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ABSTRAKT

Hlavnim cilem dizerta¢ni prace byla aplikace vybranych metod k analyze oxida¢niho
stresu a studium markeri oxida¢niho stresu u pacientli s chronickou pankreatitidou (CHP)
v delsim casovém intervalu. Chronickd pankreatitida (chronicky zanét slinivky bfisni) je
charakterizovana jako trvale progredujici onemocnéni pankreatu s charakteristickymi
ireverzibilnimi morfologickymi zménami a s moznou trvalou ztratou funkcnosti slinivky
bfisni. U pacientli s CHP bylo provedeno celkem pét odbérti, pfi¢emzZ Casovy interval mezi
jednotlivymi odbéry ¢inil vzdy 6 mésicti. Byla optimalizovana a aplikovana metoda HPLC-
DAD ke stanoveni sekundarnich produkti lipidové peroxidace — MDA a 4-HNE, daile
luminometrickd metoda TRAP ke stanoveni antioxidacni kapacity, spektrofotometricka
metoda k analyze dusitanii a ELISA metoda ke stanoveni hladiny pro- a protizanétlivych
cytokini (TNF-a, TNF RI, PDGF-AB a TGF-B1), myeloperoxiddzy a hyaluronanu.
Jednotlivé markery byly analyzovany v plazmé 113 pacientli s CHP a v plazmé 63 zdravych
kontrolnich jedincii. Souc¢asné bylo vSem jedincim zahrnutym do studie provedeno zékladni
biochemické a hematologické vySetteni. U pacientii s CHP v porovnani s kontrolnimi jedinci
byly zjistény zvysSené koncentrace markera charakterizujicich zanét (dusitanti, TNF RI, HA a
MPO) a hematologickych a biochemickych parametri (leukocyti, triglyceridit a CRP). Tyto
vysledky prokazaly, ze u pacienti s CHP existuje chronicky zéanét. Tento zanét je
doprovazeny oxida¢nim stresem, o ¢emz sved¢i vyznamné zvysené hladiny produktt lipidové
peroxidace (MDA a 4-HNE). Tato skute¢nost odkryva souvislost oxida¢niho stresu se
zménami v imunologickych, biochemickych a hematologickych parametrech. Hladiny MDA
a 4-HNE spole¢né s hladinami MPO, dusitanti, TNF RI a HA v plazmé pacienti s CHP by
tedy mohly byt vhodnymi ukazateli charakterizujicimi pacienty s CHP a mohly by mit u
téchto pacienti diagnosticky vyznam. Naproti tomu plazmatické hladiny TNF-o, PDGF-AB a
TGF-B1 byly statisticky vyznamné zménény pouze v nékterych z péti provedenych odbért.
Lze fici, ze tyto cytokiny nejsou vhodnymi markery pro diagndézu zavaznosti a rozvoje CHP.
Oproti plvodnimu ocekavani jsme nepotvrdili postupné zvySovani hladin sledovanych
parametri v ¢asovém intervalu 2,5 let. Prizkumem a orientovanou dotaznikovou akci byl také
vyhodnocen potencidlni vliv environmentalni z4téze a zivotniho stylu jednotlivych pacientl
na zmény sledovanych parametrti. Bylo zjisténo, ze t€Zkou formou pankreatitidy trpi Castéji
muzi nez zeny. Zda se, ze u tézké chronické pankreatitidy je Castcjsi toxicka etiologie nez
idiopatickd. Z rizikovych faktor se ukazaly jako vyznamné piti alkoholu, koufeni, diabetes
mellitus a kalcifikace kosti (ve vSech ptipadech jsou Castéji vazany na t€z8i formu CHP).
Z dosazenych vysledkid lze vyvodit nasledujici hlavni zavéry. Potvrdilo se, ze u pacientl
s CHP hraje dileZitou roli chronicky zanét spojeny s oxida¢nim stresem. Na oxidacni stres
reaguje organismus zvysenou produkci antioxidantll v plazmé pacientll. Tato mirn¢ zvysena
hladina antioxida¢ni kapacity nicméné neni schopna oxidac¢ni stres eliminovat. Koncentrace
produktii lipidové peroxidace, ani zanétlivych markeri se v casovém intervalu 2,5 let
neménily. To je pravdépodobné zpiisobeno Iékovou terapii. Na druhou stranu tato terapie neni
dostatecné G€innd, aby Uplné eliminovala oxidac¢ni stres a chronicky zanét doprovazejici CHP.
Proto je nutné hledat jiné, jest¢ ucinngj$i postupy k charakterizaci zdvaznosti a rozvoje
chronické pankreatitidy a jeji efektivni 1écby.



ABSTRACT

The main aim of doctoral thesis was the application of selected methods for oxidative
stress analysis and for the study of oxidative stress markers in patients with chronic
pancreatitis (CP) during longer time period. Chronic pancreatitis (chronic inflammation of
pancreas) is characterized as permanent progressive disease of pancreas with characteristic
irreversible morphological changes and with possible permanent loss of pancreas function.
Alltogether five blood collections were performed during 2.5 year period. HPLC-DAD
method was optimised and applied for the determination of secondary lipid peroxidation
products — MDA and 4-HNE. Luminometric method TRAP was used for antioxidant capacity
assesment, spectrophotometric method was used for nitrite analysis and ELISA method for
determination of pro- and anti-inflammatory cytokine levels (TNF-a, TNF RI, PDGF-AB and
TGF-B1), myeloperoxidase and hyaluronan. Particular markers were analysed in plasma of
113 patients with CP and in plasma of 63 healthy controls. Simultaneously, basic biochemical
and haematological analyses were performed in all individuals in this study. Levels of
markers characterizing inflammation (nitrites, TNF RI, HA and MPO) and haematological
and biochemical parameters (leukocytes, triglycerides and C-reactive protein) were
significantly higher in the plasma of CP patients, in comparison with healthy controls. These
results demonstrated that the chronic inflammation is presented in patients with CP. This
inflammation is accompanied with oxidative stress which is proved by significantly higher
lipid peroxidation product levels (MDA and 4-HNE). It reveals connection among oxidative
stress and changes in immunological, biochemical and haematological parameters. Our results
indicate that plasma levels of MDA and 4-HNE along with MPO, nitrites, TNF RI and HA in
patients with CP could be suitable indicators characterizing patients with CP and could have a
diagnostic significancy. In contrast, TNF-a, PDGF-AB and TGF-f1 were statistically
significantly changed only in some of five performed blood collections. It is possible to state
that these cytokines are not suitable markers for diagnosis of severity and progression of CP.
Despite of our initial expectation, we did not confirm sequent elevating levels of monitored
parameters in 2.5 year period. Effects of life-style of individual patients and influence of
potential environmental stress on changes in monitored pamarameters were evaluated by
investigation and oriented questionary action. It was find out that males suffer more
frequently from heavy pancreatitis than females. In cases of heavy chronic pancreatitis, it
seems that toxic etiology is more frequent than idiopatic one. It was demonstrated that alcohol
drinking, smoking, diabetes mellitus and bone calcification belong among the most important
risk factors. It can be summarized that the oxidative stress plays an important role in patients
with CP. Organism responses to oxidative stress by increased antioxidant production in
plasma of patients. Nevertheless, this slightly elevated antioxidant capacity level is not
capable to eliminace oxidative stress. Concentrations of lipid peroxidation products and
inflammatory markers have not been changed during 2.5 year period. It is probably caused by
drug therapy. On the other side, this therapy is not able to eliminate oxidative stress and
chronic inflammation accompanying CP totally. Therefore, it is necessary to search
alternative and advanced procedures for characterization of severity and progression of CP
and its effective treatment.
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1 UVOD

Oxidac¢ni stres, volné radikaly a role antioxidanti patii do poptfedi dnesniho zajmu
biologl, biochemiktl, farmaceutt a 1ékaid. Oxidacni stres nastdva v situaci, kdy dochazi ve
zdravém aerobnim organismu k naruseni rovnovahy mezi tvorbou reaktivnich kyslikovych
radikald (Reactive Oxygen Species - ROS)/reaktivnich dusikovych radikali (Reactive
Nitrogen Species - RNS), jejich metaboliti a obrannym antioxida¢nim systémem. Pii této
nerovnovaze dochdzi k ataku téchto reaktivnich volnych radikdli na Zzivé organismy —
zivocCichy 1 rostliny. Reaktivni volné radikaly reagujici s bunéénymi systémy, mohou oxidovat
biomolekuly, coz mize vést k poskozeni tkang, k bunééné smrti nebo ke vzniku zanétlivych
procesti.

Mnoho volnych radikédlii je nepfetrzit¢ produkovano bunkami, kde vznikaji jako
produkty metabolismu, nebo také napiiklad inikem z mitochondrialniho respira¢niho fetézce.
Hladiny volnych radikala jsou zvySeny i diky jejich pfisunu z exogennich zdroji. Jedna se o
ionizujici zafeni (z primyslu, expozice slune¢nimu zafeni, kosmické zatfeni a z 1ékarskych X-
paprskll), o toxiny z zivotniho prostiedi, ze zmén atmosférickych podminek (napt. snizeny
obsah kysliku nebo naopak zvySeny obsah kysliku), z ozénu a z oxidu dusnatého (vyfukové
plyny). Také Zivotni styl miize pfispét ke zvySenému piijmu volnych radikald, je to napf.
kouteni, zvySeny piisun alkoholu a dalsi.

K oxida¢nimu stresu v organismu dochazi v disledku ataku reaktivnich volnych
kyslikovych a dusikovych radikali (Reactice Oxygen and Nitrogen Species - RONS).
Dochézi k poSkozeni, naruseni normalni funkce tkéni, buné€k, proteinti, lipidi, DNA a ke
vzniku fady chorobnych procest a onemocnéni. Negativni plisobeni aktivnich forem kysliku
spociva vedle poSkozeni DNA pifedevsim v oxidaci bunéénych organel a jejich slozek. RONS
ochotné reaguji s jiz zminénymi klicovymi biopolymery jako jsou lipidy, proteiny a DNA.
Jednim z intenzivné zkoumanych procesti indukovanych volnymi radikdly je lipidova
peroxidace, kterd vede k tvorbé mutagennich latek jako je malondialdehyd (MDA) a 4-
hydoxynonenal (4-HNE), které poskozuji pifimo proteiny a DNA. Lipoperoxidace je
vyznamnym mechanismem poskozeni bunky jak u rostlin, tak u zvifat a mize byt vyuzita
jako indikator oxidacniho stresu v buiikéch a tkanich.

Poskozeni volnymi radikély je dilezitym faktorem v mnoha patologickych a toxickych
procesech. Oxidacni stres se velkou mirou podili i na vzniku a rozvoji chronické pankreatitidy
(chronicky zanét slinivky bfisni). Zanét vede k poskozeni bunécnych organel prostiednictvim
vysoce reaktivnich forem kysliku, které zahrnuji superoxidovy radikél, peroxid vodiku a
hydroxylovy radikal, a které jsou produkovany aktivovanymi neutrofily a makrofagy v misté
zanétu. DalSim vysoce reaktivnim oxidantem je kyselina chlornd, kterd je tvofena
myeloperoxidazou (MPO), enzymem produkovanym predevSim u neutrofild. Vedle
reaktivnich metabolitl kysliku se v oxidaénim posSkozeni bunck a tkéani, ale i v regulaci
dalezitych biologickych dé&jt uplatiiuji také reaktivni metabolity dusiku. Tyto metabolity jsou
odvozeny od oxidu dusnatého (NO). NO je dilezitym medidtorem zanétu a karcinogeneze.

RONS hraji diilezitou roli v rozvoji lokalniho zanétu pankreatu a systematicky ptisobi
komplikace pribchu chronické pankreatitidy. Lze shrnout, Ze oxidacni stres je nepochybné
vyznamnym faktorem indukce karcinogeneze pankreatu. Ze vSech téchto divodi je uzitecné
monitorovat oxidacni stres u pacientt s chronickou pankreatitidou.



2 CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem dizertacni prace je studium markert oxidac¢niho stresu u pacientl s chronickou
pankreatitidou proti kontrolnim jedinciim v del§im ¢asovém intervalu.

V plazmé pacientd s chronickou pankreatitidou a u zdravych kontrolnich jedinct :

(0]

Optimalizovat a aplikovat metodu HPLC-DAD k analyze produktd lipidové
peroxidace — detekce malondialdehydu (MDA) a 4-hydroxynonenalu (4-HNE).

Aplikovat luminometrické a fluorimetrické metody k analyze antioxidacni
kapacity.

Aplikovat spektrofotometrickou metodu k analyze dusitanti.

myeloperoxidazy a hyaluronanu.

Tyto markery oxidacniho poskozeni u pacientli s chronickou pankreatitidou
spole¢né s biochemickymi a hematologickymi parametry porovnat se zdravymi
kontrolnimi jedinci.

Prizkumem a orientovanou dotaznikovou akci vyhodnotit potencidlni vliv
environmentalni zatéZe a zivotniho stylu jednotlivych pacientli na zmény hladin
parametrt oxida¢niho stresu.

Prace byla provadéna na Biofyzikalnim tstavu AV CR, v.v.i. (Oddéleni patofyziologie
volnych radikald), ve spolupraci s Interni hepatogastroenterologickou klinikou Fakultni
nemocnice Brno (Lékafskd fakulta MU Brno). Tato prace byla feSena v ramci grantového
vyzkumného projektu AV CR AVOZ50040507 a podporovana grantovym projektem NR
9295-3 (IGA - Interni grantova agentura Ministersva zdravotnictvi CR).
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3 TEORETICKA CAST

3.1 VOLNE RADIKALY

3.1.1 Definice volnych radikala

Volné radikdly jsou chemické castice obsahujici jeden nebo vice neparovych
elektroni, které mohou byt sou¢asti molekuly a s nimiz se molekula stdva velmi reaktivni [1].
Jsou schopny samostatné existence (proto volné) a svlij jeden nebo vice neparovych elektront
poskytuji biologickému systému. Po piijeti ¢i odevzdani elektronti se stavaji stabilnéjSimi.
Mohou reagovat jako oxidaéni nebo redukéni ¢inidla. Volné radikaly pohotové reaguji
s riznymi biologickymi strukturami — mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami a
proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy (nukleovymi kyselinami) 1 sfadou
nizkomolekularnich metabolitl, koenzymi a jinych souc¢ésti zivé hmoty. Diky tomu se staly
vyznamnymi prostiedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalnimi
molekulami bunécéné regulace. Tyto volné radikaly jsou neptetrzité produkovany bunkami
nebo vznikaji jako produkty metabolismu nebo také naptiklad Uinikem z mitochondridlniho
respiraéniho fetézce [2, 3].

Za urcitych okolnosti vSak plisobi jako toxické latky, jako dezinformacni agens a tak
mohou organismus poskodit a dokonce ho i usmrtit. Stejné cytotoxické vlastnosti vykazuji
volné radikaly z vnéjSiho prostiedi a vnéjsi faktory — UV-zéfeni, ionizujici zafeni, znecisténé
zivotni prostiedi, koufeni a dalsi. Poskozeni volnymi radikaly je dtlezitym faktorem v mnoha
patologickych a toxickych procesech.

Nejvyznamngj$imi volnymi radikaly v aerobnich organismech jsou kyslik a fada jeho
reaktivnich forem (ROS) a dusik a jeho reaktivni formy (RNS). Ptehled nejdulezitéjSich
reaktivnich forem kysliku a dusiku je shrnut v (7ab. ). Tyto latky maji znacny fyziologicky i
patogeneticky vyznam.

Volné radikaly Latky neradikalové povahy

Reaktivni formy kysliku

Superoxid 0,* Peroxid vodiku H,0,
Hydroxylovy radikal HO- Kyselina chlorna HOCI
Alkoxylovy radikal RO- Ozon O,
Peroxylovy radikal ROO- Singletovy kyslik 0,

Reaktivni formy dusiku

Oxid dusnaty NO- Peroxynitrit ONOO-

Oxid dusicity NO,- Dusitany NO,-
Dusi¢nany NO;y
Nitrosyl NO~*

Tab. 1 Prehled reaktivnich forem kysliku a dusiku [4].
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3.1.2 Kiyslik a jeho reaktivni metabolity

Volné radikdly poskytuje predevsim metabolismus kysliku, ktery generuje tyto
reaktivni intermedidty [5]. K vlastni oxidaci, tj. spotfebé kysliku, dochazi ve specializovanych
organelach bunky tzv. peroxisomech, coz jsou drobné vezikuly s jednou membréanou, které
jsou charakteristické pfitomnosti oxidaz, jejichz aktivita vede k tvorbé peroxidu vodiku
(H,0;) a katalaz, které peroxid vodiku rozkladaji. Nejobvyklej§i cesta metabolismu
molekularniho kysliku zahrnuje jeho kompletni redukci na H,O pfijetim Ctyt elektront. AvSak
jednoelektronovou redukci mize vzniknout nékolik typd volnych radikali a H,O,, jak je
ukéazano v nasledujici tabulce (7ab. 2) [6]:

O +e —> 0y superoxidovy radikal
0O, "+ H,0 —- HO," + OH hydroperoxylovy radikadl
HO; + ¢ + H+ — H,0, peroxid vodiku

H,0, +¢ — OH" + OH hydroxylovy radikal

Tab. 2 Formovani reaktivnich forem kysliku [6].

Prvni slouceninou vznikajici ¢asteCnou redukei kysliku, tj. pfijetim jednoho elektronu,
je zminovany superoxid. Jako volny radikal neni zv1asté poSkozujici, ale hraje diilezitou roli
jako reduktant prechodnych kovovych iontl v pfirodé¢ a jeho hlavni vyznam spociva v tom, ze
je zdrojem peroxidu vodiku. Svou reakeci s NO, kterou se prokdzala pfitomnost relaxaéniho
faktoru endothelia, dokazuje svij fyziologicky vyznam. Pifi nizkém pH je superoxid
protonovan na hydroperoxylovy radikéal, ktery je reaktivn&j$i a oxidovatelnéjsi. Pii
fyziologickém pH niz§i nez 7,1 se vyskytuje v protonované formé [3]. Superoxid ma oxidacni
i redukéni vlastnosti. Podléhd dismutaci, pfi které jedna jeho molekula poskytuje elektron
druhé, takze superoxid se vlastn¢ zaroven oxiduje i redukuje a produkty reakce jsou kyslik a
peroxid vodiku:

0, +0, +2H" — 0, + H,0,

Ptestoze ve vodném prostfedi reakce probiha velkou rychlosti, v biologickych
systémech je jesté urychlovana enzymem superoxiddismutazou.

Dalsi redukci superoxidu vznika peroxid vodiku. Svou molekularni strukturou se
podoba vod¢ a je velice difuzibilni uvnitt 1 mezi bunkami. H,O, mutze regulovat expresi
urcitych genll (pfimo ¢i nepiimo) a to tak, ze zplsobi pfemisténi inhibi¢ni podjednotky z
transkripéniho faktoru NF-xB [7]. H,O, v mikromolarnich davkach vykazuje velmi nizkou
reaktivitu, ale ve vysSich hladinach (>50 pM) muze atakovat bunécné cile [8]. H,O, se
vyskytuje v chloroplastech, mitochondriich, cytosolu, glyoxysomech a extracelularné [9].

Superoxid, ani peroxid vodiku nejsou povazovany za nejreaktivnéjsi ROS, ale jejich
spolecny vyskyt muze vést ke vzniku vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu, ktery
nespecificky atakuje biomolekuly v difuzi-limitovanych reakcich, a je tudiz schopny
poskozovat polysacharidy, proteiny a nukleové kyseliny. Hydroxylovy radikal reaguje témét
se vS§emi molekulami v zivych buiikéch [10]. Hydroxylovy radikal vznika také pii expozici
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zivych organismu ionizujicimu zafeni, kdy dochézi ke Stépeni O-H mistkd ve vod¢, coz dava
vzniknout H" a OH'. Existuji dikazy, ze vétSina $kodlivych G¢inkii nadmérného vystaveni
zivého organismu ionizujicimu zafeni je iniciovana poskozenim proteinti, DNA, uhlovodiki a
lipidii vlivem ptisobeni hydroxylového radikalu [2]. Hydroxylovy radikal je pfi¢inou mnoha
bunécnych poruch. Jeho tvorba je velmi zrychlovéana v pfitomnosti Zeleznatych ¢i méd’natych
iontl. Je potvrzeno [2, 11], ze hydroxylovy radikal je v biologickém systému generovan z
peroxidu vodiku tzv. Fentonovou reakct:

Fe’' + H,0, — Fe’" + OH' + OH’
Fe’" miize byt regenerovan reakei se superoxidovym anionem (O,").
Fe3+ +0, — F62+ + 0,

Kombinace rovnic se vztahuje k Zelezem katalyzované Haber-Weissové reakci:

2+ 3+
Fe ,Fe

H,0,+ 0, "= OH + OH + O,

Hydroxylové radikdly mohou rovnéz vznikat tehdy, kdyz redukovand forma ptechodnych
iontl kovi jako je méd’, ptijde do kontaktu s H,O,, napf-.:

Cu" +H,0, —» Cu’" + OH" + OH

Produkce hydroxylového radikalu zavisi na volnych iontech Zeleza a médi a je tedy
ovliviiovana procesem vzniku chelat. Efektivnimi chelata¢nimi Cinidly Zeleza jsou EDTA,
DTPA a nékteré biologicky vyznamné slouceniny jako je ATP, ADP, sukcinat, citrat apod.
kyslik a jeho radikalové derivaty. Velikost reaktivity volnych radikali mtize byt odhadnuta z
extrémné kratkého polocasu rozpadu jednotlivych radikala (7ab. 3). Tato reaktivita stoupa s
nestabilni elektronovou konfiguraci.

Druh Symbol Polocas le;:]du pii37°C
Superoxid 0," 1x10°
Hydroxylovy radikal OH 1x10”°
Alkoxylovy radikal RO’ 1x10°
Peroxylovy radikal ROO’ 1x107
Singletovy radikal 0)) 1x10°
Molekularni kyslik 0, > 10

Tab. 3 Polocasy zZivota volnych radikalii v biologickych systémech [12].
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3.1.3 Dusik a jeho reaktivni metabolity

3.1.3.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je bezbarvy plyn. Neni dobfe rozpustny ve vodé (rozpustny
v koncentraci vy$si nez 2 mM pii 20 °C), vice je rozpustny v organickych rozpoustédlech.
Oxid dusnaty ma jeden neparovy elektron v antivazebném orbitalu n*2p. TudiZ se jedna o
paramagnetickou molekulu a soucasné o volny radikal NO™ [5]. Pfesto NO' pii svych
koncentracich in vivo reaguje velmi pomalu s vétSinou biomolekul véetné kysliku, nebot’
difize oxidu dusnatého do krve a jeho inaktivace hemoglobinem je mnohem rychlejsi nez
uvazované reakce. In vivo reaguje dostatecné rychle jen s pfechodnymi kovy a radikaly.

Metabolity NO® v8ak jsou velmi reaktivni.

Prestoze je oxid dusnaty NO' velmi jednoduchd molekula, syntetizuje se v téle
pomérné slozitym enzymovym mechanismem. Teprve v 80. letech byla objevena a nyni je
studovana jeho funkce v bunécéné signalizaci. Oxid dusnaty a jeho metabolity jsou za urcitych

podminek prudce jedovatymi latkami (Obr. I).

nitronium —
aktivni forma

kyseliny
peroxydusité

B!

ONOOH
kyselina
peroxydusita

+H*T l _H"‘
RSH

RSNO ONOO™
nitrosothioly peroxynitrit

nitrosonium oxid dusnaty

NOS

arginin citrulin

NO, + HO' «—— HO' ... "NO, —> H' + NO;

nitrokarbonat

go ]

nitrosoperoxy-

T i \ T G supetoxid

NO' +e NO* +e

N,O
oxid

% NO;

5 dusny
K Rl N,O, .

Obr.1 Metabolismus oxidu dusnatého. Prevzato z [13].
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Molekula NO' si ziskala povést vysoce reaktivni a toxické molekuly na zakladé dvou
pozorovani in vitro: 1) Ve vysoké koncentraci oxid dusnaty rychle reaguje s kyslikem na oxid
dusi¢ity (NO;") a posléze na dusitan:

2NO +0; —> 2 NOy

2) Dalsi zkuSenost fika, Ze NO" ma kratky polodas rozpadu v pokusech s perfuzi
organtl. Je pravda, ze v nasyceném vodném roztoku, tedy v koncentraci 2 mM ma polocas
rozpadu krat§i nez 1 s. AvSak fyziologické koncentrace NO' dosaZzené konstitutivnimi
syntdzami se pohybuji vnM a poloc¢as oxidu dusnatého v reakci s kyslikem se prodluzuje
s fedénim NO’ tak, Ze by se in vivo pohyboval kolem 70 s. Nizkd koncentrace oxidu
dusnatého in vivo postacuje k jeho regulaénim funkcim a pfitom neskodi.

