Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Bunécna a vyvojova biologie

Bc. Hana Svéchova

Vliv podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin na ukazatele zanétu u
pacientl s dlouhodobou parenteralni vyzivou

Influence of supplementation with n-3 polyunsaturated fatty acids on
inflammatory markers in patients on long-term parenteral nutrition

Diplomova prace

Vedouci prace: MUDr. FrantiSek Novak, PhD.
4. interni klinika VFN a 1. LF UK

Praha, 2011



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla

pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 26. 8. 2011



Podékovani

Rada bych podékovala svému skoliteli MUDr. Frantisku Novakovi, PhD. za vedeni
a pomoc pii vypracovani této diplomové prace, Doc. RNDr. Olze Novakové, CSc.

a Doc. RNDr. Frantisku Novékovi, CSc. za ¢as, ktery mi vénovali a za cenné rady
a pfipominky, které mi poskytli.

Dale bych chtéla pod&kovat pani laborantce Jarmile Sevéikové, Mgr. Denise
Myslivcové, PhD., Mgr. Jané¢ Kodydkové, Mgr. Lucii Vavrové, Mgr. Marku
Veckovi, PhD. a v§em dal$im pracovnikiim 4. interni kliniky 1. LF. UK, ktefi se na této
studii podileli.

V neposledni fadé musim podékovat svym nejblizs§im za trpélivost, podporu

a vytvofeni vhodného zdzemi nejen pti psani diplomové prace.

Tato diplomova prace byla vypracovana v rdmci klinické studie FA-HPN na 4. interni

klinice 1. LF UK a VVFN.



Abstrakt

SMOFLipid® je v klinické praxi b&Zné& pouzivana tukova emulze pro parenteralni
vyzivu. Sledovali jsme, jak se po obohaceni emulze SMOFLipid® 0 n-3 polynenasycené
mastné kyseliny (PUFA) ve formé druhé emulze, Omegaven®, zméni zastoupeni mastnych
kyselin ve fosfolipidech plazmy a erytrocytl, koncentrace cytokinii v séru a v in vitro
kultufe plné krve stimulované lipopolysacharidem (LPS) a hodnotili jsme také zmény
v oxidoreduk¢ni rovnovaze. Osm pacienti na dlouhodobé domaci parenteralni vyzive
dostalo postupné ob& emulze, SMOFLipid® (6 tydni) a SMOFLipid®*+Omegaven®
(4 tydny). Mezi obéma druhy vyzivy jsme nezaznamenali vyznamné rozdily v zakladnich
laboratornich a klinickych parametrech. Obohaceni emulze SMOFLipid® o Omegaven®
vedlo ke zvySenému zastoupeni kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové
(DHA) v totalnich fosfolipidech plazmy a podil EPA stoupl také ve fosfolipidech
erytrocytl, zatimco zastoupeni DHA se jiz neménilo. Tyto zmény byly u fosfolipidii
plazmy 1 erytrocyti kompenzovany ptfedev§im poklesem podilu kyseliny linolové
a arachidonové (n-6 PUFA). V séru pacientl byly po obou typech vyZivy zvySené
koncentrace IL-6 a TNF-a. Pii vyzivé se SMOFLipid“+Omegaven® klesla po stimulaci
in vitro kultury plné krve LPS produkce IL-6 0 36%, produkce TNF-a poklesla dokonce
060%. Mezi emulzemi nebyl rozdil v mife lipidové peroxidace, aktivita
superoxiddismutazy (jako ukazatele antioxida¢ni kapacity) pfi vySSim piijmu n-3 PUFA

navzdory pfedpokladim poklesla.

