in erythrocyte membranes during activation with NaCl before and after vitamin C intake (1000 mg/day for 3 weeks).
V. . represents maximum velocity of enzyme reaction reflecting the count of active molecules of Na,K-ATPase in erythrocyte membranes. K represents concentration of Na*
necessary for half-maximal activation of the enzyme reflecting affinity of enzyme to sodium ions (the decrease in K, corresponds to better binding of sodium ions by Na,K-

« »

-ATPase). Statistical significance: “a” represents p<0.05 in corresponding parameter before vitamin C intake vs. after vitamin C intake. The data are presented as means + SEM

nému na obnovenie prietoku krvi, ¢o prispieva k zlepseniu
periférnej cirkuldcie (31).

Ako uz bolo uvedené, zlepsenie hemoreoldgie po poda-
vani vitaminu C moze byt dosledkom zmien v parametroch
erytrocytoch. Vysledky nasej tadie st v silade s ndzorom, Ze
vitamin C by mohol aj prostrednictvom zvySenia deformability
erytrocytov zlep$ovat progndzu u septickych pacientov (32,
33). V nasej $tadii sme popisali dva mechanizmy, ktoré by
mohli byt zodpovedné za vyssiu deformabilitu erytrocytov.
Tieto zmeny mozno vysvetlit zvySenou produkciou NO
v erytrocytoch. Podobné pozitivne ucinky na deformabilitu
erytrocytov, ktoré boli sprostredkované zvySenim aktivity
eNOS v erytrocytoch, sa pozorovali po fyzickej aktivite (34).
Syntéza NO vyzaduje viacero kofaktorov. Hladina jedeného
z nich -tetrahydrobiopterinu sa v aorte po podani vitaminu
C zvy$ovala spolu so zvySenou aktivitou eNOS (35). Sam
vitamin C sa povazuje za jeden z kofaktorov pre eNOS, pre-
toze sa moze zucastnovat hydroxylacnych reakcii pri tvorbe
NO (35). Podanie L-NAME v nasich experimentoch uplne
inhibovalo intracelularnu fluorescenciu erytrocytov, preto
mdzeme tvrdit, Ze kvantifikiciou produkcie NO v erytrocytoch
mobzeme poukdzat na aktivitu eNOS v erytrocytoch.

Dal$im systémom, ktory ovplyviiuje deformabilitu eryt-
rocytov, si zmeny v aktivite Na,K-ATPazy v erytrocytovych
membranach. Tento enzym sa spolu s niektorymi dal$imi
ionovymi transportnymi systémami (Ca-ATPaza, Na,H-
-vymennik) povazuje za membranovo-viazany biomarker
oxida¢ného stavu krvi (37). U hypertenznych pacientov
podévanie vitaminu C a E viedlo k zniZeniu parametrov

oxida¢nému stresu, zvy$eniu fluidity erytrocytovej membrany
a zvy$enej aktivite Na, K-ATPéazy (38). Jeden z cielov nasej
stadie bol teda zamerany na mechanizmus protektivneho
vplyvu podavania vitaminu C na Na,K-ATPazu. Stimuldcia
Na,K-ATPazy je pravdepodobne vysledkom kvantitativnych,
ale aj kvalitativnych zmien tohto enzymu v erytrocytoch.
Po podavani vitaminu C sa zvy$il pocet aktivnych molekul
Na,K-ATPézy, na ¢o poukazuje zvy$end hodnota V__ . Sicasne
sa vSak modifikovala aj $truktira enzymu, najmé v blizkosti
vazbového miesta pre sodikové kationy. Tato modifikacia
moze viest k lepsej vazbe sodikovych iénov na enzym, o com
sved¢i znizend hodnota K. Mechanizmom zodpovednym za
takyto ucinok je pravdepodobne priama interakcia vitaminu
C s enzymom, ako to dokumentuju $tudie in vitro (39), alebo
aj nepriamo prostrednictvom aktivacie eNOS v erytrocytoch.
Vztah medzi syntézou NO a funkciou Na,K-ATPazy bol uz
opisany v srdci a oblickdch. V experimentdlnom modeli
L-NAME indukovanej hypertenzie bolo u potkanov zniZenie
syntézy NO sprevadzané znizenou schopnostou Na,K-ATPazy
v srdci viazat sodik. Po obnoveni syntézy NO sa tato schopnost
normalizovala (40). Podobny vplyv sa pozoroval aj v oblickach,
av$ak obnova schopnosti oblickového enzymu viazat sodik bola
v porovnani so srdcovym nizsia (41). Uloha NO pri aktivécii
Na,K-ATPazy sa pozorovala aj v tkanive hladkého svalstva (42).

Vsetky uvedené parametre opisané v nasej $tudii sme
merali pri monitorovani vybranych parametrov antioxidac-
ného stavu a oxida¢ného stresu v plazme. Tieto analyzy boli
nevyhnutné, kedze vitamin C sme podavali v pomerne vysokej
davke (1 000 mg/denne), ktord by mohla mat aj prooxidac-
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ny uc¢inok a spdsobit poskodenie erytrocytov stimuldciou
peroxidacie lipidov (43). Napriek tomu sme v aktudlnej, ako
aj v uz publikovanej $tadii (19) nepozorovali ziadny vztah
medzi zmenami charakteristik erytrocytov a parametrami
antioxida¢ného stavu v plazme.

Zaver

Nase vysledky ukazuju, ze podavanie vitaminu C viedlo
u zdravych mladych dobrovolnikoch k viacerym pozitivnym
zmendam hemoreologickych parametrov. Vzhladom na zlepse-
nt schopnost erytrocytov prechadzat uzkymi kapildrami mik-
rocirkulacie, vys$$iu produkciu NO a zlep$enie vnutrobunkovej
homeostazy sodika, mozeme konstatovat, Ze hemoreologické
zmeny po podavani vitaminu C s prinajmensom ¢iastocne
dosledkom zleps$enia charakteristik erytrocytov. Bolo by zauji-
mavé skumat vplyv vitaminu C na hemoreolégiu u pacientov,
ktori trpia poruchami mikrocirkuldcie a zhorsenou perfuziou
organov, ako je to v pripade kardiovaskuldrnych ochoreni.
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