Je nutno uvést, Ze pifes pomérné malou ptilezitost k reakci in vivo ma NO' i v nizké
fyziologické koncentraci biologicky polocas rozpadu pouze nékolik sekund. Pfi¢inou vSak
neni interakce s biomolekulami, nybrz skutecnost, ze je pohotové a pribézné vychytdvan
v erytrocytech. Pohotové totiz reaguje s Zelezem oxyhemoglobinu. Vznikda methemoglobin a
dusi¢nan a jde o jeden z nejucinngjsich zpusobu inaktivace NO™ a o jednu z podminek jeho
regulacni funkce in vivo:

Hb-Fe(11)-0, + NO' — Hg-Fe(II)-OONO — Hg-Fe(IIT) + NO5

Oxid dusnaty se stejn¢ ochotné vaze na hemové zelezo enzymu guanylatcyklazy (GC),
coz je podstata stimulace syntézy cGMP, vedouci krelaxaci hladkého svalstva cév
(vazodilatace) a k mechanismu dal$ich regulaci.

GC-hem_Fe(Il) + NO" — GC-hem-Fe(II)-NO

In vivo v pFitomnosti akceptorii elektrontt (NO,’, pfechodnych kovil) se oxid dusnaty
snadno slucuje s fenoly (tyrozinem), thioly (cysteinem, GSH, albuminem) a se sekundarnimi
aminy:

NO'+GSH — RSNO+H" +¢

Glutathion (GSH) se snadno metabolizuje na radikal GS” a ten s NO" dava nitrosothiol:

GS'+NO — GSNO

Reakci s thiolovymu skupinami (-SH) cysteinu, glutathionu, albuminu a dal$ich latek
tak oxid dusnaty tvoii o néco stdlejsi nitrosothioly. Tyto latky s biologickycm polo¢asem

rozpadu kolem 40 min jsou ziejmé transportni formou NO'. Mohou totiz pfedavat nitrosyl
NO" jinym molekulam a tak slouzit jako prenasece biologicky aktivniho oxidu dusnatého.
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3.1.3.2 Peroxynitrit

Patologicky je nejvyznamnéj$i reakce NO' se superoxidem, kdy vznikd toxicky
peroxynitrit:

NO"+ 0O,""— OONO’

Fyziologické podminky (pH 7) nejsou pro vznik peroxynitritu vyhodné vzhledem
k nizké koncentraci NO" a zejména superoxidu, avSak pfi intenzivni syntéze NO" a O," ~ (napf.
aktivovanymi polymorfonukleary) mtize koncentrace peroxynitritu dosdhnout vyznamné
mikromolarni koncentrace. NO™ je jedina biologickd molekula produkovana v koncentraci
postacujici ke kompetici o superoxid se superoxiddismutdzou. Peroxynitrit je oxida¢nim
¢inidlem. Obecné se soudi, ze za fyziologického pH se protonovany peroxynitrit rozklada na
hydroxylovy radikal a oxid dusicity (také volny radikal):

OONO + H" <> HOONO — HO" + NO, "

Peroxynitrit (spiSe nez NO’) je in vivo odpovédny za nitraci a hydroxylaci
aminokyseliny tyrozinu. Pfechodné kovy vcetné kovu aktivnich center superoxiddismutazy a
myeloperoxiddzy katalyzuji jeho heterolytické §tépeni na hydroxidovy anion a nitroniovy
kation, kterému je pfipisovana schopnost napadnout fenolové slouCeniny a in vivo
v proteinech ménit naptiklad tyrozin na 3-nitrotyrozin:

HOONO — NO," + OH"

Lze viak namitnout, z¢ NO," se rychle slu¢uje s vodou na kyselinu dusi¢nou a za
fyziologického pH ma pfili§ kratky polocas, nez aby mohl efektivné nitrovat biomolekuly.
Existuje uvaha [14], Ze katalyzatorem nitrace je oxid uhliity, ktery rychle reaguje
s peroxynitritem za vzniku oxidujicich a nitrujicich meziprodukti véetné NO, a CO; .
Kromé toho se tyto radikdly ve vodném prostfedi snadno pfeménuji na dusitany (NO),
dusi¢nany (NOj3'), CO; a H,0,.

3.1.4 Volné radikaly z Zivotniho prostredi

Na vzniku volnych reaktivnich radikali se podili i znecisténé Zivotni prostiedi (Obr.
2). Zdrojem volnych radikald je ionizujici zareni, UV-zafeni, koufeni a 0zon.

Velmi dilezitym zdrojem, ktery davéa vzniknout nebezpecnym kyslikovym radikalim,
je 0zoén. Ozon vstupuje do listh rostlin priduchy a jiz v intercelularach, v kontaktu s vlhkymi
bunéénymi sténami se velmi rychle rozklada. Prinik nerozlozeného ozénu pres plazmatickou
membranu probihd velice obtizn€ a pomalu. Pfi rozkladu ozénu vznikd nejen molekulovy
kyslik, ale jako meziprodukty i reaktivni superoxid, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal.
Tyto slou€eniny v prvé fad€ zplsobuji nekatalyzovanou oxidaci slozek bunécné stény
(zejména proteinti a fenolickych latek) a slozek plazmatické membrany (lipidd a proteind).
Dochézi k naruseni bunécné stény a pii dlouhodobém piisobeni 0zénu mize dojit k poskozeni
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a smrti bun€k. Odumirani bun¢k pod vlivem vysSich davek ozénu nemusi byt zplisobovano
pouze ,,programovanou‘ hypersenzitivni reakci, ale i neregulovanym zptisobem po vazném
naruSeni integrity plazmatické membrany peroxidaci lipidi. Jednd se o tzv. lipidovou
peroxidaci, kterd dava vznik mutagennim reaktivnim aldehydim (vice Kap. 3.2.1.1) [15, 16].

Vznik volnych radikalu

Tonizujici
zaieni e\ Koureni

O3 S
P o

Poskozeni

@ @ ° Y/ N/ 4 @

O3 + UD
(n oir)

Obr. 2 Vznik volnych radikalu. Prevzato z [17].
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3.2 OXIDACNI STRES

3.2.1 Uvod k oxidaénimu stresu

Oxidac¢ni stres nastdva ve zdravém aerobnim organismu, kdyz dochdzi k naruSeni
rovnovahy mezi tvoficimi se reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS)/reaktivnimi
dusikovymi radikdly (RNS) a obrannym antioxida¢nim systémem. Reaktivni ¢astice jsou
v prevaze a nedostatecnost antioxidacnich procest zptisobi, Ze organismus neni schopen je
zneSkodnit a eliminovat. Tento stav miize byt zplsoben tim, Ze je v organismu porusena
tvorba a distribuce antioxidantd, ptfipadné¢ dochdzi k nadbytecnému pifijmu ROS z vnéjsiho
prostfedi nebo je organismus vystaven néjakému typu stresu (zatéZzovému faktoru). Pfi Spatné
regulaci této nerovnovahy muize nadbytek ROS/RNS zptisobit poskozeni bunéénych struktur a
to lipidi, proteinti, DNA a také muze negativné ovlivnit spravnou funkei kyseliny mocové.
Z téchto zasadnich typi poskozeni vyplyva, ze oxidacni stres zpusobuje vznik a rozvoj
lidskych onemocnéni a stejné tak ptispiva k procestim starnuti bunck [2, 18].

Je prokazatelné, ze cilem oxida¢niho poskozeni, resp. ataku ROS/RNS, jsou zvifata a
lidé in vivo. Reaktivni volné radikdly reagujici s buitkou mohou oxidovat biomolekuly, coz
muze vést k bunééné smrti nebo ireversibilnimu poskozeni tkané. Cilem poskozeni jsou jiz
zminéné bunééné membrany (lipidy), proteiny, DNA a funkce kyseliny mocové (Obr. 3).
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disorder R

'l' / Free radicals
Metabaolic R

processes \\ '0/2)/
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Obr. 3 Schéma ataku volnych radikalii;, tvorba primarnich a sekundarnich metabolitii.
Prevzato z [5].
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3.2.1.1 Oxidac¢ni poskozeni lipidia

Negativni pisobeni aktivnich forem kysliku spociva predevsim v podilu na oxida¢nich
a peroxidacnich reakcich. Pfi oxidaénim poSkozeni lipidd dochézi k jejich peroxidaci —
lipidové peroxidaci (resp. oxidaci fosfolipidl). Peroxidace lipidi je vedle poskozeni DNA
jednim z nejintenzivnéji zkoumanych procesti indukovanych volnymi radikéaly. Tento proces
je znazornén na (Obr. 4).

Conjmgated dieme

e 4 /%A/\W_’ e SO \/K /%/1 \

Lipid i Bldecular
(RIT} TeaTngETEL
H 0, H /
P \/\/i\/\ - ‘ /W/ -
/ oo Lipid Radigal {R~)
Lipid Peroxy Radical (RO
k P \!g/\a/’i\/’%/ + R
O-0H
Lipikl Hydropermxide (ROOH)
mﬂary pmdncts
(;H g A | p—y 5, - a‘ }

Obr. 4 Schéma lipidové peroxidace. Prevzato a upraveno z [5].

Lipidova peroxidace je chemicky proces, pii kterém jsou polynenasycené mastné
kyseliny (Polyunsaturated Fatty Acids - PUFAs) lipidd poskozovany pusobenim volnych
radikalt a kysliku za vzniku hydroperoxidi. Z hydroperoxidi pak dal§imi reakcemi vznikaji
nasledné sekundarni produkty. Nejvice nachylné jsou membranové lipidy s vysokym
obsahem nenasycenych mastnych kyselin. Reaktivni formy kysliku napadaji predevSim
dlouhé mastné kyseliny obsazené ve fosfolipidech, které jsou soucasti membran. Hlavnimi
mastnymi kyselinami, které podléhaji lipidové peroxidaci v bunéénych membranach jsou
kyselina linoleova, arachidonova a dokosahexanova. Béhem ataku reaktivnimi formami
kysliku, dochdzi ke zkracovani struktury kyselin [19].

Je treba pfipomenout, Ze pod pojmem peroxidace lipidi se vétSinou uvazuje o
neenzymovém a nekontrolovaném procesu piemény lipidd. V tadé bunék vSak probiha i
enzymova peroxidace lipidl, kterd vede k tvorbé biologicky aktivnich produktt, dialezitych
pro regulaci bunécnych pochodl (napft. prostaglandiny a leukotrieny).

V pribéhu neenzymové peroxidace lipidi jsou rozliSovany 3 faze: iniciace, propagace
a terminace. Pochod iniciace zahrnuje reakci, pfi niz je molekula mastné kyseliny atakovéana
volnym reaktivnim radikdlem (hydroxylovym, alkoxylovym nebo peroxylovym radikalem).
Nejvétsi vyznam se piipisuje pusobeni hydroxylového radikdalu, iniciaci vSak v zavislosti na
podminkiach mohou vyvolat i radikaly jiné. NejcitlivéjSim mistem pro atak radikalu v
molekule mastné kyseliny je =CH- skupina s dvojnou vazbou. To vysvétluje, pro¢ predevSim
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polynenasycené mastné kyseliny podléhaji peroxidaci. Pisobenim reaktivniho volného
radikalu se odtrhuje atom vodiku z této skupiny a z mastné kyseliny se stava radikal. V jeho
struktufe poté dojde k ptreskupeni dvojné vazby a vznikne konjugovany dien. Ten reaguje
spontann¢ s molekulou kysliku za vzniku lipoperoxylového radikalu. Tento radikal je rovnéz
velmi reaktivni a je schopen reagovat s jinou molekulou nenasycené mastné kyseliny. OdStépi
z ni atom vodiku a sdm se pieméni na hydroperoxid. Tim je zahajena propagace, ktera
pokracuje tak dlouho, dokud se volny radikal nesetkd s jinym radikdlem nebo molekulou
antioxidantu (napf. tokoferolem) a dojde k ukonceni fetézové radikélové reakce, tzv.
terminaci.

Hydroperoxidy jsou pouze primarnimi produkty peroxidace. V naslednych reakcich, z
nichz nékteré jsou opét radikalové, se méni na fadu dalSich, sekundarnich produktt. Tvorba
nékterych sekundéarnich produkt a faze iniciace mize byt urychlena a usnadnéna volnymi
ionty kovill, zejména Zeleza a médi [20]. Nasledny krok propagace také vyzaduje zapojeni
kovli na podporu rozkladu lipidovych hydroperoxidt, které prechazeji v dalsi volné radikaly,
jako jsou alkoxylovy nebo peroxylovy radikal [6]:

LOOH —Fe* LOO- + Fe**
nebo
LOOH —Fe* LO» + Fe**

Ukézalo se, Ze tyto ionty kovll hraji velmi vyznamnou roli v pribéhu lipidové
peroxidace [21]. Ugast kovti jako katalyzatort je nezbytna, takZe iniciace lipidové peroxidace
indukované hydroxylovym radikdlem je v nepfitomnosti kovii nemoznd [22]. Optimalni
pomér Fe’™ a Fe*", ktery je zapotiebi pro lipidovou peroxidaci je 1:1 [23].

Lipidova peroxidace je velmi destruktivni proces. Je povaZovana za jeden
z primarnich mechanismu poskozeni buniky xenobiotiky, coz vyplyva z faktu, ze jednak pfimo
poskozuje fosfolipidy membran, navic vSak vznikajici sekundarni metabolity jsou velmi
reaktivni a narusuji strukturu dalSich biomolekul. Peroxidace lipidi mtze vést k radikalové
retézove reakci (Obr. 5) [5]:

2+

LH L= LOO" LOOH —— LO"+'OH
02 L'H i

L L'00°
RH 7_‘_" etc.

02

Obr. 5 Schéma retézové reakce v lipidové peroxidaci za vzniku dalsich reaktivnich radikalii
(lipidovych peroxidii). Prevzato z [5].

Lipoperoxidy jsou nestabilni a rozkladaji se za vzniku Sirokého komplexu raznych
slou€enin veetné reaktivnich karbonylovych sloucenin, jako jsou predevsim nékteré aldehydy
(malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (4-HNE)) [24, 25, 26], které jsou toxické a
navazuji se na volné aminoskupiny proteini. V disledku toho proteiny agreguji, sit'uji se a
stavaji se méné citlivé k proteolytické degradaci.
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Lipidovéa peroxidace méni fluiditu membran (naruseni semipermeability membran),
zvysuje se propustnost pro ionty, méni se membranovy potencial a dochéazi az k lyzi bun¢k
[27]. V tkanich dochazi k akumulaci tzv. stdrnoucich pigmentovych skvrn. Objevuji se
aterosklerotické 1éze a v télnich tekutinach (zahrnujici napf. plazmu, moc) jsou pfitomny
zvySené hladiny kone¢nych produktl peroxidace (napt. MDA, 4-HNE, izoprostany) [2].

3.2.1.2  Oxidaéni poSkozeni proteint

Vyznamnym cilem reaktivnich radikald ROS/RNS jsou proteiny. Oxidace proteini je
senzitivnim markerem oxida¢niho stresu u rostlin [28]. Studium oxidaéniho poskozeni
aminokyselin poskytuje uzitecné informace o zménach v makrostruktuie proteint, které jsou
zpusobeny oxida¢nim stresem. Oxidace aminokyselin v proteinech vede k nevratnym
fyziologickym zméndm v proteinech samotnych. Tyto fyziologické zmény jsou
kategorizovany do tii skupin: fragmentace, agregace (denaturace) a citlivost k
proteolytickému Stépeni (vlivem konformacnich zmén) [29]. Citlivost proteini vii¢i oxidaci je
ovliviiovana také pritomnosti ionti kovli schopnych katalyzovat reakci Fentonova typu. Jedna
se o navazené Zelezo na protein, ¢imz dochazi k oxida¢nimu poskozeni proteinu (Obr. 6).
Schéma (Obr. 6) vysvétluje vyznam Fentonovy reakce pii vzniku karbonylové skupiny >C=0
z aminokyseliny —-NH, [11]. Lysylovy zbytek v proteinu (R-CH,-NH;) slouZi jako jeden
zmnoha ligandG schopnych vazat Fe(Il), takze s peroxidem dava Fentonovu reakci a
hydroxylovy radikal HO" ihned v misté svého vzniku vytvoii z R-CH,-NH, alkylovy radikal
R-'CH-NH,. Piesun elektronu na Fe(IIl) zregeneruje Fe(I) a z radikalu vznikne skupina R-
CH=NH, kterd se spontann¢ hydrolyzuje na R-CHO a NHj;. Modifikovany protein je
substratem pro fady nespecifickych protedz, které ho odstrani.

./~ donor elektront \
2e” e
. Fe(lll)
0, 2H CH,NH,
/
H,0, NH, OH~  C=0
/CHiNHZ - > e y
B by
NH 0
/CHZJ; 2 HO' /Cﬁ;:NH proteazy
|protei_n — Fe(lll)
[protein| — Fe(ll)
OH" * aminokyseliny,
OH" peptidy
'CHI}IH2
H,0 ~ Fe(l)
OH™

Obr. 6 Oxidacni poSkozeni proteinu v misté navdazaného zeleza. Prevzato z [4].
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Po oxida¢ni modifikaci N-konce bilkovinného fetézce s reaktivnim kyslikem
zpusobujici $tépy na peptidech a z reakci peptidi s oxida¢nimi produkty uhlovodikd mohou
vzniknout oxida¢ni produkty proteinii a karbonylové derivaty proteinll. Je ziejmé, Ze
ptitomnost karbonylovych skupin v proteinech mize indikovat to, Ze proteiny jsou
vystavovany poskozeni volnymi kyslikovymi radikaly. Rada aminokyselin je hydroxylovana
hydroxylovym radikdlem a nitrovana peroxynitritem (tryptofan, fenylalanin, tyrozin). V
kontrastu s labilitou vétSiny karbonylovych sloucenin, jsou nékteré produkty fenylalaninu a
tyrozinu stabilni. S vétSinou biomolekul peroxynitrit reaguje pomalu, je selektivnim
oxidantem. V proteinech se méni tyrozin na nitrotyrozin, ktery je velmi stily a lze jej
detekovat v aterosklerotickych 1ézich, v lidské plazmé a moci. Jeho vyssi koncentrace jsou
stanoveny v télnich tekutindch a tkénich u pacientd s chronickym zanétlivym onemocnénim.
Oxidace fenylalaninu vede ke vzniku ortho-tyrosinu [2, 4, 30]. S membranovymi proteiny a
s lipoproteiny reaguji krom¢ reaktivnich ROS/RNS také alkoxylové a peroxylové radikaly
lipidd (LO", LOO"), které vznikaji pfi lipidové peroxidaci. Nasledkem toho se proteiny
agreguji a situji. Stupent karbonylace proteinll l1ze stanovit a pouzit jako ukazatel oxida¢niho
poskozeni téchto biomolekul [31].

Nésledky téchto reakci jsou pro funkci bunck velmi zdvazné. Enzymy méni svou
aktivitu, pumpy neudrzi iontovou homeostazu bunky. V cytosolu se hromadi vapenaté ionty,
¢imz se aktivuji proteazy a fosfolipdzy. Modifikace aminokyselin vedou ke vzniku novych
antigennich determinant a autoimunitnim reakcim.

3.2.1.3  Oxidaéni poSkozeni DNA

Reaktivni druhy kysliku mohou atakovat téméf kazdou bunéfnou strukturu ¢i
molekulu. AvSak vzhledem ke klicovému postaveni v biologii je DNA povaZovana za jeden z
hlavnich cili [32]. Reaktivni druhy kysliku mohou zpusobit zmény ve struktufe DNA,
naruSeni proteinové kostry, poskozeni deoxyribéza—fosfatové kostry, stejné jako vznik
specifickych chemickych modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi. Oxida¢ni modifikace
bazi se mohou projevit jako mutace, oxidace deoxyribdézové €asti mize indukovat uvolnéni
baze nebo fetézcové zlomy DNA nebo se mohou vytvoftit kiizové vazby DNA s proteiny [4,
33, 34].

Stejn¢ jako lipidy a proteiny také nukleové kyseliny jsou poSkozovany predevsim
hydroxylovym radikdlem HO'’. Z péti hlavnich komponent DNA jsou na poskozeni
hydroxylovym radikadlem nejvice citlivé nasledujici nukleotidy: thymin, cytosin, nasleduje
adenin, guanin a deoxyriboza [35]. Primarni reakci hydroxylového radikalu s DNA je
odstranéni vodikového atomu z deoxyribozy, coz vede k destrukci sacharidu a pieruSeni
fetézce. HO™ je schopen adovat se k purinovym a pyrimidinovym bazim a tak je zménit na
hydroxyderivaty a oxoderivaty. Ze vSech Ctyf bazi generuje mnohonasobné produkty: 5-
hydroxymetyluracil, 8-hydroxyadenin, thymidinglykol, zatimco singletovy kyslik pfednostné
modifikuje guanin 8-hydroxylaci na 8-hydroxyguanin [36]. Naésledky vzniku 8-
hydroxyguaninu jsou nejvice prostudovany, v mensi mife jsou k dispozici informace o efektu
8-hydroxyadeninu. Z derivati pyrimidinovych je ¢asty 5-hydroxycytozin a analogicky derivat
uracilu, dale 5,6-dihydroxythymin a dalsi derivaty. Tyto modifikované baze jsou vylu¢ovany
moci ve formé nukleosidii, jako je 8-hydroxydeoxyguanozin, 8-hydroxydeoxyadenozin, 5-
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hydroxydeoxycytidin a analogicky derivat uridinu, déle 5,6-dihydroxydeoxythymidin a dalsi
derivaty. In vivo poSkozend DNA je opravena endonukledzami a glykosyldsami uvolnénymi
deoxynukleotidy a bazemi. Oxidované nukleotidy jako je napf. 8-OH-dG a dTG (8-hydroxy-
2‘-deoxyguanosin a thymidin glykol) mohou byt vyuzity jako biomarkery pro oxidacni
poskozeni DNA.

Nasledkem takovych zmén je chybné parovani bazi pti replikaci DNA a zavedeni
chyby do genetické informace (napt. zaména paru GC za AT s néslednou transverzi GC na
TA (Obr. 7). Poskozeni DNA se projevi apoptdzou, mutagenezi, karcinogenezi a starnutim
bun¢k [4].

dA (anti) 8-0X0-dG (syn)

NHy:ooeeees o} N

.0
( B 1

dC (anti) 8-0X0O-dG (anti)

Obr. 7 Dvoji zpuisob parovani 8-oxoguaninu - vznik mutace. Prevzato z [4].

Rovnéz mitochondridlni DNA je casto poSkozovana pusobenim volnych radikald.
Mitochondrie jsou majoritnim zdrojem kyslikovych radikald, takze jejich DNA je vystavena
vysokym hladindm radikald. Probihaji zde jen v malé mife reparacni procesy a
mitochondrialni DNA je téz Casto preferovana jako cil pro mnohé xenobiotika [37, 38].

3.2.1.4  Oxidacni poSkozeni kyseliny mocové

Atak ROS vede ke vzniku alantoinu, kyseliny kyanurové, kyseliny oxonové a dalSich
produktii. Jsou piitomny v télnich tekutinach, kde jsou jejich hladiny vyznamné zvySeny v
ptipadé chronickych zanéti a u poskozeni kovovymi ionty [2].
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3.2.2 Obranny antioxidacni systém

Pro prevenci vzniku volnych radikalovych formaci a pro omezeni efektti poskozeni
volnymi radikaly maji buiiky vyvinuty komplexni mechanismus antioxida¢ni obrany (Obr. 8).
Zapojené mechanismy zahrnuji enzymy a dal§i nizkomolekularni slozky s antioxida¢nim
ucinkem, které plsobi v propojené vicelroviiové siti. Vyvinuly se z naléhavé potieby
organismul s nejvyssimi koncentracemi intraceluldrniho kysliku ze vSech aerobnich organismi
bcéhem selektivniho tlaku a evoluce.