Klicova slova: doméaci parenterdlni vyziva, SMOFLipid®, Omegaven®, n-3
polynenasycené mastné kyseliny, tumor nekrotizujici faktor-a, interleukin-6, antioxida¢ni

enzymy



Abstract

SMOFLipid® is a commonly used fat emulsion for parenteral nutrition. We
investigated how enrichment of SMOFLipid® with n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA)
in a form of second fat emulsion, Omegaven®, changes fatty acid composition of total
plasma phospholipids and erythrocyte phospholipids, cytokine concentrations in serum and
in supernatant from in vitro whole blood culture stimulated with lipopolasaccharide (LPS)
and we evaluated also changes in oxido-reductive balance. Eight patients on long-term
home parenteral nutrition recieved both emulsions, SMOFLipid® (6 weeks) and
SMOFLipid®+Omegaven® (4 weeks), one by one. We observed no significant differences
in common laboratory and clinical parameters between these two types of diet. Enrichment
of SMOFLipid® with Omegaven® led to an increase in eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) in total plasma phospholipids and there was also an increse
in proportion of EPA in erythrocyte phospholipids, while proportion of DHA remained
unchanged. These changes were in both phospholipids of plasma and erythrocyte
compensated for a decrease in proportion of linoleic and arachidonic acid (n-6 PUFA).
There were elevated IL-6 and TNF-a serum concentrations in patients after both diets.
There was a decrease in IL-6 production by 36% with SMOFLipid®+Omegaven® diet after
stimulation of in vitro whole blood culture with LPS, production of TNF-a decreased even
more, by 60%. There was no difference between SMOFLipid® and
SMOFLipid®+Omegaven® in the extent of lipid peroxidation. Despite expectations,
superoxid dismutase activity (as a marker of antioxidant capacity) decreased with the diet
rich in n-3 PUFA.

Key words: home parenteral nutrition, SMOFLipid®, Omegaven®, n-3 polyunsaturated

fatty acids, tumor necrosis factor-a, interleukin-6, antioxidant enzymes
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Seznam pouzitych zkratek

AA - kyselina arachidonova

ALA - kyselina a-linolenova

CAT - katalaza

COX - cyklooxygenaza

DHA - kyselina dokosahexaenova

EFA - esencidlni mastné kyseliny

EPA - kyselina eikosapentaenova

EV - enteralni vyziva

FA - mastna kyselina

GR - glutathionreduktaza

IL - interleukin

LA - kyselina linolova

LCT - long-chain triglycerides; triacylglyceroly s dlouhymi FA
LF - I¢katska fakulta

LOX - lipoxygenaza

LPS - lipopolysacharid

LT - leukotrien

MCT - mid-chain triglycerides; triacylglyceroly se stfedné dlouhymi FA
MUFA - mononenasycené mastné kyseliny

PBMC - periferal blood mononuclear cells; mononuklearni buiiky z periferni krve
PG - prostaglandin

PLA; - fosfolipaza A

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny

PV - parenteralni vyZziva

ROS - reaktivni formy kysliku

SAT FA - nasycené mastné kyseliny

SOD - superoxiddismutaza

TLC - chromatografie na tenké vrstvé

TNF - tumor nekrotizujici faktor

TX - tromboxan

VFEN - v§eobecna fakultni nemocnice



1. Uvod

Lipidy jsou vedle proteint, sacharidii a nukleovych kyselin jednou ze zakladnich
stavebnich slozek zivych organismt. Slouzi nejen jako vyznamny zdroj energie, ale maji
I dillezitou strukturni funkci a také se podileji na bunééné signalizaci. Za fyziologickych
podminek se lipidy v organismu vyskytuji v urCité kvalité a kvantité, dané jejich syntézou
de novo a piijmem v potravé. Kvalita i mnozstvi lipidd se méni béhem riznych
patologickych stavii, jako je napt. zvySeny oxidacni stres, zanét a podvyziva.

U mnohych onemocnéni nejsou pacienti schopni pfijimat ziviny v potiebné kvalité
a kvantité. Proto pottebuji nutri¢ni podporu (umélou vyzivu), v ptipadech sttevniho selhani
v podobé& parenterdlni vyzivy. Jejim hlavnim ucelem je zvysit nebo zcela pokryt pifjem
zivin pacienta. Tukové emulze byly pivodné do parenterdlni vyzivy zavedeny kvuli
zlepSeni kalorického piijmu pacientd. Dodate¢né vSak bylo zjisténo, ze kvalita lipidi mtze
ovlivitovat zanét a ze dilezitou roli v regulaci zanétlivé odpovédi hraji polynenasycené
mastné kyseliny (PUFA) tfid n-3 a n-6. Zatimco n-6 PUFA jsou obecné prozanétlivé, n-3
postupné se pak zacCaly pouzivat emulze se snizenym zastoupenim n-6 PUFA a se
zvySenym piidavkem n-3 PUFA s cilem omezit negativni vliv na nadmérnou zanétlivou
odpovéd’ organismu. Navzdory intenzivnimu studiu vSak stale neni jasné, jaké mnoZstvi
n-3 PUFA je v tukovych emulzich z hlediska optimalni regulace zanétu nejvyhodnéjsi a

Rozvoj zanétu provazi fadu klinickych situaci (infekéni onemocnéni, pooperacni
stavy, popaleniny). Zanét je univerzalni reakci t€la na potencidln€ nebezpecny podnét
(infekce, fyzické poskozeni tkang). Z tohoto hlediska se jedna o pfirozeny a velmi dilezity
obranny mechanismus organismu, bez kterého by mohla mit i sebemensi infekce fatalni
nasledky. Na druhou stranu mize byt zdnét nebezpecny, pokud dojde k jeho deregulaci.
Télu pak hrozi poSkozeni vlastnim hyperaktivovanym imunitnim systémem, coZ mize vést
k nekontrolované systémové zanétlivé reakci, nebo naopak k imunosupresi a snizeni
obranyschopnosti organismu. V obou pfipadech se miize jednat o nebezpecny a potencialné
zivot ohrozujici stav.

Studium vlivu suplementace n-3 PUFA na ukazatele zanétu v lidské populaci je
pomérné slozité, protoze piijem tukl v potravé je nutné ovlivnit na pomérné dlouhou dobu

za soucasné kontroly aktivity zdnétu. Ob¢ tato hlediska splnuji pacienti na dlouhodobé



parenteralni vyzivé. U téchto pacientll je omezeno vstiebavani zivin ve stievé a piijem
mastnych kyselin je u nich dlouhodobé zavisly na slozeni tukovych emulzi, které¢ jsou
soucasti parenteralni vyzivy. Vzhledem k rbGznorodosti klinicky dostupnych tukovych
emulzi lze t€émto pacientliim postupné podat emulze o riizném slozeni mastnych kyselin (pfi
zachovani stejného kalorického pfijmu) a srovnat jejich vliv na zanétlivou odpovéd
imunokompetentnich bunék u téhoz pacienta. Tento pfistup pomilze vyloucit vliv
genetickych rozdila v populaci.

Tato diplomova prace je soucasti rozsahlejsi klinické studie, ktera srovnava
lipidové emulze o razném zastoupeni tiid mastnych kyselin. Tyto emulze jsou bézné
pouzivané v klinické praxi pro dlouhodobou domaéci parenteralni vyzivu. Bude hodnocen
jejich vliv na zanétlivou odpovéd a oxidoredukéni rovnovdhu organismu vzhledem

k zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v lipidech plazmy a fosfolipidech erytrocytu.
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2. Cile

Tato diplomova préce sleduje u pacienti na dlouhodobé domaéci parenteralni vyzive
pisobeni tukové emulze SMOFLipid® s pomérné vysokym podilem n-3 PUFA a smé&sné
emulze SMOFLipid®+Omegaven® vedouci jest¢ k dal§imu navySeni n-3 PUFA

s nasledujicimi cili:

1. srovnat vliv téchto tukovych emulzi na spektrum mastnych kyselin v lipidech
plazmy a fosfolipidech erytrocytii

2. zjistit vliv zmén spektra mastnych kyselin na produkci IL-6 a TNF-a v séru
a po in vitro stimulaci plné krve lipopolysacharidem

3. zjistit vliv zvySeného zastoupeni n-3 PUFA ve vyzivé na nékteré parametry

oxidoredukéni rovnovéhy a zakladni laboratorni ukazatele
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3. Literarni prehled

3.1. Lipidy v lidském organismu

3.1.1. Charakteristika lipida

Mezi lipidy tfadime Siroké spektrum molekul pfevazné hydrofobni, ptipadné
amfifilni povahy. Miizeme je délit na jednoduché lipidy (tuky, vosky), slozené lipidy
(pt. glycerofosfolipidy, glykoglycerolipidy, sfingolipidy) a na prekurzorové a odvozené
lipidy (mastné kyseliny, steroly). Mezi lipidy fadime také vitaminy a hormony rozpustné v
tucich (vitaminy A, D, E, K; testosteron, estradiol a jing).

Lipidy maji v organismu nékolik dilezitych funkci. Pfedev§im jsou vydatnym
zdrojem energie. Energeticka hodnota 1 g tukt je ptiblizné 38 kJ, zatimco energie ziskana
z 1 g glukozy je asi 16 kJ. Rezervoarem lipidua v téle je tukova tkan tvoiend adipocyty. Tyto
buiky uchovavaji lipidy v podob¢ triacylglycerolli a cholesterolesterti. Lipidy maji dale
strukturni ~ funkci, jelikoz jsou dilezitou soucasti biologickych ~ membran
(glycerofosfolipidy, fosfosfingolipidy, cholesterol). Fosfolipidy mohou diky svému
amfifilnimu charakteru vytvofit dvojvrstvou membranu, ktera oddéli dvé vodna prostiedi,
jako je cytoplazma a okoli bunky, prostfedim hydrofobnim. Tim vznikd semipermeabilni
membrana nepropustnd pro hydrofilni molekuly.

Lipidy hraji roli také v bunééné signalizaci. Rada lipidovych signalnich molekul
muze diky svému hydrofobnimu charakteru prochéazet skrze membrany, proto nemohou
byt, narozdil od jinych signalnich molekul, pted uvolnénim shromazd’'ovany ve vaccich
ajsou tedy syntetizovany na ureném misté¢ ve chvili potfeby. Mezi lipidové signalni
molekuly se fadi napt. kyselina lyzofosfatidovd, ceramid, prostaglandiny, steroidni
hormony nebo inositoltrisfosfat a diacylglyceroly (odvozené od fosfatidylinositol
bisfosfatu), coZz jsou molekuly fadici se mezi tzv. druhé posly zprostfedkovavajici prenos
signalu uvnitt bunky (Vance and Vance, 2002)

VétSina funkci zprostiedkovanych lipidy je ovlivnéna kvalitou jejich mastnych

kyselin (FA).

3.1.2. Mastné kyseliny
FA jsou monokarboxylové kyseliny s uhlikatym fetézcem o délce osm a vice

uhlikovych atomt. Podle po¢tu dvojnych vazeb se d€li na saturované (SAT FA), které
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neobsahuji zddnou dvojnou vazbu, mononenasycené (MUFA) s jednou dvojnou vazbou a
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) s dvéma a vice dvojnymi vazbami v molekule.
PUFA se dale dé¢li do dvou tiid, n-3 (znamé také jako ®-3) a n-6 (w-6). Toto oznaceni
symbolizuje, na kolikatém uhliku od koncové methylové skupiny se nachdzi prvni dvojna
vazba v uhlikovém fetézci ptislusné FA.