Antioxidant je latka, ktera oddaluje nebo inhibuje oxida¢ni poskozeni cilové molekuly.
Antioxidant musi mit schopnost reagovat s biologicky odpovidajicimi oxidanty a radikaly,
produkt odvozeny z jeji reakce s radikdlem musi byt fyziologicky méné nebezpecny nez
odstranény radikal a musi byt pfitomna v dostate¢n¢ vysoké koncentraci alesponi v urcitych
tkanich, aby mohla zajistit kvantitativné odpovidajici tiroven reakce [39].

Antioxidanty 1ze rozdé€lit na primérni, sekundarni a tercidrni.

Vitamin E
Chromanoxyl
Radical NAD(P)H
Vitamin E Gt';;;j;'g_jjﬂ NAD(P)*
Cycle Ascorbate < pihydrolipoic acid +He
ROOH T"-*“iami" EB Vitamin C Thiol
ROH ETgcngFr?:r:gbs; Cycle Cycle
ROQ-, RO Ascorbate CREsone,
e Radical lipoic acid
PUFA
0, & Other Radicals
™\ UVA, UVB, Ozone
Cigarette Smoke

Obr. 8 Oxidacni stres aktivuje antioxidacni systém. Prevzato z [1].

3.2.2.1 Primarni antioxidanty

Primarni antioxidanty jsou vysokomolekuldrni endogenni antioxidanty, které¢ funguji
jako prevence, tj. zabranuji tvorbé volnych radikali. Vyvazuji ionty pfechodnych kovii
(zelezo a méd) a meéni jejich oxidoredukéni vlastnosti tak, Ze tyto prvky piestanou
katalyzovat radikalové reakce. V tomto smyslu se mezi antioxidanty fadi trasferrin (Fe)
v plazmé a laktoferrin (Fe) polymorfonukledrnich leukocytli. Tyto proteiny pevné véazou
zelezo ve formé Fe(III) a tim ho zbavuji moznosti vstupovat do Fentonovy reakce.
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Dal$im proteinem separujicim Zelezo v buiice je feritin, ktery plsobi antioxidacné
hlavné svou feroxidazovou aktivitou, kterd skladované Zelezo udrzuje v oxidovaném stavu,
dokud ho odtud neuvolni silné redukujici latka (askorbat).

Prooxidaéné nebezpecnou formou zeleza je hemoglobin uvolnény z erytrocytti a hem
uvolnény z hemoprotein véetné hemoglobinu a myoglobinu. Proto miZzeme za antioxidant
povazovat také haptoglobin, vychytavajici extracelularni hemoglobin, a hemopexin, vazajici
uvolnény hem.

Vyznamnym antioxida¢nim proteinem plasmy je ceruloplasmin. Tento protein vaze
méd’, kterd je podstatnd pro ferooxiddzovou aktivitu ceruloplasminu oxidujiciho Fe(II) na
Fe(IIl.). Umoziuje tak uvolnéni zeleza z bun¢k a jeho predani transferrinu. Soucasné se
kyslik oxiduje ¢tyfmi elektrony na vodu, aniz by vznikaly toxické meziprodukty.

Reaktivitu volnych radikdli vyznamné ovliviji také thiolové skupiny nékterych
proteinll. A/bumin vaze ion Cu(l), ktery se peroxidem vodiku oxiduje na Cu(Il) a v této forme
poskozuje okolni struktury albuminu.

Metalothioneiny jsou proteiny obsahujici mnoho cysteini a Zadné aromatické
aminokyseliny. Hraji vyznamnou roli v bunééném jadie. Prostfednictvim siry chelatuji ionty
kovt. Pti oxidacnim stresu se zvysi jejich syntéza.

Reparacni funkci maji i chaperony. Zékladni funkci téchto proteint je navazat na sebe
jesté nesvinuté proteiny a pomahat pii jejich posttranslaénim prostorovém usporadani a
zaclenéni do bunéénych organel. Oxidacni stres indukuje syntézu chaperoni, které ziejmeé
rozpoznaji oxidaci poSkozené proteiny, vaZzou je na sebe a urychli jejich odstranéni
v proteozomech.

3.2.2.2  Sekundarni antioxidanty

Sekundérni antioxidanty obstaravaji kompartmentalizaci volnych radikald, tj. jejich
odstranéni. Sekundarnimi antioxidanty jsou antioxidac¢ni enzymy, které vyuzivaji kyslik a
transportni fetézce elektron. Sekundarni antioxidanty mohou byt rozdéleny podle
mechanismu ucinku na vychytavace (scavengery), ktefi zachycené ROS pfeméni na
neradikalové molekuly, dale na lapae (trappers), kteti pfeméiiuji ROS na relativné stabilni
radikaly a nakonec na zhaseCe (quenchers), ktefi zhasi vytvorené ROS tim, ze jim nabidnou
volny elektron k jejich stabilizaci. Podle biologické funkce se déli na enzymové antioxidacni
systémy (superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza, glutathiontransferaza, katalaza) a na
nizkomolekuldrni antioxidanty (kyselina askorbovd, tokoferoly, karotenoidy, flavonoidy,
glutathion, kyselina lipoova, koenzym Q, bilirubin, kyselina mocova).

3.2.2.2.1 Enzymové antioxidacni systémy

3.2.2.2.1.1 Superoxiddismutdiza

Jednim z hlavnich enzymi je superoxiddismutaza — SOD, katalyzujici preménu
superoxidu na peroxid vodiku, ktery miize byt dal rozkladan kataldazou. A ackoliv obrana
proti oxidacnimu stresu v rostlinach zahrnuje komplexni metabolicka uspotadani, primarni
kontrola probihd pravé prostfednictvim SOD. Superoxiddismutazy jsou klasifikovany dle
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jejich kofaktoru pro kov a dle jejich subcelularni lokalizace (7ab. 4). Rozhodujicimi formami
SOD jsou mitochondridlni superoxiddismutaza Mn-SOD, cytosolickd Cu,Zn-SOD a
chloroplastova Fe-SOD [40].

i . Subbunécéna lokalizace
SOD Vyskyt u organismu v x
u Clovéka
témer vSichni aerobni cytosol, jadro, snad
Cu, Zn-SOD ysiem @ . yIoso%, Jact
eukaryoti, n¢které bakterie peroxizémy
mnohé bakterie, vétSina mitochondrie, nékdy téz v
Mn-SOD HLICTe, VORI > NEREY
aerobnich eukaryott cytosolu
mnohé bakterie, nékteré o L.
Fe-SOD s . u ¢loveka neni pfitomna
vy$si rostliny

Tab. 4 Klasifikace superoxiddismutazy [39].

Spontanni dismutace superoxidu na bimolekularni kyslik a peroxid vodiku (Obr. 9)
probiha pfi pH 7,4 pomaleji a SOD ji urychluje 10 000x. Cu,Zn-SOD se sklad4a ze dvou
identickych podjednotek, z nichz kazdd ma molekulovou hmotnost 16 000 a v kazdé je jeden
atom médi a jeden atom zinku. Je to velmi stabilni enzym, katalyzuje pfi pH 4,5 — 9,5.
Vyskytuje se v cytosolu a v mezimembranovém prostoru mitochondrii. Pfenos elektron
z jedné molekuly superoxidu na druhou obstarava atom médi. Cu(Il) se redukuje na Cu(l) a
pak zase oxiduje. Zn(I) ma stabiliza¢ni funkci, katalyzy se neucastni. Gen pro tuto SOD se
nachézi na 21. chromozomu.

20,7+ 2H" - H,0, + O,

Enzym-Cu** + O,” — Enzym-Cu* + O,
Enzym-Cu” + O,~ + 2H* — Enzym-Cu** + H,0,

Obr. 9 Reakce superoxidismutdazy [39].
Mn-SOD a Fe-SOD se vyskytuji u prokaryot jako dimery. Mn-SOD je enzymem
mitochondridlni matrix. Prokaryotickda Fe-SOD nebyla nalezena v zZivociSnych buikéch.

Podjednotky téchto enzymi maji molekulovou hmotnost kolem 20 000. Nejsou tak stabilni
jako Cu, Zn-SOD.

3.2.2.2.1.2 Glutathionperoxidazy

Intracelularni  peroxidy vodiku (hydroperoxidy) jsou odstranovany dvéma
glutathionperoxidazami — cytosolovou a fosfolipidhydroperoxidovou.
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Cytosolova GSH-glutathionperoxiddza (cGPx) rozklada nckolik typt hydroperoxidi
mastnych kyselin, které¢ v§ak musi byt nejdiive uvolnény z poskozenych lipidi fosfolipazou
A,. Je velice aktivni 1 v dismutaci H,O, a tak v buinikach spolupracuje s kataldzou pfi
odstraniovani H,O; (napf. v erytrocytech).

Enzym fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidaza (PHGPx) dokaze redukovat
fosfolipidové hydroperoxidy na neSkodné hydroxyderivaty pfimo v membranach, bez
uvolnéni mastnych kyselin. PHGPx zabraiiuje neenzymové peroxidaci lipidit nésledujicim
mechanismem: peroxylové radikaly mastnych kyselin jsou v membrandch nejdiive
redukovany a-tokoferolem na odpovidajici hydroperoxidy a ty jsou pak redukovany
enzymem PHGPx za soucasné oxidace GSH. Tim se znemozni rozklad hydroperoxidli na
alkoxylové radikaly a dochazi k odstartovani nového fetézce radikdlovych reakci
v membrané. Predpoklada se, ze timto mechanismem se PHGPx kromé antioxida¢ni ochrany
ucastni také regulace syntézy prostaglandint a leukotrienti. ProtoZze PHGPx dokéze reagovat 1
s proteiny, spekuluje se o tom, Ze tento enzym se U€astni pfenosu elektronti mezi peroxidy a
thiolovymi skupinami proteinii a mohl by tak byt ¢ldnkem oxidoredukéni signalizace.

Zatimco PHGPx je monomer, ostatni izoenzymy se skladaji ze ¢ty podjednotek.
VSechny ctyfi formy GPx jsou selenoproteiny, obsahujici selenocysteinovy zbytek jako
soucast peptidového fetézce. Selenocystein je soucasti aktivniho centra enzymu. Redukuje
peroxid dvéma elektrony na hydroxylovou skupinu ( a vodu) a sdm se oxiduje na selenol. Ten
se pak regeneruje dvéma elektrony dvou glutathioni zpét na selenocystein. Rovnice shrnuje
vyslednou reakci:

2 GSH + ROOH — GSSG + H,O + ROH

Oxidovany glutathion se musi redukovat zp& na GSH. Reakci katalyzuje
glutathionreduktaza, ktera posléze piijme dva elektrony od NADPH produkovaného
v pentézovém cyklu gluk6za-6,6-fosfatdehydrogendzou a 6-fosfoglukonatdehydrogenédzou.
Vysledna reakce glutathionreduktazy:

GSSG + NADPH + H+ — NADP" +2 GSH

3.2.2.2.1.3 Glutathiontransferazy

Cela rodina cytosolovych enzymi zvanych glutathiontransferdzy (GST) katalyzuje
konjugaéni reakci, pifi které je sulfohydrylova skupina GSH navazéna na elektrofilni
organickou latku. Timto zplsobem jsou detoxikovany néckteré xenobiotika. V poslednich
letech se ukazalo, ze GST jsou vyznamnou ochranou pfed nésledky peroxidace lipidu. Jejich
substratem je totiz 4-hydroxynonenal, ktery je konjugaci s GSH inaktivovéan a vyloucen z téla.
GSH je tedy spotifebovavan pii ochrannych redukénich reakcich, ale také pii odstranovani
produktl peroxidace.
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3.2.2.2.1.4 Kataldaza

Kataldza (H,O, : H,0,-oxidoreduktaza, KAT) ma Ctyfi tetraedricky uspotfadané
podjednotky, vkazdé jednu prostetickou protoporfyrinovou skupinu s Fe’". Kromé
dvouelektronové dismutace peroxidu na bimolekularni kyslik a na vodu:

2 H,0, - 2H,0+ 0,
Muze katalyzovat peroxidazové reakce typu:
H,O, + ROOH — H;0 + ROH + O,
Zatimco prvni reakce ma jisté vyznam pro inaktivaci H,O, v peroxizémech, druha

reakce se v antioxida¢ni ochrané asi neuplatiiuje vzhledem k nizké reaktivité katalazy
s alkylperoxidy (ROOH). Tuto ochranu zajist'uji glutathionperoxidazy (Obr. 10).

‘0,

ionty
piechodnych katalaza toxicita

kovia

R R-SG

| T

glutathion-S-transferaza

\______'__//
R-O0H T GSH "_“‘*\\ /"_" NADP N
glutathion glutathion glukézo-6-P
peroxidaza reduktaza dehydrogenaza

ROH, |~ _ GssG__ " “~_ _ NappH __ “/

H,0

Obr. 10 Schéma mechanismu glutathionperoxidaz. Prevzato z [39].
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3.2.2.2.2 Nizkomolekularni antioxidanty

3.2.2.2.2.1 Askorbat (vitamin C)

Nejvyznamnégj$im nizkomolekuldrnim redoxnim systémem je kyselina L-askorbova a
jeji oxidované derivaty. Nazvem vitamin C se oznacuje cely reversibilni oxida¢né-redukéni
systém. Askorbat je nutny kofaktor enzymi pfi syntéze kolagenu a pii pfeméné dopaminu na
noradrenalin. V plazmé se jeho koncentrace pohybuje mezi 40 — 140 uM. Kromé toho je
dalezitym reduk¢énim Cinidlem. Redukuje Fe(IIl) na Fe(Il) a Cu(Il) na Cu(I). Umoziiuje tak
vstiebavani zeleza ze stfeva a vyuziti prechodnych kovl v aktivnim centru hydroxylaz.
Antioxidacni ucinek askorbatu spocivéa v tom, Ze redukuje anorganické i organické radikaly
jako O," ", HO,', HO', hydrofilni RO,’, NO;" a reaguje s O, a HCIO. Askorbat také regeneruje
tokoferylovy radikal (oxidované forma vitaminu E) na redukovanou formu - vitamin E, ¢imz
zabezpecuje ochranu vitaminu E a lipidi membran pfed oxidaci. Pfi téchto reakcich ztrati
elektron a zméni se na semidehydroaskorbat neboli askorbylovy radikdl, ktery je mnohem
méng¢ reaktivni nez vyjmenované radikaly. Regeneruje se specialni dehydrogenazou za ucasti
NADH zpét na askorbat nebo dismutuje na askorbat a dehydroaskorbat (Obr.11).
Dehydroaskorbatreduktaza za ucasti GSH regeneruje dehydroaskorbat na askorbat [4].

Askorbat mize piimo vychytavat ROS i bez pomoci enzymil. Ochrannou funkci ma
vitamin C i pro labilni formy kyseliny listové. Inhibuje také tvorbu nitrosamintl a pisobi tak
jako modulator mutageneze a karcinogeneze. Mnoho dalSich aktivit vitaminu C je dosud
znamo jen ¢astecné [42].

/ D-glucose

Ascorbic acid

superoxide, hydrogen peroxide

tocopheroxyl radical
ocopheroxyl radica R e gD

ascorbate
reductase

GSSG
Monodehydroascorbate

Dehydroascorbate

i reductase
2 GSH
\Tartrate

+
Oxalate

Dehydroascorbate

Obr. 11 Syntéza a degradace kyseliny askorbové v rostlinné tkani. Prevzato z [42].
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3.2.2.2.2.2 Vitamin E (a-tokoferol)

v

Vitamin E je skupina osmi izomert, z nichz biologicky nejucinnéjsi je a-tokoferol.
Vitamin E je nejvyznamnéj$im antioxidantem membran, jenz plsobi u eukaryotickych bunck
jako ochrana nenasycenych mastnych kyselin v lipidech a fosfolipidech ptfed poskozenim
volnymi radikaly. Jeho izoprenova struktura je lipofilni. Spolu s B-karotenem a ubichinony
chrani strukturu a intergritu biomembran, tedy cytoplazmatické membrany a zejména
membran vnitrobunéénych organel (bunééné jadro, mitochondrie, lysosomy, endoplazmatické
retikulum).

Pfi peroxidaci lipidii pfeménuje alkylperoxylové radikaly LOO’ na hydroperoxidy, se
kterymi si poradi GPx. Zneskodni tak peroxylové radikaly mastnych kyselin dfive, nez mohou
atakovat sousedni ,,zdravé* lipidy. Tokoferol se pfitom méni na tokoferolovy radikal, ktery je
stabilnéjsi nez latky, s nimiz tokoferol reaguje. Askorbat aspon z ¢asti tokoferolovy radikal
redukuje zpét na tokoferol. Popsany antioxidac¢ni cyklus tokoferolu tlumi propagaci
radikalovych reakci v lipidech membran a lipoproteinti (LDL, HDL).

Aktivitu vitaminu E vykazuje osm zdkladnich strukturné ptibuznych derivata
chromanu. Strukturnim zakladem spole¢nym vSem slouCenindm vykazujicim aktivitu
vitaminu E (tzv. vitageniim) jsou tokol a tokotrienol, které obsahuji chromanovy cyklus
s nasycenym nebo nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem o 16 atomech uhliku.
Pfitomnost funk¢nich skupin na chromanovém cyklu je nezbytnd pro biologickou aktivitu
vSech osmi vitamert.

Ctyii formy vitaminu E s nasycenym terpenoidnim postrannim fetézcem odvozenym
od tokolu se nazyvaji tokoferoly, ¢tyfi formy s nenasycenym postrannim fetézcem odvozené
od tokotrienolu se nazyvaji tokotrienoly (Obr. 12). Jednotlivé tokoferoly a tokotrienoly se 1isi
polohou a po¢tem methylovych skupin v chromanovém cyklu.

Antioxida¢ni funkce tokoferolu spoéiva v pfeméné alkylperoxidovych radikald LOO®
na hydroperoxidy pfi peroxidaci lipidd. Zneskodni tak peroxylové radikaly mastnych kyselin
dtive, nez mohou reagovat s dal§imi lipidy. Tokoferol se pfitom méni na tokoferylovy radikal,
ktery je stabilnéjsi nez latky, se kterymi tokoferol reaguje. Vzniklé hydroperoxidy jsou
deaktivovany pomoci glutathionperoxidazy [4, 42].

aipha-tocophenl —ZH= — T Hz
befa-tocophernl —CH5 —H
gam ma-tocopherol —H —CH=
clelfg-tocopheral —H —H

(= tocotienols

Obr. 12 Struktura tokoferolii a tokotrienolii. Prevzato z [42].
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3.2.2.2.2.3 Ubichinon (koenzym Q)

Ubichinon (koenzym Q, CoQ) je ve skutecnosti celd rodina benzochinoni, lisicich se
délkou lipofilniho izoprenového fetézce. U savcl je nejrozSifenéjsi CoQpo s deseti
pétiuhlikovymi izoprenovymi jednotkami. CoQj¢ je dobfe znam jako pienase¢ elektrond
v dychacim fetézci v mitochondriich. Vyskytuje se vSak ve vSech membranach, kde tlumi
radikalové reakce ve spolupraci s tokoferolem. Ubichinon pomaha pfi regeneraci vitaminu E
z tokoferylovych radikali.

Koenzym Q se muze chovat prooxida¢né i antioxidacné. Jednak se muze ucastnit
tvorby superoxidového radikalu, avSak za fyziologickych podminek tato reakce probiha velmi
pomalu a je tedy nevyznamna. Naopak antioxidacni schopnosti koenzymu Q jsou velice
vyznamné. Redukovand forma koenzymu Q miiZze reagovat piimo se superoxidovym
radikdlem, lipidovym radikdlem nebo peroxylovym radikalem. Soucasné poznatky o
koenzymu Q vyplyvaji pouze znepfimych pozorovani. Pfesto je ziejmé, Ze patii mezi
vyznamné antioxidanty, které chrani membrany proti toxickému pasobeni ROS.

3.2.2.2.2.4 Karotenoidy, [-karoten a vitamin A

Karotenoidy jsou vyznamnymi lipofilnimi barvivy mnoha druh ovoce a zeleniny.
Vyskytuji se ve vsech fotosyntetizujicich rostlinnych pletivech, kde jsou pfitomny jako
fotochemicky aktivni sloZky chromoplastt. Jejich pfitomnost v zelenych ¢astech rostlin byva
casto maskovana chlorofylem. Sekundarné se karotenoidy vyskytuji také v potravinach
zivo¢isného pivodu. Zivogichové viak nejsou schopni syntetizovat karotenoidy, pouze
preménuji potravou ziskané rostlinné pigmenty na latky odlisné struktury nebo je skladuji
jako takové [43].

VétSina karotenoidnich latek se fadi mezi tetraterpeny obsahujici osm isoprenoidnich
jednotek. Za svoji barevnost vdéci fetézci konjugovanych dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje
v nékolika zakladnich strukturdch a jejich kombinacich. Asi 50 pfirozené¢ se vyskytujicich
sloucenin ze skupiny karotenoidli vykazuje aktivitu provitaminu A. NejvyznamnéjSim
provitaminem A je B-karoten, nasledovany a-karotenem, y-karotenem a dal$imi provitaminy
A [44, 45]. V antioxidacni ochran¢ se karotenoidy uplatiiuji pii odstranovani radikald
centrovanych na uhlik a alkylperoxidovych radikali ROOe v lipidech. Mechanismus jejich
pusobeni je dosud nejasny, pravdépodobné se uplatituji prostiednictvim tokoferolu. Mohou
téz zhaset singletovy kyslik.

Z nekterych karotenti vznikaji vitaminy A; - retinol a A, - dehydroretinol. Retinol
oxidovan na retinal hraje vyznamnou ulohu v sitnici, podporuje dobry zrak [4].

3.2.2.2.2.5 Flavonoidy

O flavonoidech se dlouho ptedpokladalo, ze slouzi pouze jako kvétni pigmenty
k lakani hmyzu, jako signalni molekuly nebo jako antimikrobidlni latky. Flavonoidni latky
neboli flavonoidy jsou znacné rozsahlou skupinou rostlinnych fenol obsahujicich v molekule
dva benzenové kruhy spojené tfiuhlikovym fetézcem. Jedna se o uspotaddani Ce-Cs-Cs. Svymi
vlastnostmi se velmi lisi od jinych fenolovych pigmenti a proto jsou uvadény jako samostatna
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skupina rostlinnych barviv. U vétSiny flavonoidii je C; fetézec soucasti cyklického
(pyranového) kruhu. Jsou tedy odvozeny od kyslikatych heterocyklickych sloucenin 2H-
chromenu, substituovaného v poloze C, fenylovou skupinou, ktery se nazyva flavan (Obr.

13).
(@] (@]
BPST
== =
a) b)

Obr. 13 Struktura a) 2H-chromenu a b) flavanu. Prevzato z [2].

Dnes je zndmo vice nez 4000 flavonoidnich latek a stile se v riiznych rostlinnych
zdrojich nachézeji dalsi slouc¢eniny. Nekteré z flavonoidil jsou vyznamnou soucasti piirodnich
barviv, podilejicich se na biochemickych procesech. Mechanismus u¢inkt flavonoidid neni
dosud piesn¢ znadm, pravdépodobné inhibuji metabolickou drdhu vzniku superoxidu. Dale
inhibuji agregaci krevnich desticek a tim zabranuji vzniku krevnich srazenin. Diky své
schopnosti inhibovat lipoperoxidaci brani rozvoji ateroskler6ézy. Nejvyznamngj$i je ale
antikarcinogenni putsobeni flavonoidi, pficemz inhibiéni Gc€inek se projevuje hlavné
v pocatecni fazi rakoviny. Flavonoidy maji antimutagenni schopnosti a zabraiuji navic vazbé
bunécéného signalovani. Flavonoidy chelatuji Zelezo, takze i timto mechanismem by mohly
tlumit oxidacni stres tkané [4].

3.2.2.2.2.6 Kyselina lipoova (lipoat)

K dal$im nizkomolekularnim antioxidantim se fadi kyselina lipoova, kterd je Siroce
rozsifenym koenzymem obsahujicim sulfidovou skupinu a vyskytuje se v prokaryotickych i
eukaryotickych mikroorganismech, u rostlin i zivo¢ichd. Antioxida¢ni aktivita kyseliny
lipoové se projevuje nékolika zplisoby a to pfimou reakci s ROS, vazbou prechodnych kovii
za soucasné tvorby chelatd, recyklaci jinych antioxidantii (tokoferylovy radikal) a ovlivnénim
genové exprese. Kyselina lipoovd reaguje s alkylperoxylovymi radikaly, askorbylovymi
radikaly, tokoferylovymi radikaly a s kyselinou chlornou. Tokoferylovy radikal regeneruje
pfimo nebo pomoci askorbatu [4].

3.2.2.2.2.7 Glutathion (GSH, GSSG)

Glutathion je tripeptid (y-glutamyl-cysteinyl-glycin), patfi k multifunkénim
intracelularnim neenzymatickym thiolim. Do systému antioxida¢ni ochrany se zapojuje
rovnéz nékolika zplisoby: je kofaktorem nékterych enzymu, které zasahuji do detoxikacnich
mechanismii oxida¢niho stresu, napt. glutathionperoxidaza, glutathiontransferaza. Ucastni se
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pfenosu aminokyselin pfes bunéfnou membranu, je lapaCem hydroxylového radikdlu a
singletového kysliku, detoxikuje peroxid vodiku a lipoperoxidy a pifimo nebo nepiimo
redukuje tokoferolovy radikal

Oxidovany glutathion je redukovan glutathionreduktazou. Pomér oxidovaného
a redukovaného glutathionu je vhodnym ukazatelem oxidacniho poSkozeni organismu (Obr.
14) [2].

Reduced Glutathione

(2 GSH)
" \ / \

GJ':Jfafmnne mduarase Gl ﬁﬂihrﬂna pemrrda 50

Riboflavin | Sihnlum

| (FaD) )/
NADPH#+H* -/ / \P 20
(GSSG)

Oxidized Glutathione

Obr. 14 Cyklus glutathionu. Prevzato z [45].

Kromé vysSe uvedeného piehledu nejvyznamnéjSich skupin nizkomolekularnich
antioxidantli 1ze jmenovat jest¢ celou fadu metabolicky aktivnich latek, jako je bilirubin,
kyselina mocova, melatonin, albumin apod., jejichz hlavni funkci je i jind nez antioxida¢ni
aktivita, jelikoz vykazuji 1 redukéni vlastnosti [2].

3.2.2.3  Terciarni antioxidanty

3.2.2.3.1 Opravné enzymy DNA

Volné radikaly a dal§i ROS, které jsou bézn€ generovany v organismu, zpusobuji
oxidacni poskozeni DNA, coz pravdépodobné pfispivd ke vzniku a rozvoji rakoviny.
Oxidacni poskozeni DNA se tedy mize povazovat za biomarker rizika vzniku a rozvoje
tohoto onemocnéni. Dosud bylo identifikovano vice nez sto typt defekti DNA. Nejcastéji se
jednéd o modifikace nebo ztratu bazi, jedno- a dvoutetézcové zlomy, posSkozeni deoxyribozy
atd. [2].

Poskozena DNA muze byt opravena nékolika zpiisoby: uplnou opravou, opravou
poskozeného mista do piivodniho stavu, excizni opravou tzn. vyStépenim poskozeného mista,
které se uskuteciiuje excizni opravou bazi nebo nukleotidit nebo opravou chybného parovani,
tolerantni opravou, kdy dochéazi k obnové funkce DNA, aniz by bylo odstranéno plvodni
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poskozeni. Pii této opraveé se poSkozeni zplsobené zlomy a rekombinaci obchazi replikaci
[46].

4.2.2.3.2 Proteolytické enzymy

Jako proteolytické enzymy (proteazy) oznaCujeme vSechny enzymy, které katalyzuji
hydrolyzu peptidovych vazeb v proteinech a peptidech. Protedzy patii do enzymové ttidy
hydroldz. Vzhledem k jejich funkci pifi biodegradaci proteinli, ktera vede k opétovnému
vyuzivani ¢i odbourdvani aminokyselin, jsou protedzy v zivych systémech Siroce zastoupeny.
Podle mista plisobeni na polypeptidovy fetézec se protedzy déli do dvou skupin:
na endoprotedzy, které katalyzuji hydrolyzu vazeb uvnitf peptidového fetézce, pricemz
vznikaji peptidy rizné velikosti, a exoprotedzy, které katalyzuji hydrolytické odStépeni
samotné koncové aminokyseliny z polypeptidového fetézce. Podle chemické povahy
aktivniho centra se protedzy déli na serinové, thiolové, kyselé a metalooprotedzy. Mezi
nejznaméjsi proteolytické enzymy pafi pepsin, trypsin, chymotrypsin, papain a bromelin [47].

3.2.3 Chronicka pankreatitida

Chronickéa pankreatitida (chronicky zanét slinivky btisni; CHP) je charakterizovana
jako trvale progredujici onemocnéni pankreatu s charakteristickymi ireverzibilnimi
morfologickymi zménami, zpusobujici charakteristické bolesti a trvalou ztratu funkénosti
slinivky bfisni, kdy je funkéni parenchym pankreatu nahrazovén vazivovou tkdni. Kone¢nym
vysledkem tohoto procesu je vznik progresivni exokrinni a endokrinni pankreatické
nedostatenosti [48, 49, 50, 51, 52]. Z praktick¢ého pohledu dochazi k poruSe traveni
zakladnich Zivin, pfedevsim lipidii a v disledku nedostatecné produkce inzulinu ke vzniku
diabetu, ktery je oznacovan jako pankreatogenni diabetes. Porucha trdveni a vstfebavani vede
ke ztrat¢ télesné hmotnosti, malasimilaci, hypoproteinemii, hypoalbuminemii. Strukturu a
funkce pankreatu znazoriuje (Obr. 15).

Fibrogeneze pankreatu je zndmym mechanismem vzniku CHP. Ve fibrogenezi hraji
zasadni roli hvézdicovité acindrni bunky ve sténé pankreatu, pankreatické stelatové bunky
(PSCs; Pancreatic Stellate Cells). Inicidlni krok v procesu fibrogeneze je poSkozeni PSCs,
vznik nekréz, aktivace makrofagl, agregace trombocytli v zdnétlivé tkani, uvolnéni rastovych
faktord (napt. TGF-B, PDGF) a dalich prozanétlivych cytokini. A zvlast€ vyznamnym je
vznik oxidacniho stresu, ktery hraje ziejmé zasadni roli v procesu aktivace stelatovych bunck
se stimulaci extraceluldrni matrix a redukci degradace matrix. Pravé stelatové buiky
pfedstavuji hlavni bunéény zdroj extracelularni matrix u osob s chronickou pankreatitidou
[53]. Vznik chronického zanétu pankreatu je zndzornén na (Obr. 16) a (Obr. 17). Schémata
(Obr. 16 a 17) znazoriuji prvni fazi posSkozeni pankreatu, kdy podnécujici a drazdivé faktory
(alkohol, toxicky metabolicky stres, genetické predispozice) aktivuji PSCs a dochazi
k opakovanému vzniku zanétu. Pronikajici zanét do pankreatu produkuje TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand; ligand vedouci buiiku k apoptdze), prozanétlivé cytokiny a
chemokiny. PSCs zptsobi destrukci parenchymu vedouci k fibrogenezi panktreatické tkang a
dochdzi ke vzniku CHP. Finalné jsou v CHP pankreatické dukty ucpany, zdeformovany,
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rozsifeny a zvy$i se intraduktalni tlak. Dlouhotrvajici duktalni zmény aktivuji tzv. Notch a
Hedgehogovu cestu, ktera vede k acinoduktalni metaplasii (ADM; Acinoductal Metaplasia),
k pankreatické intraepitelidlni neoplasii (PanIN; Pancreatic Intraepithelial Neoplasia) a je
dana predispozice k rozvoji karcinomu pankreatu. [54, 55, 56]

Chronicky zanét pankreatu je tedy vyznamnym faktorem, ktery vede k procesu
pankreatické karcinogeneze. Lze ptedpokladat, ze vyznamné onkogeny jsou aktivovany
cytokiny liberalizovanymi v pribéhu chronického zanétu. Oxidaéni stres a proces fibrogeneze
jsou dva hlavni predpokladané faktory iniciace karcinogeneze, tedy vznik pankreatického
karcinomu [57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67].

O ectiologii CHP vypovida skuteCnost, Ze nejcastéj$i pfi¢inou vzniku tohoto
onemocnéni je alkohol [68]. Mezi méné Casté pfiCiny patii faktory metabolické a vyznamné
genetické predispozice. Velice vzacna je autoimunni etiologie a kone¢né cCastym je tzv.
obstruktivni typ chronické pankreatitidy, pfi kterém vznikd CHP v disledku obstrukce
pankreatického vyvodného systému, jehoz pfi¢inou je pfitomnost napf. intraduktalniho
konkrementu, ale i metabolické zmény vedouci ke zméné viskozity pankreatického sekretu a
k tvorbé proteinovych zatek, do nichz vypadavaji soli uhli¢itanu vapenatého, rovnéz za
vzniku kaménkl. Tyto skute¢nosti odrazi i posledni déleni CHP dle etiologie, jak ukazuje
(Tab. 5). Z uvedenych etiologickych moznosti je ziejmé, ze CHP je onemocnéni mladsi a
sttedni v€kové kategorie.

Klasifikace FIGARO

T - toxonutritivni

I — idiopatickd

G - geneticka

A - autoimunitni

R — recidivujici akutné
O - obstruktivni

Tab. 5 Etiologicka klasifikace chronické pankreatitidy [69].

Klinické ptiznaky CHP jsou charakterizovany ptedevsim bolesti. Bolest byva stala,
upornd, trvajici hodiny i dny, ale typickou je jeji vyvolani nebo zhorSeni jidlem, takze
nemocni se boji najist. Tim Ize vysvétlit, krom¢ samoziejmé nedostatecného traveni, i dalsi
typicky ptiznak CHP a tim je hubnuti. Lze fici, Ze CHP je chronické onemocnéni s trvalou
progresi a vyznamn¢ negativné ovliviiuje kvalitu zivota nemocnych.
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Obr. 15 Pankreas. Prevzato z [70].
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Obr. 16 Mechanismus poSkozeni pankreatického parenchymu a signalni drahy v rozsireném
duktu u chronické pankreatitidy: diisledkem je karcinogeneze pankreatu. Prevzato z

[71].
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3.2.3.1 Oxidacni stres v chronické pankreatitidé

Na vzniku a rozvoji chronické pankreatitidy se velkou mirou podili i oxidacni stres.

3.2.3.1.1 Role ROS v chronické pankreatitide

Oxidac¢ni stres je ve vétSin¢ pripadl doprovazen vznikem zanétu [49, 72]. Zanét je
zdrojem poskozenych bunéénych organel. Ty jsou atakovany a poskozovany vysoce
reaktivnimi formami kysliku (ROS), které jsou produkovany aktivovanymi neutrofily a
makrofagy v misté zanétu [41, 73, 74, 75]. ROS jsou generovany béhem endogenniho
oxidacniho stresu nebo béhem chemického stresu ze znecisténého Zivotniho prostfedi nebo
z zivotniho stylu jedince napf. piijem xenobiotik do organismu [49, 76, 77]. Predpoklada se,
ze ROS jsou schopny indukovat poSkozeni sekre¢nich pankreatickych bunék prostfednictvim
pocinajici autodigesce.

3.2.3.1.2 Role RNS v chronické pankreatitide

Vedle reaktivnich metabolitii kysliku se v oxidaénim poskozeni buné¢k, tkéni a v
mistech zanétu, ale i vregulaci dilezitych biologickych dé&ji uplatiiuji také reaktivni
metabolity dusiku (RNS), které hraji také dulezitou lohu. Tyto metabolity jsou odvozeny od
oxidu dusnatého (NO). NO je dilezitym mediatorem lokalniho zanétu a karcinogeneze a hraje
klicovou roli v signalovani vradmci vaskuldrniho systému. Soucasné vyznamné pfispiva
k oxida¢nimu poskozeni dulezitych biomolekul v zanétlivych procesech. Protoze NO radikal
existuje v plynném skupenstvi, velice rychle reaguje s O, a sradikdlem superoxidového
aniontu za vzniku vysoce reaktivniho NO,, peroxynitritu (ONOQO") nebo dusitanti a dusi¢nanti
[78, 79 a viz. Kap. 3.1.3]. Vzhledem k jeho velice kratkému polo€asu rozpadu, je velice
obtizné NO detekovat ptimo v krevni plazmé. Proto je rutinné stanovovan nepfimou metodou
a to stanovenim nitritd jako jednoho z finalnich produkti metabolismu NO. NO jako volny
radikal je produkovan enzymem — syntdzou oxidu dusnatého (NOS). Jedna ze tii izoforem
NOS je inducibilni syntdza oxidu dusnatého (iNOS), kterd je exprimovdna mnohymi typy
rakovinovych bun¢k a aktivovanymi makrofagy. ZvySena exprese (iNOS) byla u
pankreatickych nadorovych bun€k popsana téz.

3.2.3.1.3 Role lipidové peroxidace v chronické pankreatitide

Zanétlivy proces je doprovazen zvySujici se produkci oxidanti. Mnohé RONS
vyvolavaji lipidovou peroxidaci, kterd vede k tvorbé sekundarnich produktd lipidové
peroxidace a soucasné¢ mutagennich latek jako jsou malondialdehyd (MDA) a 4-
hydoxynonenal (4-HNE), které poSkozuji pifimo proteiny a DNA. V patologii rozlicnych
zanétlivych onemocnéni je evidentni, jak vyznamnou roli ma lipidova peroxidace [74, 80, 81,
82, viz. Kap. 3.2.1.1]. Stanoveni MDA a 4-HNE v krevni plazmé jako produkti lipidové
peroxidace je bézné provadéno [83, 84, 85, 86, 87, 88]. MDA i 4-HNE jsou povazovany za
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markery systémového poskozeni lipidovou peroxidaci a potazmo oxidacniho stresu [89, 90,
91, 92].

3.2.3.1.4 Role MPO v chronické pankreatitide

Dal$im biomarkerem oxidacniho stresu, ktery pfispiva k zanétlivé odpovedi organismu
je myeloperoxidaza (MPO). MPO je lyzozomalni enzym polymorfonuklearnich granulocytt
(neutrofilt; PMN), patfici do rodiny peroxiddz s hem prostetickou skupinou ve své molekule.
MPO ptispiva k zanétlivé odpovédi organismu a je uvoliiovana do extraceluldrniho prostiedi
aktivovanymi PMN. Proto je soucasn¢ i specifickym markerem PMN aktivace v zanétlivych
procesech, které figuruji v patologii onemocnéni jako naptiklad kardiovaskularniho systému a
nepiimo miiZze souviset s t€éhotenskou cukrovkou a vysokym krevnim tlakem v téhotenstvi.
MPO produkuje fadu reaktivnich oxidantii a radikalovych castici schopnych difuze [93, 94,
95]. Polymorfonukledrni granulocyty jsou prvni builky v lidském organismu, které jsou
aktivované v hostitelském obranném systému proti infekci. Takto stimulované bunky se
pfesouvaji pomoci chemotaktickych podnéti k mistim zanétu, kde rozeznavaji a nasledné
fagocytuji bakterie a dalsi vnéj$i mikroorganismy. Cizi patogeny jsou vystaveny souboru
hydrolytickych enzym@ a proteinli nicicich bakterie, které jsou uloZeny v granulich (jako
pravé MPO). Neutrofily ji obsahuji v pomérn¢ velkém mnozstvi. Spolecné s NADPH-
oxidazou je myeloperoxiddza zapojena do tvorby reaktivnich kyslikovych radikali a oxidace
biologického materidlu. Ve stimulovanych neutrofilech NADPH-oxidaza redukuje
molekulovy kyslik, z n€hoz naslednymi reakcemi vznikd peroxid vodiku, coz je pravé hlavni
substrat pro myeloperoxidazu [96, 97].

Bylo prokézano, Ze antimikrobidlni schopnost MPO se uplatituje prostfednictvim
tvorby kyseliny chlorné (HCIO) a dalsich toxickych latek, které jsou soucasti prostiedi ve
fagolyzozomech neutrofild, ktefi inhibuji a usmrcuji invadujici mikroogranismy. MPO
pouziva H,O, k ovlivnéni posttranslacnich modifikaci cilovych molekul [98]. Posledni
poznatky naznacuji, Ze MPO je zcela zapojena do regulace bunééné homeostdzi a hraje
klicovou roli v iniciaci a propagaci akutniho a chronického vaskularniho zanétu [99, 100].
Chronicky zanét pankreatu se miZe transformovat v karcinom pankreatu a 1 v tomto pfipadé
muze hrat vyznamnou roli MPO, kterd jako enzym reguluje ROS a obsahuje nukleotidové
polymorfismy, které ud€luji pozmeénénou enzymovou aktivitu [101].

3.2.3.1.5 Role hyaluronanu v chronické pankreatitide

Hyaluronan (HA) je jednou ze slozek extracelularni matrix a zaujiméa vyznamnou Cast
z latek v epitelové tkani (kryci tkéan). ZajiStuje jeji hydrataci. [102, 103]. HA je
vSudypfitomny vysokomolekularni polysacharid — glykosaminoglykan, ktery méa vyznamné
biologické vlastnosti. Hraje vyznamnou roli v mnoha klic¢ovych fyziologickych a
patofyziologickych procesech — zejména v bunécné plasticité¢ (tvarnosti bunck), kterd se
uplatituje u zanétu, imunitnich reakci, angiogenezi, procesii hojeni ran, distribuce rastovych
faktori, regulace migrace u endothelidlnich bun€k, bunécné proliferace, nadorovych
onemocnénich kardiovaskularniho systému, transportu latek ke tkdnim [104, 105, 106, 107].
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Hlavnim membranovym receptorem pro HA je CD44. ZvySend hladina receptoru
CD44 je obecné piijimana jako marker aktivace bun¢k v lymfocytech. HA pfispiva k ristu
nadorovych bunék v disledku adheznich interakci s CD44. Ackoli se HA véze na receptor
CD44, je znamo, ze signalni draha pro degradacni produkty HA jde pies Toll-like receptor 2
(TLR 2), TLR 4 nebo oba a TLR 4 v makrofazich a dendritickych buiitkach. TLR a HA hraji
vyznamnou roli v pfirozené imunité. HA jako vysokomolekularni polymer méa v zanétlivych
procesech odlisné biologické chovani, vlastnosti a funkce, které zavisi na jeho velikosti, na
imunosupresivni. Zatimco nizkomolekularni HA vykazuje vlastnosti angiogenni, zanétlivé a
pusobi jako imunostimulant. HA je vyznamné zapojen do odvadéni leukocytd v misté zanétu
(role receptoru CD44).

Rozvoj fibrogeneze je charakteristicky pro chronickou pankreatitidu. HA jakou
soucast extracelularni matrix, v niz je ulozen, je uvolilovan do krevniho ob&hu nebo do
pankreatické Stavy. Proto Ize predpokladat, ze béhem vyvoje zanétu dochazi k jeho
zvySenému uvoliiovani [108, 109].

3.2.3.2 Charakteristika vybranych molekul imunitniho systému v chronické
pankreatitidé

V imunitnim systému ptisobi mnozstvi riznych molekul, které maji dvé zakladni
funkce — vykonnou a regula¢ni. Vykonnd funkce se projevuje v bezprostiedni obrané proti
patogennim bakteriim. Takto plisobi nékteré toxické peptidy nebo volné ROS, které jsou
schopné usmrtit bakterie fagocytované profesionalnimi fagocyty. Typickymi regula¢nimi
molekulami jsou imunohormony a cytokiny, které primarné reguluji pribéh imunitnich
reakci, ale spolupracuji i s ostatnimi fyziologickymi systémy organismu [110]. Ukéazkou
imunitni odpovédi na posSkozenou tkéan a vzniklou infekci v tkdni znazoriuje (Obr. 18).
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Obr. 18 Diagram vrozené imunitni odpoveédi na infekci a poSkozenou tkan zahrnujici zanétlivé
cytokiny a koagulacni kaskadu;, -ve = negativni; +ve = pozitivni; PAI = desticky
aktivacni inhibitor-1; ICAM = intracelularni adhezni molekula. Prevzato z [111].

3.2.3.2.1 Cytokiny

Cytokiny jsou definovany jako sekre¢ni regulaéni proteiny a glykoproteiny
s molekulovou hmotnosti mensi nez 80 kDa, které kontroluji ptezivani, rtst, diferenciaci a
reakci, pfenos dorozumivacich signall mezi imunitnim systémem a ostatnimi organy a
zajisténi homeostazy za normalnich i patologickych podminek.

Cytokiny nachazime predevsim extracelularné, kde reakci s pfisluSnym receptorem na
cilovych bunkach prenéseji informaci o stavu organismu a vyvoldvaji ptislusnou biologickou
odpovéd. Pfesnéji - po vazbeé na membranové receptory, které maji vnitini kinasovou aktivitu,
dochazi k fosforylaci substratu nesouciho tyrosin nebo serin a tim ke spusténi biochemické
kaskady prenasejici membranovy signal do nitra buniky. Mechanismus ptsobeni jednotlivych
cytokint si je velmi podobny. D4 se fici, Ze builka produkujici cytokiny pfitom slouzi jako
jakysi biologicky senzor, ktery prostiednictvim cytokinu pifendsi informaci na receptor
citlivych bun€k, vlastnich efektorti biologické odpovédi. Senzorem muze byt kyslikovy
senzor regulujici produkci erytrocytl, senzory pro mikrobialni produkty, jejichz pfitomnost
indukuje déleni, funkci a chemotaxi leukocytl, senzory probihajici imunitni reakce, senzory
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produktt vzniklych poSkozenim nervovych nebo epitelidlnich bunék. I kdyz prevod signalu
po vazb¢ cytokini je stereotypni, kone¢né dusledky jsou rozdilné a zavisi na fazi
diferencia¢niho stavu zasahovych bunék. Rozdily jsou dany i vétvenim bunecnych linii,
ucinek cytokinl se projevi rozdilné pti vyvoji makrofagli, granulocytl, lymfocyti nebo NK-
bunck. Zda dojde pod vlivem rtstovych faktori k déleni, proliferaci nebo ke zrani bunck,
zavisi nejen na stupni jejich zrani, ale na kvantitativnim ptisobeni cytokini. Pfredpoklada se,
ze jejich vlivem dochéazi nejprve k proliferaci, teprve po urcitém poctu déleni prechazeji
bunky do faze, kdy cytokin ovlivituje termindlni zrani. Buiiky mohou pfejit i do stadia, kdy
nejsou na regulacnim plsobeni cytokinil zavislé. Ptedpokladéd se [112], ze cytokiny davaji
prvotni signdl, ale po iniciaci se dal$si déje odvijeji na zdklad¢ vlastniho bunécéného
programovani. Mezi cytokiny fadime skupiny latek oznacovanych jako ristové faktory,
kolonie stimulujici faktory, interleukiny, lymfokiny, tumor nekrotizujici faktor, monokiny,
stresové proteiny, chemokiny a interferony [110, 113, 114; (Obr. 19)].

Vétsina cytokint je secernovana klasickymi sekre¢nimi drahami. Nékteré cytokiny se
vSak vyskytuji také vazané na membranu bunék, jiz jsou produkovany a vyzaduji tak piimy
bunéény kontakt. Dal$i cytokiny nachazime navazany na extracelularni matrix. Az na
vyjimky (TNF-a a PDGF v destickach) nejsou cytokiny shromazd’ovany v zasobé v buiikach,
ale jejich produkce byva transientni v aktivovanych buiikach a je regulovana na urovni
genové exprese podle okamzité potfeby organismu nebo tkdné. N&které cytokiny vykazuji
také konstitutivni expresi. Konstitutivni produkce téchto cytokind udrzuje rovnovazny stav
obnovujicich se tkéni, v pfipad¢ nervového ¢i krvetvorného systému je vyzadovana pro
zajisténi funkce a preziti bunck.

Témét vSechny cytokiny maji mnoho riznych ucinkt (pleiotropni G€inky) a biologické
aktivity mnoha cytokinti se do zna¢né miry prekryvaji. Extrémnim ptikladem jsou LIF a TGF-
B, které plisobi na téméf vSechny somatické buiiky a to Casto s odliSnym ucinkem, ale i u
nékterych vysoce specializovanych cytokind bylo nalezeno $ir§i spektrum G¢inkd. Na druhé
stran€ se zd4, Ze je jen malo Uc¢inkd, jeZ jsou zprostiedkovany pouze jednim cytokinem a ze
vétsina jich je shodné€ vyvolana nékolika rGznymi cytokiny.

Rada pokusti na , knock-out mysich s vyfazenym genem pro uréity cytokin ukazuje,
ze jen minimum cytokinl je absolutné nezbytnych pro pieziti nebo pro spravnou funkci
efektorovych bunék. Toto zjiSténi nevypovidéa o zbytecnosti jednotlivych cytokint, ale spise o
tom, ze jejich funkce mlze byt nahrazena jinou molekulou s podobnymi u¢inky. Mnoho
cytokinii vykazuje stimulac¢ni nebo inhibi¢ni G¢inky, které mohou pisobit synergicky nebo
antagonisticky s dal§imi faktory. O vzdjemné provazaném uUc¢inku riznych cytokini v
organismu, ktery zajiStuje i pribéh velmi slozitych procesii, mluvime jako o cytokinni
regulacni siti.

Vyznaénym rysem cytokini je jejich t&inek v extrémng nizkych koncentracich (1077 -
1072 M). Uréity cytokin miize vyvolat v n&kterych piipadech opaény uéinek. Zalezi na typu
cilovych bunék, na obklopujicim mikroprostiedi, na koncentraci cytokinu a dobé& jeho
pusobeni, na stavu buniky (v klidové/ristové fazi), na ptitomnosti dalSich cytokind, dokonce
na Casové sekvenci, v jaké builkka s jednotlivymi cytokiny reagovala. Zatimco primarni
struktura riznych cytokint byva obvykle velmi odlisna, jednotlivé cytokiny byvaji v pribéhu
fylogeneze znacné konzervovany (az z 90 i vice procent). Mnoho cytokinii vykazuje
krosreaktivitu u fady savCich druhd (Clovék-mys$-krysa-prase apod.). Presto jsou nckteré
cytokiny druhové specifické.
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Nejcastéjsi deleni cytokinii byva podle jejich nejvyznamnéjsiho zdroje nebo podle
zakladni funkce. Toto rozdé€leni je tfeba chapat pomérné volné€, protoze vétSina cytokinl je
produkovana fadou bunécnych typid a také funkce daného faktoru mohou zasahovat do vice
skupin.

3.2.3.2.2 Receptory cytokini

Cytokinové receptory se obvykle skladaji ze dvou, nékdy i tfi podjednotek: jedna z
nich je zodpovédna za specifickou vazbu cytokinu, zatimco druha ¢i tieti zajiSt'uje spojeni se
signaliza¢nimi intraceluldarnimi molekulami. Tato signalizacni podjednotka byva sdilena
n€kolika riznymi cytokinovymi receptory. Na zaklad¢ toho 1ze receptory pro cytokiny sdruzit
do nékolika skupin. Jednu takovou receptorovou "rodinu" tvoii receptory pro interleukiny: IL-
2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 a IL-21, které vSechny sdileji podjednotku zvanou yc
(CD132). Podobn¢ receptory pro IL-3, GM-CSF a IL-5 sdileji spole¢nou podjennotku f3
(KH97; CDw131). Receptory pro IL-6, LIF, onkostatin a ciliarni neurotrofni faktor (CNTF)
pouzivaji shodnou signaliza¢ni podjednotku (gp130; CD130). Strukturné podobné jsou si
receptory pro interferony a receptor pro IL-10. Charakteristickou strukturu maji receptory pro
chemokiny — jejich polypeptidovy fetézec prochdzi sedmkrdt membranou a je asociovan
s trimernimi G-proteiny. Dal$i velkou skupinu receptori piedstavuji ty, které vazi cytokiny
podobné TNF, tj. receptory pro TNF, LT, NGF atd. Do této skupiny patii také receptory
CD27, CD30, CD40, OX-40 (CD134) a mnoho dalSich. Tyto receptory jsou tvofeny
oligomery (obvykle trimery) jedné podjednotky, kterd je v intracelularni Casti spojena se
signalizaénimi molekulami.

Vazba cytokinu na specificky povrchovy receptor zptisobi v receptorové molekule
konformacéni zménu (obvykle jde o agregaci alespont dvou receptorovych molekul), ktera se
projevi v intracelularni ¢asti receptoru a zahdji pfenos signalu do bunky. VétSina
cytokinovych receptorti (receptory pro vétSinu interleukint, interferony, G-CSF, GM-CSF,
nékteré  rustové  faktory) je  vintraceluldrni  ¢asti  nekovalentn¢  asociovana
s cytoplazmatickymi proteinkindzami, enzymy fosforylujicimi jiné proteiny. Po navazéani
cytokiny dojde k agregaci receptorovych molekul, pfiblizeni asociovanych kindz, jejich
vzajemné fosforylaci a tim aktivaci. Aktivované kindzy pak fosforyluji dalsi proteiny a tak
spousti signalizacni kaskady. Tyto dé&je jsou v podstaté podobné signalizaénim reakcim
spouSténymi jinymi receptory. VéEtSina cytokinovych receptori je asociovédna s
proteinkindzami skupiny Jak. Receptory pro chemokiny jsou asociovany s trimernimi G-
proteiny, u nichz je princip funkce odlisSny. Receptory pro IL-1 a pro cytokiny ze skupiny
TNF signalizuji pomoci jinych, dosud ne zcela charakterizovanych kindz a jinych
cytoplazmatickych signaliza¢nich molekul.

Vysledky signalizace pies cytokinové receptory zavisi na typu bunky, typu signalu (tj.
povaze receptoru) a na spoluplsobeni jinych signali. Koneénym disledkem mulze byt
v principu cokoli od stimulace bunééné¢ho déleni a diferenciace pies spousténi efektorovych
mechanismt (degranulace, sekrece cytokinli a jinych medidtord, aktivace membranovych
enzymi, bunéfny pohyb — chemotaxe) az po zablokovani bunééného cyklu a indukci
apoptozy [113].
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Obr. 19 Cytokiny a zanétliva odpoved. Prevzato z [115].

3.2.3.2.3 Role vybranych cytokinut a receptorii v chronické pankreatitidé

V chronické pankreatitidé jsme se zaméfili na nasledujici cytokiny: TNF-o; PDGF-
AB; TGF-p a receptor: TNF RI.

TNF-o (Tumor Necrosis Factor) je hlavnim zéastupcem skupiny zanétlivych
(prozanétlivych) cytokintl, nebot’ reguluje zanétlivé reakce. Pasobi jako endogenni pyrogeny
a aktivuje endothelie. Reguluje také expresi dalSich cytokintl, receptori a proteinti akutni faze.
Podili se na boji proti infekci a na eliminaci nddorovych bunék jako protinddorova obrana.

Cytokin PDGF-AB (Platelet Derived Growth Factor) je destickovym rdstovym
faktorem, pochazejici z ai-granuli trombocytd. Je také mitogen pro fibroblasty, hladkosvalové,
epitelidlni, endothelidlni buiiky, tedy jeho hlavni funkci je hojeni ran. Vyznacuje se také jako
chemotakticky faktor a stimuluje mitozu.

Cytokin TGF-f (Transforming Growth Factor) se fadi do skupiny transformujicich
rustovych faktorti, skupina imunoregulac¢nich cytokini a podle své funkce se fadi do skupiny
funkce spocivaji vregulaci ristu bunék a emryonalniho vyvoje, ovliviluje proliferaci,
diferenciaci a aktivaci Sirokého spektra bun¢k (zejména lymfocytll). ZvySuje syntézu proteinil
extracelularni matrix, adheznich molekul (integrintl), ma roli v hojeni ran a kosti, chemotaxi,
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reguluje produkci dalSich cytokind, inhibuje proliferaci a aktivitu T a B-lymfocytt, i nckteré
funkce monocyti. V tkanové kultufe je Gginny v koncentraci 1 - 10 pg.ml’, podany
subkutanné in vivo v davce 100 - 1 000 ng [110, 113, 114].

3.2.4 Aplikované metody k analyze oxida¢niho stresu u pacientii s CHP

Ke sledovani plazmatickych hladin markerii oxida¢niho stresu u pacienti s chronickou
pankreatitidou proti kontrolnim jedinciim v del§im casovém intervalu byly pouzity nasledujici
metody:

0 Metoda HPLC-DAD: stanoveni MDA a 4-HNE jako produkti lipidové
peroxidace.

Metoda TRAP: stanoveni antioxidacni kapacity.
Metoda ORAC: stanoveni antioxida¢ni kapacity.
Metoda stanoveni dusitanti pomoci Grieesova ¢inidla.

Metoda ELISA: stanoveni TNF-a, TNF RI, PDGF-AB, TGF-1, MPO a HA

O O O O

Princip metod je popsan v kapitolach 3.2.4.1 — 3.2.4.5. Pfesné postupy metod jsou
popsany v Experimentalni ¢asti.

3.2.4.1 Stanoveni malodialdehydu (MDA) a 4-hydroxynonenalu (4-HNE) metodou
HPLC-DAD

Produkty lipidové peroxidace — MDA a 4-HNE v plazmé pacientli s chronickou
pankreatitidou a v plazmé kontrolnich jedinci byly stanoveny metodou vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie se spektrofotometrickym UV-VIS detektorem Diode-Array
(HPLC-DAD). Pouzitd metoda stanoveni MDA a 4-HNE na HPLC-DAD byla pfevzata
z primarniho zdroje [116]. Byla optimalizovéana a aplikovana s malymi modifikacemi na naSe
laboratorni moznosti a podminky. Supernatant deproteinizované, hydrolyzované plazmy
vstupuje do reakce s reakénim cinidlem dinitrofenylhydrazinem (DNPH) dle (Obr. 20) za
vzniku pfislusnych derivatizacnich produkti MDA a 4-HNE. Principem metody je stanoveni
absorbance derivatiza¢niho produkti MDA-DNPH pfi vlnové délce 310 nm a 4-HNE-DNPH
pti vinové délce 350 nm.
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Obr. 20 Reakce s DNPH za vzniku derivatizacnich produktit MDA-DNPH a 4-HNE-DNPH.

3.24.2 Metoda TRAP (Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter)

Metodou TRAP je stanovena hodnota celkové antioxidacni kapacity, kterd vyjadiuje
koncentraéni zastoupeni vSech antioxidantl vzorku jako celku. Metody stanoveni celkové
antioxidaéni kapacity jsou zalozeny na arteficidlni tvorb¢ radikalli v testovaném biologickém
materidlu. Méfi se pak schopnost systému radikdlové reakce zastavit nebo zpomalit [4].

Metoda TRAP podle [117, 118, 119, 120] a jeji modifikace patii mezi nejpouzivanéjsi
testy antioxidacni aktivity. TRAP je luminometrickd (chemiluminiscenéni) metoda — méfi
pfimo antioxidacni kapacitu proti peroxylovému radikalu. Princip chemiluminiscen¢nich
metod spocivéa v tom, ze luminiscen¢ni proba (v naSem piipad€ luminol) reaguje s oxidantem
za vzniku intermedidtu v excitovaném stavu. Excitované elektrony piechazeji zpét na ptivodni
hladinu a pfi pfechodu vyzafi urcité kvantum svétla, které je zesileno fotonasobicem a
detekovano fotodetektorem luminometru. Svételny signal je pieveden na signal elektricky,
ktery je vyjadien v milivoltech anebo v relativnich luminiscenénich jednotkdch (RLU) —
podle typu pristroje.

Zakladem metody TRAP je produkce peroxylového radikalu termalni dekompozici
ABAP (2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid) pfi 37 °C. Detekce vznikajicich
radikald se projevi zesilenou chemiluminiscenci (CL), kterd je zprostiedkovéana piidavkem
luminiscen¢ni proby - luminolem (hydrazid kyseliny 3-aminoftalové) na luminometru.
Pfidanim vzorku s antioxidacnimi vlastnostmi dochazi k tomu, ze antioxidacni latky ve vzorku
vychytavaji peroxylovy radikal a zamezuji tak oxidaci luminolu. To se projevi jako pokles
chemiluminiscen¢niho signdlu na uroven pozadi. Jakmile se antioxidacni latky ve vzorku
vycerpavaji, signal zacina stoupat, az dosahne vrcholu piku a znovu se ustali na stabilni tirovni az
do vyc€erpani zdroje peroxylového radikdlu. Tato doba je pfimo umérna antioxidacni kapacité
testované latky. Z CL kifivky je jako parametr této kapacity odCitana doba dosazeni 50%
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puvodniho signalu. Pro posouzeni antioxidacni kapacity extraktu je pouzivano standardni
mnozstvi troloxu, ktery vychytava peroxylové radikély (jedna molekula troloxu neutralizuje dva
peroxylové radikaly). Z hodnot dosazZeni 1/2 piku (50% CL signal) pro dany vzorek a pro Trolox
se vypocte celkova antioxida¢ni kapacita vzorku [121].

3.2.4.3 Metoda ORAC

Je fluorescencni metoda — méfi piimo antioxidacni kapacitu proti peroxylovému
radikalu generovaného z AAPH 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid pti 37 °C. Jako
fluorescencni proba je pouzit fluorescein (FL). Ztrata fluorescence (FL) indikuje stupen
poskozeni vzorku (plazmy) zreakce speroxylovym radikdlem. Protektivni ucinek
antioxidantu je vyhodnocen z plochy pod naméienou fluorescencni kiivkou a je srovnan proti
blanku, ve kterém neni antioxidant pfitomen. Jako standard je pouzit 1uM Trolox. Vysledek
je vyjadien jako ekvivalent Troloxu. Fluorimeter detekuje pfi nastaveni: excitacni vinova
délka = 485 nm a emisni vlnova délka = 520 nm. Vysledné namétené hodnoty jsou ve
skute¢ném Case méfeni v minutach a jsou prepocitany (vztazeny, tedy podé€leny) k pocatecni
hodnoté fluorescence. Poté jsou jednotky AUC spocitany dle:

AUC = 1+f1/f0+f2/f0+ f3/fo+ ...... + fn/fo
ORAC hodnota = [(AUCvzorek — AUCblank)/ (AUCTmlOX — AUCblank] X (molarita
Troloxu/molarita vzorku)

3.2.4.4 Stanoveni dusitania

Dusitany (NO;") v krevni plazmé byly stanoveny spektrofotomerickou metodou pii
vlnové délce 546 nm po reakci plazmy s Griessovym Cinidlem dle [122].

3.24.5 ELISA

Stanoveni TNF-a, TNF RI, PDGF-AB, TGF-1, MPO a HA bylo provedeno metodou
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). ELISA je jednou z nejpouzivanéjSich
imunologickych metod slouzicich k detekci protilatek a dalSich latek bilkovinné povahy.
Metoda funguje na bazi imunoenzymatické reakce. Tato metoda, stejné jako vSechny ostatni
imunochemické metody, vyuziva interakce antigenu se specifickymi protilatkami in vitro za
tvorby imunokomplexu antigen-protilatka. Stanoveni tohoto komplexu je umoZnéno
navazanim vhodné znacky (v tomto pfipadé enzymu) na jednoho z imunoreaktantii. ELISA
vyuziva dvou zakladnich vlastnosti imunoglobulini (IgGy - nejhojngjsi tfida protilatek v krvi
a tkanovém moku savcll). Za prvé je to schopnost proteint (tedy imunoglobulintl) vazat se na
povrch umélych hmot (napt. na jamky Maxisorb miktrotitracni desky) a v druhé fad¢ pak
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schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul. Pro prikaz
specifickych protilatek i antigent existuje Siroké spektrum riznych modifikaci ELISA testu:

e Prima ELISA - pro detekci antigenu.

e Neprima ELISA - pro deteci specifickych protilatek.

e Prima sendvicova ELISA - pro detekci antigenu.

e Neprima sendvicova ELISA - pro deteci specifickych protilatek.

Zakladnimi slozkami ELISA analyzy jsou:

~

Antigen: detekovany v testovaném vzorku nebo zndmy (komeréné ptipravovany).

Protilatka: detekovana v testovaném séru nebo znama (komeréné pfipravovana).

3. Konjugat: jednd se opét o protilatku proti protildtce (konkrétné proti druhové
specifickym imunoglobuliniim pfislusného izotypu (proti IgG, IgM, IgA), na kterou je
navazany enzym (konjugovana enzymem).

4. Substrat: je chemicka latka, ktera reaguje s enzymem — kolorimetricka reakce.

N

Pro vSechny zminéné markery byla pouzita nepiima sedvicova ELISA analyza a jeji
princip je znazornén na (Obr. 21).
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Obr. 21 Princip metody ELISA. Prevzato z [123, 124].

V prvnim kroku je mikrotitra¢ni deska potaZena ,,Capture Antibody* (1. protilatka),
kterd se naadsorbuje na stény jamek. Nasledné jsou do jamek pfidany vzorky plazmy a
standardy. Pfitomny analyt je zachycen a navazén na zafixovanou 1. protildtku. Nenavazany
material je z jamek odmyt. V druhém kroku je do jamek ptfidana ,,Detection Antibody* (2.
protilatka) znacend HRP (Horseradish Peroxidase) - kfenovou peroxiddzou, kterd se navaze
na zachyceny analyt. 2. protilatka, kterd se nenavaze, je z jamek odmyta. Ve tfetim kroku je
do jamek pfiddm TMB substrat (tetramethylbenzidin) a dojde k barevné reakci, kdy se obsah
jamky zbarvi modfe a intenzita zbarveni je imérnd mnozstvi pfitomného analytu ve vzorku.
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Ptidavkem kyseliny sirové je reakce analytu s TMB substratem zastavena a dojde opét
k barevné reakci, kdy se modra zbarvi ve zlutou. Findlnim krokem je spektrofotometrické
stanoveni absorbance této Zluté barvy pii vinové délce 450 nm s nastavenou referencni
vinovou délkou 575 nm [124].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

Béhem jednotlivych metod ke stanoveni vybranych parametri oxidac¢niho stresu byly
pouzivany chemikalie uvedené v Tab. 6.

Vsechny reakéni Cinidla a chemikalie, které byly pouzity béhem analyz, byly vysoké
analytické Cistoty. VSechna pouzita organicka rozpoustédla byly HPLC kvality.

Tab. 6 Seznam chemikalii pouZitych v jednotlivych metodach.

Metoda Chemikalie Vyrobce
Analyza HPLC-DAD voda CHROMASOLV® Plus Sigma-Aldrich Ltd.; USA
(MDA 4-HNE) (pro HPLC)
methanol G CHROMASOLV™ Sigma-Aldrich Ltd.; USA

(pro gradientovou eluci, ACS)

acetonitril CHROMASOLV® Sigma-Aldrich Ltd.; USA
(pro gradientovou eluci, pro HPLC)

kyselina trichloroctova (TCA) Fluka-Biochemika
(Sigma-Aldrich Ltd.;
USA)

2,4 — dinitrofenylhydrazin (DNPH)  Lachema; CR

dihydrogenfosfore¢nan draselny Lachema; CR

(KH,PO4)

kyselina chlorovodikova (HCI) Penta; CR
TRAP roztok fosfatového pufru (PBS):

hydrogenfosfore¢nan disodny Penta; CR

dodekahydrat p.a. (Na,HPO4.12H,0)

kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8- Sigma-Aldrich Ltd.; USA
tetramethyl-chrome-2-karboxylova

(Trolox)

2,2-azobis(2-aminopropan)- Sigma-Aldrich Ltd.; USA
-hydrochlorid (ABAP)
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ORAC

Stanoveni dusitanu
v plazmé

ELISA stanoveni
(TNF-a, TNF RI,
PDGF-AB, TGF-1
hyaluronanu,
myeloperoxidazy )

3-aminoftalhydrazid (Luminol)
fluorescein disodny (FL-Na,)

fosfatovy pufr
(75 mM smés NaH,P0,4 . 12 H,O
a Na,HPOy4; pH 7,4)

2,2-azobis(2-aminopropan)-
-hydrochlorid (ABAP)

kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-chrome-2-karboxylova
(Trolox)

Griessovo ¢inidlo
dusitan sodny (NaNO,)
bovinné fetalni sérum

fosfatovy pufr (PBS):

chlorid sodny p.a. (NaCl)
chlorid draselny p.a. (KCI)
hydrogenfosfore¢nan disodny

dodekahydrat p.a. (Na,HPO4.12H,0)

dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a.
bovinny serum albumin (BSA)

Tween 20

kyselina sirova p.a. (H2SO4; 95%)

s(HS)tetramethylbenzidin substrat
(s(HS) TMB substrat)

ELISA soupravy
19G8 — monoklonalni protilatka

Anti-Myeloperoxidase Rabbit pAb
(polyklondlni)
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Sigma-Aldrich Ltd.; USA

Penta; CR

Sigma-Aldrich Ltd.; USA

Sigma-Aldrich Ltd.; USA

Sigma-Aldrich Ltd.; USA
Sigma-Aldrich Ltd.; USA
Sigma-Aldrich Ltd.; USA
Penta; CR

Lachema; CR

Penta; CR

Lachema; CR
Sigma-Aldrich Ltd.; USA
Fluka-Biochemika
(Sigma-Aldrich Ltd.;
USA)

Onex; CR

SDT; Nemécko

R&D Systems; USA
Sigma-Aldrich Ltd.; USA

Calbiochem; Némecko



Antirabbit IgG protilatka Sigma-Aldrich Ltd.; USA
MPO free plasma Hytest Ltd.; Finsko

standard MPO PNP (Planta Natural
Products); Rakousko

4.2 Instrumentace

Béhem jednotlivych metod ke stanoveni vybranych parametr oxidac¢niho stresu byly
pouzity pristroje a pomucky uvedené v Tab. 7.

Tab. 7 Seznam pftistroji pouzitych v jednotlivych metodach.

Metoda Pristroj Vyrobce
Analyza HPLC-DAD kapalinovy chromatograf Agilent Technologies; USA
(MDA 4-HNE) Agilent 1100 Series

with Diode Array Detector

TRAP luminometr Berthold; Némecko
Orion Microplate Luminometer

ORAC fluorimetr SLT TECAN; Rakousko
Tecan INFINITE M200

Stanoveni dusitant spektrofotometr SLT TECAN; Rakousko

v plazmé Thermo Spectra RAINBOW

ELISA stanoveni: promyvacka SLT TECAN; Rakousko
SLT Labinstruments
Columbus 3109.000

Dal3i laboratorni magnetickd michacka LAVAT; CR

pfistroje, pomtcky LAVAT Chotutice MM4

a material
vortex MS 3 basic IKA®; Némecko
centrifuga 5417 R Eppendorf; Némecko
pH metr HANNA Instruments; Italie
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HANNA Instruments pH 211

EDTA odbérové zkumavky Sarstedt; Némecko

na plnou krev (7,5 ml)

SPE kolonky — DSC-C18 Discovery™;

(50mg) Sigma-Aldrich Ltd.; USA

4.2.1 Kapalinovy chromatograf Agilent Series 1100

Kapalinovy chromatograf Agilent Series 1100 je zobrazen na (Obr. 22).

&an

-—

Kehivner
(rezervodr mobilni fiize)

Vakrova odplyiiovacs

Jednotke (degases,

odplyitovac s prrpor)
+ Kwvastérns cerpadlo

DavEkovad njektor)
vzorks

Termostatove oddélernd
pro vzorky

Terrmostatovaie
oddéleni kolon

Detefzor DAD

Obr. 22 Kapalinovy chromatograf (Agilent Technologies 1100). Prevzato z [125].

Vakuova odplynovaci jednotka — degasér obsahuje Ctyfkandlovy vakuovy kontejner
s plastickymi membranami a vakuové kvartérni Cerpadlo, které vytvoii ve Ctyfech kanalech
kontejneru podtlak. Vakuum se méti tlakovym c¢idlem, které zapind a vypina cerpadlo podle
zjisténého stavu vakua. Kvartérni Cerpadlo nasava rozpoustédla ze zadsobnich lahvi v kabinetu
do specialnich plastickych trubkovych membran vakuového kontejneru. Priichodem témito
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trubicemi se zrozpoustédel odsdvaji plyny do vakua. Na vystupu zdegaséru jsou
rozpoustédla zbavena prakticky Gplné vSech rozpusténych plynt.

Kvatérni cerpadlo obsahuje vysokorychlostni proporciondlni ventil a jednotku
cerpadla. Provadi gradientové miseni rozpoustédel za nizkého tlaku.

Termostatové oddéleni kolon je uréeno k regulaci teploty, tedy k fizenému vytdpéni
nebo ochlazovani  chromatografickych  kolon scilem dosdhnout co  nejlepsi
reprodukovatelnost retencnich Casti.

Spektrofotometricky detektor Diode-Array (DAD) je schopen kontinudlné sledovat
celé spektrum UV-VIS v rozmezi vinovych délek 190 — 950 nm. Nebot pracuje s deuteriovou
(pro UV oblast), s wolframovou lampou (pro VIS oblast a blizkou infra¢ervenou oblast). Tyto
lampy s vysokou intenzitou zaji$t'uji nizké detekcni limity. Principem metody HPLC-DAD je
detekovana absorbance stanovovaného analytu. Schéma optického systému DAD je uvedeno
na (Obr. 23) [126].

Wolframova lampa
Spojovaci éocka
Deuteriova lampa
Achromat {zdrojova éofka)
Filir s oxidem holmitym
Kyveta

Spelaralni éofka

Stérhina

Diode Array (pole diod)

Bl A el

Miiika

Obr. 23 Opticky system DAD. Prevzato z [125].
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4.3 Charakteristika pacientii s CHP

Do nasi studie bylo zahrnuto 113 pacientd s chronickou pankreatitidou, ktefi jsou
stalymi pacienty Interni hepatogastroenterologické kliniky Fakultni nemocnice Brno
(Lékarské fakulty MU Brno) a 63 zdravych jedinci jako kontrolnich subjekti. Soubor
pacientil sestava z 39 Zen a 74 muzl primérného véku 47,6 £ 12,5 let. Etiologie pacient byla
90 ptipadt s idiopatickou formou CHP, 22 ptipadi s alkoholickou CHP a 1 pfipad
s hereditarni formou CHP. U vSech pacientli bylo provedeno endosonografické vySetieni
pankreatu a dle stupn¢ zavaznosti poskozeni pankreatu lze pacienty roztfidit na 73 piipada
s lehkou CHP a 40 ptipadi s t¢Zkou CHP. Kontrolni skupina sestdvala z 42 Zen a 21 muzi
pramérného véku 41,6 £ 9,9 let. Tato studie byla schvalena Institucionalni etickou komisi
Fakultni nemocnice vBrné, CR a od vsech ucastnikii studie byl ziskan souhlas
s poskytovanim informaci o ziskanych vysledcich.

4.4 Odbér plazmy pacientiim s CHP a kontrolnim jedinciim

PIna krev byla odebirana pacientim a vSem kontrolnim jedinctim z loketni Zily do
odbérovych EDTA zkumavek (Sarstedt, Germany). Vzorky plné krve byly ihned
centrifugovany (5 000 G, pfi pokojové teploté, po dobu 10 min), ziskand plazma byla
odebrana, alikvotn¢ rozplnéna do plastovych mikrozkumavek (Eppendorf, Némecko;
s ptidavkem 1,96 mM BHT pro stabilizaci vzorku plazmy pro analyzu HPLC-DAD),
okamzité zamrazena v tekutém dusiku a nasledn& uchovavana pii teploté -80 °C az do
naslednych analyz.

U pacientii s CHP bylo provedeno celkem pét odbérid, pfiCemz Casovy interval mezi
jednotlivymi odbéry €inil vzdy Sest mésica.

Soucasné byla pacientim a vS§em kontrolnim jedincim z loketni Zily odebirana také
krev na zakladni biochemické vySetfeni a krevni obraz. Tyto parametry byly stanoveny
standardnimi analyzami v laboratofich Interni hepatogastroenterologické kliniky Fakultni
nemocnice Brno. Po odborné konzultaci byly vybrany nésledujici parametry, které jsou
rozhodujici v zanétlivém procesu CHP a to: z hematologickych parametrt - leukocyty (WBC
= White blood cells) a z biochemickych parametrti - pankreaticka amylaza (PAMS), amylaza
(AMS), CB protein, cholesterol, triglyceridy (TG), HDL-cholesterol (HDL-chol), LDL-
cholesterol (LDL-chol) a C-reaktivni protein (CRP). Tyto hematologické a biochemické
parametry byly vyhodnoceny a porovnany s kontrolnimi jedinci a s markery oxida¢niho stresu
ovlivityjiciho pribéh CHP.

4.5 Stanoveni malondialdehydu (MDA) A 4-hydroxynonenalu (4-HNE)
metodou HPLC-DAD

Produkty lipidové peroxidace — MDA a 4-HNE v plazmé pacienti s chronickou
pankreatitidou a u kontrolnich jedinci byly stanoveny metodou vysokoucéinné kapalinové
chromatografie se spektrofotometrickym UV-VIS detektorem Diode-Array (HPLC-DAD) na
kapalinovém chromatografu Agilent Series 1100 (viz. Kap. 4.2.1, Obr. 22). Pouzita metoda
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stanoveni MDA a 4-HNE na HPLC-DAD byla pfevzata z primarniho zdroje [83]. Byla
optimalizovana a aplikovana s malymi modifikacemi na nase laboratorni moznosti a
podminky. Principem metody je stanoveni absorbance derivatiza¢niho produktu MDA-DNPH
pti vinové délce 310 nm a 4-HNE-DNPH pfi vinové délce 350 nm.

4.5.1 Predpriprava plazmy

Plazma pacientli s chronickou pankreatitidou byla deproteinizovana (15% TCA) a
hydrolyzovana kyselinou chlorovodikovou (HCI). Tato reakéni smés byla inkubovana ve
vodni lazni pii 60 °C po dobu 40 min. Poté byla centrifugovana (16 000G, 4 °C, 10 min) a
ziskany supernatant byl ndsledné pouzit k analyze na HPLC-DAD.

4.5.2 Analyza HPLC-DAD

100 pl nebo 200 pl reakéniho ¢inidla DNPH (5 mM DNPH/2 M HCI) bylo pfidano
k 600 pl supernatantu pro vznik derivatizacnich produktt MDA-DNPH nebo k 1000 pl
supernatantu pro vznik derivatizanich produkti 4-HNE-DNPH. Tato reakéni smés byla
inkubovana po dobu 60 min pii laboratorni teploté¢ bez pfistupu svétla. 4-HNE-DNPH
produkty byly extrahovany pomoci SPE kolonek (DSC-C18; 50 mg; Discovery”; Sigma-
Aldrich Ltd.; USA), které bylo nutno nejdiivé kondiciovat 1 ml methanolu (G
CHROMASOLV®; Sigma-Aldrich Ltd.; USA) a poté¢ 1 ml 25 mM KH,PO, pro potvrzeni
kyselé matrice vzorku supernatantu o pH 3. Zakoncentrované 4-HNE-DNPH produkty byly
eluovany 300 ul acetonitrilu (CHROMASOLV®; Sigma-Aldrich Ltd.; USA). Poté byly
pouzity stejn¢ jako produkty MDA-DNPH, které nebylo nutno zakoncentrovavat, pro piimy
nastiik na kolonu CogentTM Bidentate C18 (4,2 um, 4,6 x 150 mm, [.D.) s pfedkolonkou
MetaGuard Polaris-C18 (5 um, 4,6 mm). Zakladni slozeni mobilni faze (MF) bylo acenonitril
(CHROMASOLV®; Sigma-Aldrich Ltd.; USA) - voda CHROMASOLV® Plus; Sigma-
Aldrich Ltd.; USA) — 0,2 % kyselina octova. Podminky separace obou DNPH-derivata
aldehydi (MDA-DNPH and 4-HNE-DNPH) jsou uvedeny v 7ab. 8.

Tab. 8 Podminky stanoveni MDA (MDA-DNPH) a 4-HNE (4-HNE-DNPH).

Parametr MDA (MDA-DNPH) 4-HNE (4-HNE-DNPH)
Prutok MF 1 ml.min™ 1 ml.min™
Eluce izokraticka gradientova
Slozeni MF 40 : 60 : 0,1 v/v/v 50:50:0,2 v/viv
(ACN : H20 : CH;COOH) (ACN : H20 : CH3COOH)

(gradient: 0 min: 50 : 50 : 0,2 v/v/v
20 min: 80 : 20 : 0,2 v/v/v)

Teplota na kolon¢ 30°C 30°C
Temperovani vzorki 20°C 20°C
Nasttik na kolonu 100 ul 100 pl
VInova délka 310 nm 350 nm
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Koncentrace MDA a 4-HNE byly vyhodnoceny z odectenych ploch piislusnych pika
chromatogramli za pouziti externi kalibrace. Kalibra¢ni kiivka standardi MDA byla
v koncentracich : 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 40 a 50 pmol.l'l. Kalibra¢ni kiivka standarda
4-HNE byla v koncentracich : 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 5; 10; 20; 25; 50 a 100 umol.l'l.
Koncentrace MDA a 4-HNE v plazmé byly vyjadieny v jednotkach pmol.1".

4.6 Antioxida¢ni kapacita plazmy

4.6.1 Metoda TRAP

Reakéni smés — 160 pl PBS, 16,8 pl luminolu a 6,8 pl vzorku plazmy/standardu
Troloxu byla preinkubovana v luminometru pii 37 °C. Po inkubaci bylo do reakéni smési
ptfidano 16,8 ul ABAPU. ABAP se zacne tepelné¢ rozkladat a produkovat peroxylovy radikal.
Antioxidacni latky ve vzorku zaCnou vychytavat peroxylovy radikal a zamezuji oxidaci
luminolu. Vyhodnoceni antioxidacni kapacity zluminiscen¢ni kiivky je popsan v Kap.
3.2.4.2. Pro ziskani hodnoty TRAPu jsme pouzili nasledujici vypocet: /2 pik-time vzorku / /2
pik-time Troloxu * koeficient (dle objemu vzorku — v naSem ptipadé koeficient ¢ini 800). Pro
odecteni 2 pik-timu byl pouzito programu a funkce makra. Jako kontrola slouzi samotny
ABAP, ktery je odecitan od vzorkli plazmy. Koncentrace antioxida¢ni kapacity plazmy byly
vyjadfeny v jednotkach pmol.l™”.

4.6.2 Metoda ORAC

Reakéni smés — 170 pl FL-Na, (6,3.10% umol.I") a 10 pl vzorku plazmy/standardu
Troloxu byla preinkubovano ve fluorimetru Tecan INFINITE M200 (SLT TECAN;
Rakousko) pii 37 °C. Byl zméfen optimalni ,,gain“ fluorimetru pro analyzované vzorky
plazmy a po pfidavku 20 ul ABAPU bylo zahdjeno méfeni vzorkd. Jako negativni kontrola
slouzilo 200 pl fosfatového pufru bez ptfidavku ABAPU a jako pozitivni konrola slouzilo 170
ul FL (6,3.10 pmol.I"") s 30 pl fosfatového pufru také bez piidavku ABAPU. Jako blank
slouzila reakéni smés - 170 ul FL (6,3.107 umol.I""), 10 pl fosfatového pufru a 20 pl ABAPU.
Kalibra¢ni kfivka standardii Troloxu byla v koncentracich: 12,5; 25; 50; 100 a 200 pmol.I'l.
Mg¢teni trvalo 60 min a kazdou minutu byla zméfena fluorescence vzorkti. Vyhodnoceni
antioxidaéni kapacity vzorki z fluoroscenéni kiivky je popsan v Kap. 3.2.4.3, pficemz je do
vyhodnoceni zahrnuta i externi kalibrace Troloxu. Koncentrace antioxida¢ni kapacity plazmy
byly vyjadieny v jednotkach pmol.I".
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4.6.3 Porovnani antioxida¢ni kapacity metodou TRAP a ORAC

V ramci aplikaci metod uréenych k analyze oxidac¢niho stresu jsme srovnali metodu
TRAP a ORAC v biologickém materidlu. Obéma témito metodami byla stanovena a
porovnana antioxidacni kapacita ve 108 vzorcich plazmy pacienti s CHP z 1. odbéru. Po
vyhodnoceni a porovnani dat bylo ziejmé, zZe metoda TRAP je citlivéjsi ve srovnani
s metodou ORAC. Proto byla v dalSich analyzach pouZivana pouze metoda TRAP.

4.7 Stanoveni dusitanu

Vzorky plazmy byly deproteinizovany centrifugaci (16 000 G, pii laboratorni teploté,
15 min) a nésledné ihned pipetovany do mikrotitraéni desky. Reakéni smés — 150 pl
deproteinizovaného vzorku plazmy/standardu NaNO, a 150 ul Griessova cinidla (Sigma-
Aldrich Ltd.; USA) byla inkubovéno pii pokojové teploté po dobu 30 min v temnu a poté byla
zmeétena absorbance vzorkil na spektrofotometru Thermo Spectra RAINBOW (SLT TECAN;
Rakousko) ptfi vlinové délce 546 nm. Koncentrace dusitanii ve vzorcich plazmy byly
vyhodnoceny pomoci externi kalibrace. Kalibra¢ni kfivka standardu NaNO, byla fedéna
v bovinném fetalnim séru v koncentracich: 0; 0,41; 0,81; 1,63; 3,25; 6,5; 13 a 26 ;,Lmol.l'l.
Koncentrace dusitant v plazmé byly vyjadieny v jednotkach pmol.l"".

4.8 ELISA

Metodou ELISA bylo provedeno stanoveni TNF-a, TNF RI, PDGF-AB, TGF-f1,
MPO a HA v krevni plazmé. Na pfisluSné cytokiny, receptor a HA byly pouzity komeréné
vyrobené ELISA soupravy (R&D Systems; USA) a postupovalo se dle prilozenych protokold
od firmy R&D Systems. Princip téchto stanoveni byl popsan v Kap. 3.2.4.5. Koncentrace
TNF-a, TNF RI, PDGF-AB, TGF- a HA ve vzorcich plazmy byly vyhodnoceny pomoci
externi kalibrace. Kalibra¢ni kiivka standardu TNF-a byla fedéna v koncentracich: 0; 2.5; 5;
10; 30; 90; 270 a 540 pg.ml’l. Kalibra¢ni ktivka standardu TNF RI byla fedéna v
koncentracich: 0; 20; 40; 80; 160; 320; 640 a 960 pg.ml'l. Kalibra¢ni kiivka standardu PDGF-
AB byla fedéna v koncentracich: 0; 10,4; 20,8; 41,7; 83,3; 166,7; 333,3 a 500 pg.ml'].
Kalibra¢ni ktivka standardu TGF-B1 byla fedéna v koncentracich: 0; 31,25; 62,5; 125; 250;
500; 1 000 a 2 000 pg.ml”. Kalibraéni kiivka standardu HA byla fedéna v koncentracich: 0;
8,8;13,2; 19,8; 29,6; 44,4; 66,7 a 100 ng.ml'l.

Pouze stanoveni MPO vyzadovalo optimalizaci ELISA protokolu, nebot nebylo
provedeno komeréné zakoupenou soupravou. Princip stanoveni zistava stejny viz. popis
v Kap. 3.2.4.5, pricemz jako ,,Capture Antibody“ byla pouzita 19G8 — monoklonalni
protilatka (Sigma-Aldrich Ltd.; USA) v koncentraci 3,3 pg.ml”, jako ,Detection Antibody*
byla pouzita Anti-Myeloperoxidase Rabbit pAb (polyklonélni; Calbiochem; Némecko)
v koncentraci 6 ug.ml” a na misto Streptavidinu-HRP byla pouzita 3. protilatka Antirabbit
IgG protilatka (Sigma-Aldrich Ltd.; USA) v koncentraci 5 pg.ml”. Koncentrace MPO ve
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vzorcich plazmy byly vyhodnoceny pomoci externi kalibrace. Kalibra¢ni kiivka standardu
MPO byla fedéna v MPO free séru (v bezmyeloperoxidazovém séru) v koncentracich: 0;
0,312; 0,625; 1,25; 2,5;5;10a 20 ng.ml'l. Koncentrace MPO, HA a vSech ostatnich cytokinli
a receptoru v plazmé byly vyjadieny v jednotkach ng.ml™.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Na (Obr. 24 — 47) byly graficky znazornény nejvyznamnéj$i imunologické,
biochemické a hematolotogické vysledky z hlediska oxida¢niho stresu a chronického zanétu u
pacientll s CHP. Prehled vSech analyzovanych parametrl je uveden v Tabulkach 9 - 14.

5.1 L. odbér pacientii s chronickou pankreatitidou

Odbéry krve souboru 108 pacientli s CHP byly uskutecnény béhem 10 dnli na Interni
hepatogastroenterologické klinice Fakultni nemocnice Brno (Lékaiska fakulta MU Brno).
Prvni odbéry probihaly na pfelomu cervna a cervence 2007. V nasledujicim grafickém
vyhodnoceni jsou zndzornény hodnoty (primér + S.E.M.) jednotlivych markerti oxida¢niho
stresu a zanétu v plazmé pacienti s CHP v 1. odbéru v porovnani s hodnotami (primér +
S.E.M.) zdravych jedinct (kontrol) (Obr. 24 (a-j)). Data byla statisticky analyzovana
Studentovym t-testem. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 24 (a-j) Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitanii, TNF-o, TNF RI, PDGF-AB,
TGF-pI, HA a MPO vplazmé (1. odbér). Znazornéna data predstavuji
prumérné hodnoty = S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P <

0,05) v porovnani s kontrolou.
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Koncentrace MDA, 4-HNE, dusitan, TNF RI a HA byly vyznamné zvySeny ve
srovnani s kontrolou. Pouze mirnég, statisticky nevyznamné vys$$i koncentrace v porovnani
s kontrolou vykazovaly parametry TRAP, PDGF-AB, TGF-f1 a MPO. Naopak koncentrace
prozanétlivého cytokinu TNF-a byla vyznamné nizsi ve srovnani s kontrolou.

5.2 1L odbér pacientii s chronickou pankreatitidou

Odbéry krve souboru 110 pacientti s CHP byly uskuteénény béhem 10 dnii na Interni
hepatogastroenterologické klinice Fakultni nemocnice Brno (Lékatskd fakulta MU Brno).
Druhé odbéry probihaly vlednu 2008. V nasledujicim grafickém vyhodnoceni jsou
znadzornény hodnoty (primér + S.E.M.) jednotlivych markeri oxida¢niho stresu a zanétu
v plazmé¢ pacienti s CHP ve II. odbéru v porovnani s hodnotami (pramér + S.E.M.) zdravych
jedinct (kontrol) (Obr. 25 (a-j)). Data byla statisticky analyzovana Studentovym t-testem.
Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani s kontrolou.

0,50 " 0,25
*
0,40 £ 020 T
B E
g 030 E_ 0,15 A
>4 =
g 0,20 é 0,10 T
= 0,10 - <+ 005
0,00 I 0,00
@ Zdravi jedinci (kontrola) O Zdravi jedinci (kontrola)
£ Pacienti s CHP O Pacienti s CHP
- % - J
( ©) (@)
1600 % 2,00 *
— 1400 — 1,80 1
- | = = 1060 - T
—= 1200 = S 140 -
(=) == E B J_
g 1000 3 1,20 1
3 800 - = 1,00
g £
= 400 5 o0 T
a 040 T
200 0,20
0 0,00
@ Zdravi jedinci (kontrola) @ Zdravi jedinci (kontrola)
0 Pacienti s CHP O Pacienti s CHP
- L/ - ™

-64 -



( ©) M)
4,50
4,00 *
v—I'A ",‘: 3,50 n
b g 3,00:
NS 2,50
= 3 >
z Z 150 -
= 1,00 -
0,50
0,00 - =
@ Zdravi jedinci (kontrola) W Zdravi jedinci (kontrola)
Pacienti s CHP £ Pacienti s CHP
\ J \ J
4 ) 4 )
(2) (h)
7,20 16,20 -
- 6407 1440 - *
=, 560 1 . 12,60 - +
3 4,80 2 10,30 1 T
i = 1
ﬁ 4,00 = 9,00
= 3,20 1 g— 7,20
8 2,40 QO 540
= 1,60 = 3,60 -
0,80 1 1,80 1
0,00 - 0,00
W Zdravi jedinci (kontrola) O Zdravi jedinci (kontrola)
Bl Pacienti s CHP O Pacienti s CHP
\ J \ Y
/ AN o)
(i) 1)
140 *
120 1 T
100 2
) i
3 80
< 60
==
40 T
20
0
O Zdravi jedinci (kontrola) @ Zdravi jedinci (kontrola)
O Pacienti s CHP O Pacienti s CHP
\ J \ J

Obr. 25 (a-j) Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitanii, TNF-o, TNF RI, PDGF-AB,
TGF-pI, HA a MPO vplazmé (Il. odbér). Znazornéna data predstavuji
prumeérné hodnoty + S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P <
0,05) v porovnani s kontrolou.

Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitani, TNF RI, TGF-B1, HA a MPO byly
vyznamné zvySeny v porovnani s kontrolou. Nevyznamné vyssi koncentraci ve srovnani
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s kontrolou vykazoval parametr PDGF-AB. Naopak koncentrace prozanétlivého markeru
TNF-a byla nevyznamné nizsi ve srovnani s kontrolou.

5.3 IIIL odbér pacientti s chronickou pankreatitidou

Odbéry krve souboru 104 pacientti s CHP byly uskute¢nény béhem 10 dnii na Interni
hepatogastroenterologické klinice Fakultni nemocnice Brno (Lékatskd fakulta MU Brno).
Treti odbéry probihaly na pfelomu cervna a cervence 2008. V nasledujicim grafickém
vyhodnoceni jsou zndzornény hodnoty (prumér + S.E.M.) jednotlivych markeri oxida¢niho
stresu a zanétu v plazmé pacientd s CHP ve III. odbéru v porovnani s hodnotami (primér +
S.E.M.) zdravych jedincii (kontrol) (Obr. 26 (a-j)). Data byla statisticky analyzovédna
Studentovym t-testem. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 26 (a-j) Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitanii, TNF-o, TNF RI, PDGF-AB,
TGF-p1, HA a MPO v plazmé (Ill. odbér). Znazornéna data predstavuji
primeérné hodnoty * S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P <
0,05) v porovnani s kontrolou.

Vyznamné zvySené hladiny v porovnani s kontrolou byly u parametrit MDA, 4-HNE,
dusitanti, TNF RI, HA a MPO. Pouze mirn¢ zvySenou koncentraci ve srovnani s kontrolou
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vykazoval parametr TRAP. Koncentrace cytokinu TGF-B1 byla na srovnatelné hladiné jako
zdravi jedinci. Koncentrace prozanétlivého cytokinu TNF-a spole¢né s ristovym cytokinem
PDGF-AB byly u pacientii s CHP mirné niz$i ve srovnani s kontrolou.

5.4 IV. odbér pacientii s chronickou pankreatitidou

Odbéry krve souboru 102 pacientli s CHP byly uskutecnény béhem 10 dnli na Interni
hepatogastroenterologické klinice Fakultni nemocnice Brno (Lékaiska fakulta MU Brno).
Ctvrté odbéry probihaly v lednu 2009. V nasledujicim grafickém vyhodnoceni jsou
znadzornény hodnoty (prumér £ S.E.M.) jednotlivych markeri oxida¢niho stresu a zanétu
v plazmé pacienti s CHP ve IV. odbéru v porovnani s hodnotami (primér + S.E.M.) zdravych
jedincti (kontrol) (Obr. 27 (a-j)). Data byla statisticky analyzovana Studentovym t-testem.
Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani s kontrolou.
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Obr. 27 (a-j) Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitanii, TNF-o, TNF RI, PDGF-AB,
TGF-f1, HA a MPO v plazmé (IV. odbér). Znazornéna data predstavuji
primeérné hodnoty * S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P <

0,05) v porovnani s kontrolou.
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Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitand, TNF RI, HA a MPO byly vyznamné
zvySeny v porovnani s kontrolou. Koncentrace cytokinu TGF-B1 v plazmé pacienti s CHP
byla opé€t na srovnatelné hladiné se zdravymi jedinci. Hladiny prozanétlivého cytokinu TNF-
a spolecné s rustovym cytokinem PDGF-AB byly u pacienti s CHP vyznamné niz$i ve
srovnani s kontrolou.

5.5 V. odbér pacientii s chronickou pankreatitidou

Odbéry krve souboru 93 pacientli s CHP byly uskute¢nény béhem 10 dnli na Interni
hepatogastroenterologické klinice Fakultni nemocnice Brno (Lékaiska fakulta MU Brno).
P4té odbéry probihaly na pielomu cervna a cervence 2009. V ndsledujicim grafickém
vyhodnoceni jsou zndzornény hodnoty (primér + S.E.M.) jednotlivych markerti oxida¢niho
stresu a zanétu v plazmé pacientd s CHP v V. odbéru v porovnani s hodnotami (primér +
S.E.M.) zdravych jedinct (kontrol) (Obr. 28 (a-j)). Data byla statisticky analyzovana
Studentovym t-testem. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 28 (a-j) Koncentrace MDA, 4-HNE, TRAP, dusitanii, TNF-o, TNF RI, PDGF-AB,
TGF-p1, HA a MPO v plazmé (V. odbér). Znazornéna data predstavuji
priameérné hodnoty * S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P <

0,05) v porovnani s kontrolou.
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Vyznamné zvySené hladiny v porovnani s kontrolou byly u parametrit MDA, 4-HNE,
TRAP, dusitan, TNF RI, HA a MPO byly. Pouze nevyznamné vyssi koncetraci ve srovnani
s kontrolou vykazoval parametr TGF-B1. Hladiny prozanétlivého cytokinu TNF-a spolecné
s rastovym cytokinem PDGF-AB byly u pacientd s CHP statisticky nevyznamné niz$i v
porovnani s kontrolou.

5.6 Porovnani jednotlivych markeri v delSim ¢asovém intervalu

U pacienti s CHP bylo provedeno celkem pét odbérti krve, ptfi€¢emz Casovy interval
mezi jednotlivymi odbéry €inil vzdy Sest mésict. V nasledujicich grafickych vyhodnocenich
byly znazornény plazmatické hladiny markerti oxidac¢niho stresu a zdnétlivého procesu u
pacientd s CHP v jednotlivych odbérech, tedy v ¢asovych odstupech a byly porovnany se
zdravymi jedinci (kontrolou) (Obr. 29 - 38). V grafickych vyhodnocenich byly uvedeny
pramérné koncentrace jednotlivych markert (praimér = S.E.M.) v daném odbéru. Data byla
statisticky analyzovana Studentovym t-testem. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil
(P <0,05) v porovnani s kontrolou.
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Obr. 29 Koncentrace MDA v plazmé. Znazornéna data predstavuji primérné hodnoty *
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 30 Koncentrace 4-HNE v plazmé. Zndzornena data predstavuji prumérné hodnoty *
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 31 Koncentrace TRAP v plazmé. Znazornénd data predstavuji prumérné hodnoty *
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnadni
s kontrolou.
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Obr. 32 Koncentrace dusitanii v plazmé. Zndzornéna data predstavuji priumerné hodnoty +
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 33 Koncentrace TNF-a v plazmé. Zndzornéna data predstavuji priimérné hodnoty *
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnadni
s kontrolou.
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Obr. 34 Koncentrace TNF RI v plazmé. Znazornéna data predstavuji prumérné hodnoty +
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 35 Koncentrace PDGF-AB v plazmé. Zndzornéna data predstavuji prumérné hodnoty +
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani

s kontrolou.
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Obr. 36 Koncentrace TGF-BI v plazmé. Znazornéna data predstavuji priumérné hodnoty *
S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 37 Koncentrace HA v plazmé. Znazornénd data predstavuji priomeérné hodnoty + S.E.M.
Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani s kontrolou.
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Obr. 38 Koncentrace MPO v plazmé. Zndzornena data predstavuji primérné hodnoty +
S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnadni
s kontrolou.

Z vysledki zobrazenych na (Obr. 29 - 38) vyplyva, Ze koncentrace MDA, 4-HNE,
dusitanti, TNF RI a HA v plazmé¢ pacientii s CHP byly ve vSech péti provedenych odbérech
statisticky vyznamné vy$si ve srovnani s kontrolou. Pii podrobné&jsi analyze téchto parametrti
1ze konstatovat, ze:

Plazmatické hladiny MDA byly nejvyssi ve II., IIl. a IV. odbéru. Nejniz$ni obsah
MDA v plazmé pacientti s CHP byl v V. odbéru.

Nejvyssi koncentrace 4-HNE v plazmé pacienti s CHP byla zjisténa v 1. odbéru a
souCasn¢ byla statisticky nejvyznamnéjs$i v porovnani s kontrolou. Nejniz§i obsah 4-HNE
v plazmé pacienti s CHP byl v V. odbéru.

Dusitany zaznamenaly nejvyssi koncentraci ve III. odbéru. Nejniz$i obsah NO,
v plazmé pacienti s CHP byl v V. odbéru.

Plazmatické hladiny TNF RI byly nejvyssi ve II. a III. odbéru. Nejniz$ni obsah TNF
RI v plazmé pacientli s CHP jsme zaznamenali ve IV. a V. odbéru.

V nevyssi koncentraci se HA projevil ve III. odbéru. Nejnizsi obsah HA v plazmé
pacientii s CHP byl v V. odbéru.

Dalsi skupina markerti byla statisticky vyznamné zménéna pouze v nékterém z péti
provedenych odbért. Konkrétné se jednd o MPO, TRAP, TNF-a, PDGF-AB a TGF-B1. Pti
podrobnéjsi analyze téchto parametra 1ze konstatovat, Ze:

Plazmatické hladiny MPO byly vyznamné statisticky vyssi ve srovnani s kontrolou
v II. az V. odbéru. Pfi¢emz nejvyssi koncentrace MPO byla dosazena v II. odbéru. Nejniz$ni
obsah MPO v plazmé pacientii s CHP byl v I. odbéru a tato koncentrace je mirné zvySena v
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porovnani s kontrolou, ale neni statisticky vyznamna. Koncentrace MPO ve IV. a V. odbéru
jsou srovnatelné.

Koncentrace TRAP byly statisticky vyznamné¢ vyssi ve srovnani s kontrolou v IL., IV.
a V. odbéru. Pficemz ve IV. a V. odbéru byly hladiny antioxida¢ni kapacity plazmy pacientt
s CHP nejvyssi a souCasné srovnatelné. Koncentrace TRAP v II. odbéru byla mirn€ sniZena
antioxidacni kapacita dosahovala ve srovnani s kontrolou v I. a III. odbéru a soucasné jsou
tyto koncentrace srovnatelné.

Primérné koncentrace v plazmé pacienti s CHP markeru TNF-a jako prozanétlivého
cytokinu byly ve vSech odbérech nizsi ve srovnani s kontrolou, pficemz v I. a ve IV. odbéru
byly statisticky vyznamné sniZeny oproti kontrole. Hladiny TNF-a ve II. a III. odbéru byly
srovnatelné.

Stejné jako TNF-a 1 primérmné hladiny v plazmé pacienti s CHP cytokinu PDGF-AB

byly ve III., IV. a V. odbéru nizsi ve srovnani s kontrolou. Koncentrace PDGF-AB ve III. a V.
odbéru dosahovaly srovnatelné hladiny. Statisticky vyznamné nejniz$i koncentrace PDGF-AB
proti kontrole byla dosazena ve IV. odbéru. Pouze v 1. a II. odbéru byly hladiny cytokinu
PDGF-AB vyssi v porovnani s kontrolou a dosahovaly srovnatelné koncentrace.
B1 v plazmé pacienti s CHP v porovnani s kontrolou, ktera neni statisticky vyznamné nizsi
v porovnani s kontrolou. Statisticky vyznamné¢ vyssi hladina TGF-B1 byla pozorovana v II.
odbéru. Obsah TGF-B1 v I. odbéru byl mirné€ niZsi nez v odbéru II. Koncentrace TGF-f1 v V.
odbéru byla mirn¢ vyssi nez ve IV. odbéru.

5.7 Porovnani vybranych hematologickych a biochemickych parametria
v del§Sim ¢asovém intervalu

U pacienti s CHP bylo provedeno celkem pét odbérii krve na zdkladni biochemické
vySetfeni a krevni obraz, pficemz ¢asovy interval mezi jednotlivymi odbéry Cinil vzdy Sest
mésict.

Tyto parametry byly stanoveny standardnimi analyzami v laboratofich Interni
hepatogastroenterologické kliniky Fakultni nemocnice Brno. Po odborné konzultaci byly
vybrany nasledujici parametry, které jsou rozhodujici v zanétlivém procesu CHP a to: z
hematologickych parametri - leukocyty (WBC = White blood cells) a z biochemickych
parametri - pankreatickd amylaza (PAMS), amylaza (AMS), CB protein, cholesterol,
triglyceridy (TG), HDL-cholesterol (HDL-chol), LDL-cholesterol (LDL-chol) a C-reaktivni
protein (CRP). Tyto hematologické a biochemické parametry byly graficky vyhodnoceny a
byly znazornény hodnoty (primér + S.E.M.) jednotlivych zminénych parametrti v plazmé
pacienti s CHP v jednotlivych odbérech, tedy casovych odstupech a byly porovnany
s hodnotami (primér + S.E.M.) zdravych jedinci (kontrol) (Obr. 39 — 47). Data byla
statisticky analyzovana Studentovym t-testem. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil
(P <0,05) v porovnani s kontrolou.
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Obr. 39 Koncentrace WBC (leukocytiy) v plazmé. Znazornéna data predstavuji primérné
hodnoty = S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.
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Obr. 40 Koncentrace PAMS (pankreatické amylazy) v plazmé. Zndazornéna data predstavuji
prumérné hodnoty £ S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.
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Obr. 41 Koncentrace AMS (amylazy) v plazmé. Zndzornena data predstavuji primérné
hodnoty = S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.
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Obr. 42 Koncentrace CB proteinu v plazmé. Zndazornéna data predstavuji prumerné hodnoty
+ SEM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 43 Koncentrace cholesterolu v plazmé. Znazornéna data predstavuji prumérné hodnoty
+ SSEM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 44 Koncentrace TG (triglyceridii) v plazmé. Znazornéna data predstavuji priumérné
hodnoty = S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.
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Obr. 45 Koncentrace HDL-cholesterolu v plazmé. Znazornénd data predstavuji priumérné
hodnoty = S.EM. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.
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Obr. 46 Koncentrace LDL-cholesterolu v plazmé. Zndzornénd data predstavuji primérné
hodnoty = S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.
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Obr. 47 Koncentrace CRP (C-reaktivniho proteinu) v plazmé. Znazornena data predstavuji
prumeérné hodnoty £ S.E.M. Symbol * ukazuje statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v porovnani s kontrolou.

Hladiny leukocyti (WBC) (Obr. 39) v plazmé pacientd s CHP byly ve vSech péti
provedenych odbérech statisticky vyznamné vy$$i ve srovnani s kontrolou. Nejvyssi
koncentrace WBC byla pozorovéna ve IV. odbéru a zaroven byla vysoce statisticky vyznamna
v porovnani s kontrolou.

Koncentrace pankreatické amylazy (PAMS) (Obr. 40) a cholesterolu (Obr. 43)
v plazm¢ pacienti s CHP byly ve vSech péti provedenych odbérech mirné¢ zvySeny ve
srovnani s kontrolou, ovSem statisticky nevyznamné. Pouze ve IV. odbéru byla koncentrace
cholesterolu v plazmé pacientli s CHP niZsi v porovnani s kontrolou.

Koncentrace amylazy (AMS) (Obr. 41) byly ve vSech péti provedenych odbérech
AMS byla zaznamenana ve V. odbéru oproti kontrole.

Plazmatické hladiny CB-proteinu (Obr. 42) byly statisticky vyznamné vyssi
v porovnani s kontrolou ve II. a IV. odbéru. V ostatnich odbérech byly jeho koncentrace
srovnatelné s hladinou kontroly.

Hladiny triglycerid (TG) (Obr. 44) v plazmé pacienti s CHP byly zvySeny ve vSech
péti odbérech v porovnani s kontrolou. Statisticky vyznamné zvySené TG koncentrace byly
vI, IIl. a V. odbéru ve srovnani s kontrolou a zaroven jejich hladiny byly srovnatelné.
Zatimco nejniz$i koncentrace TG byly zaznamenany v II. a IV. odbéru a rovnéz jejich hladiny
byly srovnatelné.
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Primérné koncentrace v plazmé pacientd s CHP parametru HDL-cholesterolu (Obr.
45) byly ve vSech péti odbérech nizsi ve srovnani s kontrolou, pficemz v I. a V. odbéru byly
statisticky vyznamné sniZzeny oproti kontroldm.

Stejné jako HDL-cholesterol i primérné hladiny v plazmé pacienti s CHP LDL-
cholesterolu (Obr. 46) byly ve I1., III. a IV. odbéru nizsi ve srovnani s kontrolou. Statisticky
vyznamn¢ snizena byla jeho koncentrace ve IV. odbéru. Zatimco ve zbylych odbérech v I. a
V. LDL-cholesterol doséhl vyssich hladin v plazmé pacientii s CHP oproti kontrolam, ov§em
bez statistické vyznamnosti. Nejvyssi koncentrace LDL-cholesterolu byla v V. odbéru, ale
nebyla statisticky vyznamna.

Hladiny C-reaktiovniho proteinu (CRP) (Obr. 47) v plazmé pacientti s CHP byly ve
vSech péti provedenych odbérech vyssi ve srovnani s kontrolou, pfi¢emz statisticky vyznamné
zvySeny byly v IL., IV. a V. odbéru. Nejvyssi koncentrace CRP byla pozorovana v V. odbéru.

cvwr

pacientd byl patrny vétsi rozptyl, coz se projevilo ve znazornénych S.E.M..

5.8 Shrnuti vysledki a diskuze

Koncentrace sekundarnich produktt lipidové peroxidace MDA a 4-HNE v plazmé
pacientll s CHP spole¢né s hladinami dusitant, TNF RI a HA byly ve vSech péti provedenych
odbérech vyznamné vys$i ve srovnani s kontrolnimi jedinci. Tyto vysledky prokazuji
ptitomnost dlouhotrvajiciho chronického oxida¢niho stresu, ktery navozuje patofyziologické
podminky.

ZvySené hladiny produktd lipidové peroxidace v plazmé pacienti s CHP byly
pozorovany také jinymi autory. Dle [76, 77, 127] byly zaznamenany zvysené hladiny produkti
lipidové peroxidace v plazmé& a séru pacientli s CHP metodou TBARs, zvySené hladiny MDA
v erytrocytech [128], vyznamné hladiny 4-HNE, MDA a konjugovanych dient v pankreatické
tkani [49, 129], vyznamné hladiny lipidovych hydroperoxidi a konjugovanych diend
v duodendlnim a pankreatické staveé [130, 131, 132]. Soucasné jsou v protikladu zjisténé vysledky
dle [132], kdy hladiny konjugovanych dient a lipidovych hydroperoxidi v plazmé pacientl s
CHP v porovnani s kontrolou nebyly vyznamné rozdilné. 1 ptes to byli tito autofi [132]
pfesvédceni, ze chronicky zanét pankreatu je vyznamnym zdrojem produktd lipidové
peroxidace.

Jednou z hlavnim pficin zvySenych hladin produktd lipidové peroxidace u pacientd s
CHP by mohla byt i zjisténa nedostate¢nost antioxida¢ni obrany. V nasi studii byly hladiny
antioxidacni kapacity stanovené metodou TRAP srovnatelné s kontrolou nebo slabé vyssi
v porovnani s kontrolou a nikdy nebyly niz§i nez u kontrolnich jedinct. To by mohlo
naznaCovat, ze zvySena lipidova peroxidace neni zplsobena v disledku poklesu totalni
antioxidacni kapacity v plazm¢. Nicméné mnohé piispévky ukazuji, jak je krevni plazma
schopna redukovat Zelezité ionty a antioxidacni kapacitu jako marker, ktery je vyznamné nizsi
v plazm¢ pacientt s CHP v porovnani s kontrolami [76, 77]. Existuji dal§i rGznorodé
ptispévky, které dokazuji snizené hladiny rozliénych antioxidantl v plazmé nebo séru
pacientll s CHP v porovnani s kontrolnimi jedinci jako napt. v lipidech rozpustny vitamin E a
A [76, 127, 133, 134, 135], B- karoten, B-kryptoxantin, lykopen [135], selen [134, 135] a

1
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citlivosti peroxylového radikalu vychytavaného v krevni plazmé oproti molekulam, které maji
schopnost vychytavat peroxylovy radikal a to zejména ve vod¢ rozpustné antioxidanty jako
napt. kyselina mocov4, bilirubin, albumin a dal$i molekuly, které jsou deficientni u pacientd
s CHP [76, 136]. Zajimav¢ je, Ze vyznamnost antioxida¢ni nedostatecnosti u pacientti s CHP
je dokumentovana i v jinych klinickych studiich, které poukazuji na vhodnost podani oralniho
dopliiku v podobé kurkuminu s antioxida¢nimi vlastnostmi a na ¢inky komlexni antioxida¢ni
terapie pro pacienti s CHP, které brani lipidové peroxidaci [76, 128]. Dale jsou popisovany
dalsi podpiirné kury pomoci rozliénych antioxidanti, které jsou schopny zlepsit kvalitu zivota
a redukovat bolesti pacientit s CHP [76, 137].

Zvysena lokalni a systémova produkce NO v plazmé pacienti s CHP je potvrzena
zvySenymi hladinami dusitani u téchto pacientl v porovnani s kontrolou. Zvysena tvorba NO
u pacientti s CHP je také dokumentovana v ptispévcich [138, 139]. Tito autofi predpokladaji,
ze zvysena produkce NO u pacientli s CHP by mohla mit souvislost s deregulovanym krevnim
feCistém v pankreatu a histologickymi zménami ve vaskulatufe pankreatu. Vyznamna
souvislost mezi zvySenou produkci NO a postupujicimi zanétlivymi procesy je
dokumentovana korelaci mezi koncentracemi dusitani, CRP a celkovym mnozstvim
leukocytl. Zajimavéd je také pozitivni korelace mezi hladinami dusitanli v plazmé a
triglyceridy. Na rozdil od negativni korelace, ktera vznikla mezi hladinami dusitanti v plazmé
a HDL-cholesterolem. Tyto korelace podtrhuji spojeni mezi nadprodukci NO a zménami
v metabolismu lipidti béhem postupu chronické pankreatitidy. Jak jiz bylo zminéno, zvySené
hladiny triglyceridli, které negativné koreluji se snizenymi hladinami HDL-cholesterolu u
pacientd s CHP byly popsany v [140]. Souhrnné Ize konstatovat, ze aktivni podil NO na
zménach v metabolismu lipida ¢i definovani zvySené hladiny dusitant jako hlavniho markeru
stanoveni stupné zavaznosti zanétlivych procest nelze dosud jednoznacné definovat a je
nutno dale zkoumat jeho tlohu v chronické pankreatitide.

Koncentrace MPO byly statisticky vyznamn¢ vyssi v porovnani s kontrolnimi jedinci.
MPO spole¢né s hladinami MDA, 4-HNE, dusitani, TNF RI a HA v plazmé pacientii s CHP
by mohly byt vhodnymi ukazateli charakterizujici pacienty s CHP a mohly by mit u téchto
pacientil diagnosticky vyznam.

Naproti tomu plazmatické hladiny markerd TNF-a, PDGF-AB a TGF-B1 byly nizsi ve
srovnani s kontrolou. Primérné koncentrace v plazmé pacientl s CHP prozanétlivého
cytokinu TNF-a byly ve vSech odbérech nizs§i ve srovnani s kontrolou. Hladiny PDGF-AB
v plazmé pacienti s CHP byly niZ§i nebo srovnatelné s kontrolnimi jedinci. Koncentrace
TGF-B1 byly pfevazné mirn¢ vyssi nebo srovnatelné s kontrolou. Lze fici, Ze tyto cytokiny
nejsou vhodnymi markery pro diagné6zu CHP.

Biochemické parametry (PAMS, AMS, CB protein, cholesterol, triglyceridy, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol, CRP) a z hematologickych parametr (leukocyty) u pacientl
s CHP byly v referen¢nich mezich normalu, stejn¢ tomu bylo i u kontrolnich jedinci.
Nicméné leukocyty, triglyceridy a CRP u pacienti s CHP dosahovaly hodnot horni hranice
mezi normalu. Hladiny leukocytt, triglyceridi a CRP v plazmé pacientii s CHP byly ve vSech
péti provedenych odbérech vyznamné vyssi ve srovnani s kontrolou.

Tato skute¢nost odkryva souvislost oxidacniho stresu s biochemickymi a
hematologickymi parametry.
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5.9 Casovy vyvoj imunologickych a biochemickych parametri pacienti
s riznou tizi pankreatitidy

Ziskana data imunologickych a biochemickych parametrii pacienti s CHP vcetné
dotaznikové akce u pacienti s CHP byla statisticky analyzovana Institutem biostatiky a analyz
Lékarske fakulty MU v Brné. Jedna se o souhrnné a statistické shrnuti veskerych ziskanych
dat v této studii oxida¢niho stresu u pacientll s chronickou pankreatitidou. Tato souhrnné data
jsou uvedena v nasledujich Tabulkach 9 — 14.

O Metodika statistického vyhodnoceni

Pro popis spojitych dat pacientli bylo vyuzito standardni neparametrické popisné
statistiky — median a 5-ti a 95-ti procentni kvantil; kategorialni data byla hodnocena
procentudlnim zastoupenim kategorii. Statistickd vyznamnost rozdilii spojitych parametri
mezi pacienty s riznou tizi chronické pankreatitidy byla hodnocena Mann Whitney U testem;
zmény téchto parametri v ¢ase Wilcoxonovym testem pro parova data. Vyznamnost rozdila
v zastoupeni kategorii byla hodnocena ML chi-kvadrat testem.

Statistickd analyza dat byla provedena v software Statistica 9 a SPSS 17.
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A. Charakteristika pacientii ve studii

Ve studii jsou analyzovana data 113 pacienti s chronickou pankreatitidou, veskeré analyzy
Jjsou provedeny jak pro cely soubor pacienti, tak rozdélené pro pacienty s lehkou (N=73) a tézkou

pankreatitidou (N=40).

Tize pankreatitidy N %

Lehka T3 o4.6
Tézka 40 354
Celkem 113 100,0

Tab. 9 Popis pacientii ve studii.
(a) pohlavi pacientii dle tiZe pankreatitidy

z 1

Pohlavi Celkem Lehka Téika p
N % N % N %
Muzi 74 655 43 589 31 715
0,043
Zeny 39 345 30 41,1 9 22,5
"ML chi-kvadrét test
"

(b) vék pacientl a télesné parametry dle tiZe pankreatitidy
Parametr N Celkem' Lehka' Tézka' p
Vek (roky) 113 47 (24; 69.9) 46 (23.7; 69.9) 48,5 (26,2; 74,6) 0,471
Vyika (cm) 106 173,5 (160; 184,7)  172,5 (158.9; 184.,6) 175,5 (159.8; 188,1) 0254
Viha(kg) 106 75(504,92) 76 (48.9; 99,1) 73 (50,9; 88,3) 0230
o log  24:6(183:303) 24,6 (18.6; 32) 23,5(18,1; 29.1) 0,107

'median (5; 95-ti procentni percentily)
? Mann-Whitney U test

TéZkou formu pankreatitidy maji ast&ji muZi nez Zeny. Naopak vék ani t&lesné parametry
nejsou vyznamné v souvislosti s tizi chronické pankreatitidy.
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Tab. 10 Etiologie a genetika onemocnéni.

Celkem Lehka Tézka q
N % N N % N d
Etiologie
Obstruktivni 3 2,7 2 2,7 1 25
Toxickéa 25 22,1 9 123 16 40,0
Idiopaticks 84 743 62 849 22 550 it
Hereditarni 1 0,9 0 0,0 1 2,5
— _
Zadna 100 885 67 91,8 33 825 0,148
Nékteraano 13 11,5 6 8,2 7 17,5 ’
SPINK 6 53 1 14 5 12,5 o
CFTR 5 4.4 4 55 1 2,5
CFTR-2 1 0.9 1 1,4 0 0,0
PRSS 1 0,9 0 0,0 1 25

"ML chi-kvadrat test

Co se etiologie tyce, byl prokazan vyznamny rozdil ve vztahu k tizi chronické pankreatitidy.
Zda se, 7e u t&7ké chronické pankreatitidy je astéjsi toxicka etiologie na tkor idiopatické etiologie ve
srovnani s lehkou chronickou pankreatitidou.
L ]

Pfitomnost genetickych faktori je problematické hodnotit vzhledem k malému poétu
pozitivnich nalezii. Samotné srovnani poétu negativnich a pozitivnich ndlezi ve vztahu k tiZi
chronické pankreatitidy nebylo vyznamné. Zda se ¢asté&jsi pfitomnost SPINK u t&Zké a CFTR u lehké
chronické pankreatitidy, avSak vzhledem k ¢etnosti pozitivity mohou byt tyto rozdily zpiisobeny jen

nidhodouw.

Tab. 11 Souéasny stav onemocnéni pacienti s chronickou pankreatitidou,

Celkem Lehka® Teika'
N Yo N N % N
Soucasny stav
P-R 1 0,9 0 0,0 1 25
HPDE 10 8.8 . 2.7 8 20.0
Operace slinivky 2 1,8 1 1.4 1 25
Slinivka odstranéna 1 0,9 0 0.0 1 2,5
Umrti 2 1.8 | 1,4 1 2,5
Bez podrobnosti 97 85,8 69 04,5 28 70,0

" nizké etnost kategorii neumoZiuje statistické srovnéani
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Tab. 12 Rizikové faktory, komorbidity a troved protilatek u pacientti s chronickou pankreatitidou.

Celkem Lehka Tékka )
N % N % N Yo
Rizikovy faktor/komorbidita

Alkohol 73 646 42 515 31 715 0.030
Koufeni 55 487 26 356 29 725 <0,001
S e
ICHS 4 35 3 4 1T 25 '
CHOPN 8 71 7 96 1 25 0129
CHRI 3 27 2 21 1 25 C

HT 16 142 9 123 7 175 0,456
Celiakie/st.7lazalBD 10 88 7 96 3 75 0,705
Lipidy 0 14 124 9 123 5 125 0979

" Podkozent kosti 23 354 12 286 11 418 0,123
Kalcifikace 36 324 8 110 28 737 <0,001
Uzliny 2 18 1 14 1 25 .
Protilitky

TgGd 5 44% 5 68% 0 0,0% v
AT e 1 0 o :

ENA 5 44% 3 41% 2 5.0% #

"ML chi-kvadrat test
" nizké N neumoZiiuje srovnani

Zrizikovych faktori se ukazaly jako vyznamné piti alkoholu, koufeni, diabetes mellitus a
kalcifikace kosti (ve viech pfipadech jsou Castéji vazany na t&23i formu chronické pankreatitidy).

Nékteré z rizikovych faktord a vySetfeni protilatek neni moZné vé&rohodné srovnat vzhledem
k jejich nizkému zastoupeni.

Zbyvajici ze sledovanych protilatek (proti slinné zlaze, ASKA, E.B. — proti exokrinnim
buiikdm pankreatu, P.B. — proti poharkovym buiikim, ANKA, ASMA) nebyly prokidziny u Zidného
Z pacientq.
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B. Srovnadni pacientii s kontrolnim souborem

Pro uvodni vySetfeni pacienti s CHP je k dispozici i kontrolni soubor zdravych jedinci,
analyza slouzi k porovnani hodnocenych pacientii s CHP s trovni hodnocenych parametrii ve zdravé

populaci.

Tab. 13 Srovnani pacientii s CHP na zadatku sledovéni s kontrolou a vzhledem k tiZi nemocnéni.

Pacienti s chronickon pankreatitidou

1

Parametr Kontrola Pacienti celkem Lehka Tékka p
VDA ] 0,12 0,28* 0,29 0,24 .
(nmol/ml) 4 1. 0.47) (0,08; 0,60) (0,07; 0,60) (0,09; 0,62) .
AHNE 0,07* 0,12* 0,12 0,15 0sls
(nmol/ml) (0,01; 0,26) (0,00; 1,24) (0,00; 1,24) (0,00; 1,67) g
" 1109 1140 s 1177 0,550
IRAF (el mps. 1477 (668; 1 609) (516; 1 649 (735; 1 604) ’
No- B m 0,20% 0,62* 059 0,66
B Conmnlfl) (0,14; 4,17) (0,20; 6,72) (0,20: 6,62) (020;728) %290
2.80% 2,50 2,50 2,50 ,
INFa@g/m) (250,503,600  (2.50;312,30) | (1,90;600,80)  (2,50;193,50) %
INF R 2 132% 2 769* 2 848 2 705
Teem)  (1310;4708)  (13744218) | (1348,4304)  (1371;4079) 017
PDGF-AB 4477 4358 4353 4584 066]
(pg/ml) (764 11535)  (769;12673) | (903;14342)  (683;11639)
. 9713 10 048 10 097 9999 0.2
BPLe/mD  3712.24764)  (2773:27075) | (2974;27839)  (2524;26301)
T —— 42,30% 90,60* 87,70 110,00 ) 4['];
(ng/ml) (3,00; 171,90)  (13,30;25690) | (15,20;238,60)  (10,20;279,00)
25,10 26,20 25,90 26,50 o
MPO (ng/ml) 1430, 5060)  (8,10; 50,90) (8,70; 51,10) (5.70:51,60)

* vyznamny rozdil v parametru mezi pacienty s chronickou pankreatitidou a kontrolnimi pacienty
(Mann-Whitney U test)

(Mann-Whitney U test)
?velky podil méFeni na detekénim limitu, v dal$im zpracovani vyfazen

srovnani hodnot parametru v [. odb&ru mezi pacienty s lehkou a tézkou chronickou pankreatitidou

Koncentrace sledovanych faktori byly srovnavany s medianem tychz parametrii u kontrolnich

pacient. Vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou byl prokazin u t&chto parametri: MDA, 4-HNE,
NO;, TNF-a, TNF RI a hyaluronan. Hladiny ostatnich faktord (TRAP, PDGF-AB, TGF-B1 a MPO)
nebyly vyznamné odli$né od hodnot kontrolnich pacientii.

Pti srovnini hodnot mezi pacienty s lehkou a téZkou pankreatitidou nebyl zidny parametrii
zjidtén na zadatku studie jako vyznamné odlisny.
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C. Vijvoj hodnot pacientii v Case

Hlavni &asti analyzy je srovnani &asového vyvoje pacientli s CHP s riiznou tiZi onemocnéni.
V kazdém bodé sledovani je poditdna vyznamnost rozdilu mezi pacienty s té#kou a lehkou chronickou
pankreatitidou spolu s vyznamnosti zmény v &ase oproti pfedchozimu odbéru a oproti pocatku
sledovani.

Tab. 14 Vyvoj sledovanych parametri u pacientd s CHP v Zase.

Odbér &. N Celkem' Lehka' Tézka' p’
MDA
L 108 0,28 (0,08: 0,58) 0,29 (0,08; 0,58) 0,24 (0,09; 0,62) 0,616
1. 110 0,38 (0,17; 0,80) 0,37 (0,20; 0,78) 0,41 (0,11; 0,90) 0,565
111, 104 0,31 (0,00; 0,76) 0,31 (0,00; 0,80) 0,34 (0,00; 0,75) 0.836
Iv. 102 0,37 (0,13; 0,74) 0,38 (0,07; 0,61) 0,36 (0,14; 0,96) 0,766
V. 93 30,18 (0,00; 0,68) 80,18 (0,00; 0,75) $0,18 (0,00; 0,65) 0,781
4-HNE
L 108 0,12 (0,00; 1,20) 0,12 (0,00; 1,20) 0,15 (0,00; 1,67) 0,418
IL. 110 0,17 (0,08; 0,34) 0,17 (0,08; 0,33) 0,19 (0,07; 0,40) 0,935
111 104 00,15 (0,04; 0,31) 00,15 (0,03; 0,26) 0,18 (0,04; 0,32) 0,118
v. 101 00,11 (0,03; 0,29) 20,11 (0,03; 0,28) 20,12 (0,01; 0,49) 0,341
V. 93 ¥10,10(0,01; 0,26) V0,10 (0,00; 0,28) ¥ £0,10 (0,01; 0,19) 0,656
TRAP
L 108 1136 (694: 1 604) 1115 (545; 1 614) 1177 (735; 1 604) 0,580
1L. 110 1329(932; 1 803) {11 325 (987; 1 785) 1 346 (868: 2 067) 0,350
111 104 01 142(766; 1 680) 01139 (766; 1 621) 01152 (712; 1 694) 0,752
V. 102 €1398(1050;1874) 11395 (1 050; 1 888) 11400 (1 041; 1 870) 0,801
V. 93  A1408(915:1954)  A1352(905; 1943) A1 535(990; 1 954) 0,148
NO;
L 103 0,62 (0,20; 5,94) 0,59 (0,20; 5,94) 0,62 (0,20; 7,04) 0,266
IL. 109 0,20 (0,20; 6,15) 0,20 (0,20; 6,54) 0,20 (0,20; 6,15) 0,861
111 101 0,93 (0,20; 5,32) 1,14 (0,20; 6,82) 0,20 (0,20: 5,32) 0,528
V. 95 0,20 (0,20; 6,09) 0,20 (0,20; 6,31) 0,20 (0,20; 4,93) 0,778
V. 88 0,21 (0.11; 5,76) 0,21 (0,07; 6,34) 0,21 (0,11; 4,36) 0,842
TNF RI
L 108 2767 (1378; 4 216) 2 848 (1378; 4 220) 2705 (1371: 4 079) 0,178
IL. 110 3 356 (1 533; 6 398) 3 456 (1 901; 6 734) 2943 (1203; 5566) 0,227
1L 106 3194 (1 702; 6 620) 3198 (1 855; 5 537) 3097 (1 531; 6 832) 0,657
Iv. 102 02133(1393;3767) 02121(1240;3767)  B2136(1541;4047) 0,397
V. 93 ¥2075(1325:3589)  ¥2037(1318:3408)  V¥2075(1486;4470) 0,526
PGDF-AB
L 108 4353 (861; 12 101) 4353 (944; 14 312) 4584 (683: 11 639) 0,661
IL. 110 3934 (870; 15 069) 4220 (822; 16 645) 3 299 (870; 12 987) 0,188
1L 104 83 004 (819; 9 080) 03 149 (811; 8 701) 2 608 (819; 10 288) 0,922
V. 102 02 508 (233; 9 606) 02 508 (255: 9 103) 2504 (159; 10 348) 0,916
V. 93 W{r3168(617;11608)  Wir2930(488;9 578) 3 532 (858; 13 588) 0,413
TGF-B1
L 108 9 999 (2 989 26 301) 10097 (3351;27709) 9999 (2 524; 26 301) 0,825
. 110 10623 (3308;29866) 111211 (2963:31169) 9275 (3 440; 27 381) 0,526
1L 104 08991 (3596:19967) 08542(3214:17822) 9129 (3 914: 23 007) 0,372
v. 102 9 479 (2 549; 23 702) 9474 (2 777; 20 326) 9 648 (2 169: 24 042) 0,834
V. 93 9731(3323;24005) Y9660 (3190;23626) 10506 (3 816;27038) 0,089
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Tab. 14 Vyvoj sledovanych parametrii u pacienti v ¢ase. .. pokracovani.

Odbér &. N Celkem' Lehka' T&kA' p
HYALURONAN
I. 108 90,32(16,93;248,58) 87,66 (20,42;228,53) 109,98 (10,25; 279,04) 0,407
1L 110 88,75(16,75;277,64)  88,75(22,62:319,26)  91,45(1.86;270,28) 0,859
M. 104  91,22(1539;281,72) 92,14 (15,39;293,45) 88,65 (12,74; 280,88) 0,889
V. 102 870,36 (15,65 215,39) 75,00 (15,65;215,39) 65,19 (12,00; 358,72) 0,711
V. 93 ¥0159,10(12,58;192,13) 58,42 (12,58; 192,13) ¥ 859,10 (11,90; 185,48) 0,563
MPO
L. 108 26,03 (8,60; 50,04) 25,93 (8,81; 50,04) 26,45 (5,68; 51,57) 0,541
1. 110 ©35,51(15,23;70,28) 136,29 (15,52; 74.59) 134,22 (11,18;56,99) 0,304
L. 104 29,70 (8,35; 68,75) £29,70 (8,35; 68,75) 33,75 (3,65; 125,41) 0,625
. 102 2872 (8,55; 56,48) 31,82 (10,95; 57,93) 24,23 (6.20;55.20) 0,133
V. 93 A31,79(9.28; 55.66)  A31,09(9.28; 54,55) 31,79 (4,55; 69.68) 0,653
WBC
L. 104 7,58 (5,10; 13,60) 7,22 (5,00; 13,60) 8,30 (5.23; 14,60) 0,060
1L 104 7,52 (5,35; 11,70) 7,33 (5,52; 11,70) 8,26 (4,16; 10,90) 0,297
111 99 7,32 (5,05; 11,90) 7,16 (5,08; 11,10) 7,70 (4,87; 12,80) 0,181
Iv. 98 17,74 (4,89; 13,20) 7,66 (5,27; 12,45) 7,93 (3,49; 13,20) 0,796
V. 88 17,05 (4,75; 11,67) 07,05 (4,75; 11,69) 7,08 (4,57; 11,67) 0,183
PAMS
I 105 0,40 (0,09; 1,43) 0,48 (0,22; 1,65) 0,20 (0.07; 1,33) <0,001
L. 102 20,43 (0,10; 1,42) 110,49 (0,18; 1,59) 0,24 (0,08; 1,42) <0,001
118 95 0,38 (0,10; 1,50) 0,45 (0,22; 1,37) 0,21 (0,08; 1,55) <0,001
v. 101 0,38 (0,07; 1,12) 0,45 (0,23; 1,24) 0,18 (0,06; 1,02) <0,001
V. 87 0,41 (0,08; 1,34) 0,44 (0,22; 1,70) 0,25 (0,06; 0,92) <0,001
AMS
L 105 0,93 (0.49; 2,24) 1,05 (0,53; 2,36) 0,82 (0,44; 1,90) 0,011
IL. 104 0,97 (0,50; 2,43) 1,09 (0,52; 2,49) 0,81 (0,40; 2,30) 0,004
111 95 30,97 (0,44; 2,31) 01,07 (0,50; 2,03) 0,87 (0,42; 2,31) 0,023
Iv. 100 0,92 (0,39; 2.26) 1,00 (0,54; 2,31) 0,81 (0,38; 1,93) 0,008
V. 87 0,95 (0,45; 2,22) 11,04 (0,50; 2,71) 0,85 (0,38; 1,68) 0,039
CB protein
L. 105 76,5 (70,4; 82,5) 76,5 (69,8; 81.6) 76,6 (71,1; 85,6) 0,372
IL. 103 80,0 (72,20; 87,2) 79,6 (72.2; 85.6) 80,3 (74,5; 87.8) 0,130
ML 93 8774 (71,10; 85,7) 87,1 (71,10, 83,7) 078,2(66,1;87,6) 0,225
Iv. 100 78,80 (69,10; 84,3) 78,1 (71,10; 83,2) 79,0 (66,4; 85,4) 0,440
V. 87 A 79,6 (72.0; 87,1) A 79,0 (71,2; 86.8) AT81,3(74,2;88,4) 0,036
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Tab. 14 Vyvoj sledovanych parametrii u pacienti v ase...pokradovani.

Odbgér &. N Celkem' Lehka' Tézka' p
AMS
Cholesterol
I. 105 4,90 (3,20; 6,90) 4,90 (3,40; 6,80) 4,90 (2.90; 6,90) 0,507
II. 95 5,00 (3,40; 6,80) 5,00 (3,40; 7,00) 4,90 (3.60; 6,70) 0,880
V. 88 4,90 (3,30; 7,00) __5,00(3,30; 7,00) 4,90 (3.60; 7,30) 0,783
Triglyceridy
I. 105 1,46 (0,63; 4,62) 1,37 (0,58; 4,62) 1,52 (0,76; 4,69) 0,390
111, 95 1,48 (0.,65; 4,52) 1,43 (0,74; 4,16) 1,60 (0,65; 4,52) 0,438
V. 88 1,45 (0,69; 4,01) 1,45 (0,58; 4,08) 1,56 (0,71; 3,95) 0,488
HDL-cholesterol
I. 104 1,30 (0,80; 2,10) 1,40 (0,80; 2,10) 1,30 (0,80; 2,30) 0,175
IIL. 94 1,50 (0,80; 2,50) 1,50 (0,90; 2,10) 1,50 (0,70; 2,50) 0,902
V. 87 1,30 (0,80; 2,30) 1,30 (0,80; 2,30) 1,30 (1,00; 2,40) 0,632
LDL-cholesterol
I. 92 2,60 (1,50; 4,00) 2,60 (1,50; 4,00) 2,60 (0,80; 4,20) 0,202
1. 83 2,50 (1,30; 4,00) 2,60 (1,20; 4,00) 2,40 (1,40; 4,00) 0,842
V. 87 2,60 (1,50; 4,60) 2,60 (1,50; 4,60) 2,80 (1.30; 5,00) 0,847
CRP
I. 105 1,50 (1,00; 10,50) 1,20 (1,00; 12,70) 1,60 (1,00; 9,10) 0,357
II. 105 1,30 (1,00; 10,20) 1,30 (1,00; 8,40) 1,10 (1,00; 23,50) 0,939
I1. 92 1,30 (1,00; 9,30) 1,20 (1,00; 8,40) 1,30 (1,00; 10,80) 0,987
V. 100 1,80 (1,00; 18,60) 1,80 (1,00; 19.30) 1,40 (1,00; 9,80) 0,359
V. 87 1,60 (1,00; 28,00) 1,50 (1,00; 28,90) 2,00 (1.00: 28.,00) 0,768

'median (5; 95-ti procentni percentily)
? Mann Whitney U test

T statisticky vyznamny vzestup oproti pfedchozimu odbéru
U statisticky vyznamny pokles oproti pfedchozimu odbéru

A statisticky vyznamny vzestup oproti podtku

¥ statisticky vyznamny pokles oproti pfedchozimu odbé&ru
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6 ZAVER

Hlavnim pfedmétem z4jmu této dizertacni prace byla aplikace vybranych metod
k analyze oxidac¢niho stresu a studium markerd oxidacniho stresu u pacientli s chronickou
pankreatitidou (CHP) proti zdravym kontrolnim jedinctim v delSim casovém intervalu.

U pacienti s CHP bylo provedeno celkem pét odbérti, pfi¢emz Casovy interval mezi
jednotlivymi odbéry ¢inil vzdy 6 mésict. Byla optimalizovana a aplikovana metoda HPLC-
DAD ke stanoveni sekundarnich produktd lipidové peroxidace — MDA a 4-HNE, daile
luminometrickd metoda TRAP ke stanoveni antioxidacni kapacity, spektrofotometricka
cytokini (TNF-a,, TNF RI, PDGF-AB, TGF-B1), myeloperoxidazy a hyaluronanu. Jednotlivé
markery byly porovnany a analyzovany v plazmé pacientll s chronickou pankreatitidou a u
zdravych kontrolnich jedinct.

Soucasné byla pacientim a vSem kontrolnim jedincim odebirdna také krev na
zakladni biochemické vysetieni a krevni obraz. Tyto parametry byly stanoveny standardnimi
analyzami v laboratofich Interni hepatogastroenterologické kliniky Fakultni nemocnice Brno.
Po odborné konzultaci byly vybrdny nasledujici parametry, které jsou rozhodujici
v zanétlivém procesu CHP a to: z hematologickych parametri - leukocyty a z biochemickych
parametrll - pankreatickd amyldza, amylaza, CB protein, cholesterol, triglyceridy, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol a C-reaktivni protein. Tyto hematologické a biochemické
parametry byly vyhodnoceny a porovnany s kontrolnimi jedinci a s markery oxidacniho stresu
ovlivityjicich prubéh CHP.

U pacienti s chronickou pankreatitidou existuje chronicky zanét, o c¢emz sveédci
vyznamné zvySené hladiny produktd lipidové peroxidace (MDA a 4-HNE), markera
chrakterizujicich zanét (dusitanti, TNF RI, HA a MPO) a hematologickych a biochemickych
parametrl (leukocytt, triglyceridii a CRP) v porovnéni s kontrolnimi jedinci. Tato skute¢nost
odkryva souvislost oxidac¢niho stresu s imunologickymi, biochemickymi a hematologickymi
parametry. Hladiny MDA, 4-HNE spole¢né s hladinami MPO, dusitanti, TNF RI a HA
v plazmé¢ pacientid s CHP by tedy mohly byt vhodnymi ukazateli charakterizujicimi pacienty
s CHP a mohly by mit u téchto pacientl diagnosticky vyznam.

Naproti tomu plazmatické hladiny TNF-o, PDGF-AB a TGF-B1 byly statisticky
vyznamné¢ zménény pouze v nékterém z péti provedenych odbéri. Koncentrace TNF-a
v plazmé¢ pacientti s CHP byly ve vSech péti odbérech nizsi ve srovnani s kontrolou. Hladiny
PDGF-AB v plazmé pacienti s CHP byly niZ§i nebo srovnatelné s kontrolnimi jedinci.
Koncentrace TGF-B1 byly pfevazné mirné vyssi nebo srovnatelné s kontrolou. Lze fici, ze
tyto cytokiny nejsou vhodnymi markery pro diagnézu CHP.

Prizkumem a orientovanou dotaznikovou akci byl vyhodnocen potencidlni vliv
environmentalni zatéze a zivotniho stylu jednotlivych pacientli na zmény hladin parametri
oxidacniho stresu. Bylo zjiSténo, ze tézkou formu pankreatitidy maji ¢astéji muzi nez zeny.
Naopak veék ani télesné parametry nejsou vyznamné v souvislosti s tizi chronické
pankreatitidy. V rdmci etiologie chronické pankreatitidy byl prokdzédn vyznamny rozdil ve
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vztahu k tizi chronické pankreatitidy. Zda se, Ze u tézké chronické pankreatitidy je Castéjsi
toxickd etiologie na ukor idiopatické etiologie ve srovnani slehkou chronickou
pankreatitidou. Z rizikovych faktori se ukdzaly jako vyznamné piti alkoholu, koufeni,
diabetes mellitus a kalcifikace kosti (ve vSech piipadech jsou Castéji vazany na tézs$i formu
chronické pankreatitidy).

Potvrdilo se, Ze u pacientidl s chronickou pankreatitidou hraje dilezitou roli chronicky
zanét spojeny s oxida¢nim stresem. Na oxidacni stres reaguje organismus zvysenou produkci
antioxidantli v plazmé pacientli. Tato mirn¢ zvySend hladina antioxidacni kapacity v krvi
nicméné neni schopna oxidacni stres eliminovat.

Oproti pivodnimu ocekavani jsme nepotvrdili zvySujici se hladiny jednotlivych
parametri v Casovém intervalu 2,5 let. To je pravdépodobné zplisobeno 1ékovou terapii. Na
druhou stranu tato terapie neni dostatecné u€innd, aby uplné eliminovala oxida¢ni stres a
chronicky zanét doprovazejici chronickou pankreatitidu.

Proto je nutné hledat jiné, jest¢ ucinngjsi postupy k charakterizaci zdvaznosti a rozvoje
chronické pankreatitidy a jeji efektivni 1écby.
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GSH
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HDL
HDL-chol
4-HNE
HPLC
CHP
IgGy
iINOS
KAT
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LDL
LDL-chol
MDA
MPO
NADH
NO

2,2-azobis-(2-aminodinopropan)hydrochlorid
Adenosindifosfat

Amylaza

Adenosintrifosfat

Cytosolova glutathionperoxidaza
Chemiluminiscence

Koenzym Q

C-reaktivni protein

Detektor Diode — Array

Deoxyribonukleova kyselina
Dinitrofenylhydrazin
Ethylen-diamin-tetraoctova kyselina
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay — Imunoenzymaticka analyza
Fluorescence

Glutathion

Glutathiontransferaza

High density lipoprotein - vysokomolekularni lipoproteinn
HDL-cholesterol

4-hydroxy-2-trans-nonenal (4-hydroxynonenal)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chronicka pankreatitida

Imunoglubulin

Inducibilni syntdza oxidu dusnatého

Katalaza

Kapalinové chromatografie

Nizkomolekularni lipoprotein

LDL-cholesterol

Malondialdehyd

Myeloperoxidaza
Nikotinamid-adenin-dinukleotid

Oxid dusnaty
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PAMS
PSCs
PHGPx
PMN
PUFAs
RNS
RONS
ROS
SOD
TBA
TG
TRAP
TROLOX
UV-VIS
WBC

Syntaza oxidu dusnatého

Pankreaticka amylaza

Pankreatické stelatové bunky

Fosfolipidhydroperoxid glutathionperoxidaza
Polymorfonukledrni neutrofily

Polynenasycené mastné kyseliny

Reaktivni dusikové radikaly

Reaktivni volné kyslikové a dusikové radikaly
Reaktivni kyslikové radikaly

Superoxiddismutaza

Thiobarbiturové kyselina

Triglyceridy

Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
Ultrafialova a viditelna oblast svétla

White blood cells — leukocyty
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