Pti syntéze nenasycenych FA zavadéji v molekule dvojnou vazbu enzymy
desaturdzy. Lidské builkky nemaji k dispozici A-12 a A-15 desaturdzy (bézné ptitomné
Vv rostlinach), proto nemohou zavadét dvojné vazby dale nez na devaty uhlik (A-9
desaturazy) od karboxylové skupiny. U ¢lovéka proto nedochazi k de novo syntéze
prekurzori PUFA n-3 série, kyseliny alfa-linolenové (ALA, 18:3n-3) a prekurzorii n-6
série, kyseliny linolové (LA, 18:2n-6). Tyto, pro ¢lovéka esencialni, FA (EFA) proto musi
byt pifijimany v potravé, hlavné v rostlinnych olejich (Vance and Vance, 2002). Bohatym
zdrojem LA je napf. kukufiény nebo slunecnicovy olej, ALA pak najdeme v fepkovém
nebo Inéném (De Caterina and Basta, 2000). EFA mohou byt v lidském organismu dale
pfeménovany pomoci elongace a desaturace na dalsi vice nenasycené PUFA (viz Obr. 1).
Z tiidy n-6 je vyznamna kyselina arachidonova (AA, 20:4n-6), z tiidy n-3 kyselina
eikosapentaenova (EPA, 20:5n-3) a dokosahexaenova (DHA, 22:6n-3). Jelikoz je pfeména
ALA na EPA, resp. DHA u lidi omezena a tukova tkan je schopnd ukladat n-3 PUFA také
jen v omezené mife, je dulezité tyto FA neustale piijimat v potravé (Arterburn et al., 2006).

Hlavnim zdrojem EPA a DHA je pro ¢loveka rybi tuk.
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Mastné kyseliny
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Obr. 1: Schéma syntézy polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) s dlouhym fetézcem
z prekurzort, kyseliny a-linolenové pro n-3 PUFA, kyseliny linolové pro n-6 PUFA (pfevzato ze Siddiqui et.
al, 2008; upraveno).

3.1.3. Vyznam n-3 PUFA

V soucasnosti je pro vétSinu obyvatel vyspélého svéta typicka tzv. zapadni dieta. Ta
je bohata pfedevSim na n-6 PUFA s velmi nizkym podilem n-3 PUFA. Obvykle se uvadi
pomér n-6/n-3 PUFA pro zapadni dietu 20:1. Pfitom se odhaduje, ze u naSich predkd byl
tento pomér asi 2:1. Takto nizky je dnes pomér n-6/n-3 PUFA jen v dieté obyvatel
nékterych pfimoiskych statl. Zvysené zastoupeni n-6 PUFA v zdpadni diet€ je ddno nizkou
konzumaci rybiho masa, vysokou mirou konzumace masa primyslové chovanych zvitat
a primyslové péstovanych rostlin, v nichZ jsou n-3 PUFA zastoupeny jen v malé mife
(pfevzato ze Simopoulos, 2000).

Studie ze 70. a 80. let minulého stoleti na gronskych Eskymacich a u obyvatel

Japonska, u kterych velkou ¢ast stravy tvofily ryby, naznacovaly, ze n-3 PUFA mohou
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snizovat riziko vzniku srde¢nich onemocnéni. Od té doby byla ukdzana fada prospéSnych
mohou mit antikoagulacni a antiarytmické ucinky, mohou branit vzniku aterosklerdzy,
U pacientll s hypertriglyceridemii mohou upravovat lipidovy profil plazmy (souhrnné
v Siddiqui et al., 2008). VSechny vySe zminéné uUCinky mohou pfispivat
ke kardioprotektivnimu pisobeni n-3 PUFA, které je dnes dobie znamo (Valagussa et al.,
1999). Dalsi prace naznacuji, ze n-3 PUFA snizuji riziko vzniku Alzheimerovy choroby
(Morris et al., 2003), hraji roli v prevenci vzniku rakoviny tlustého stfeva (Roynette et al.,
mohou byt uzite¢né v 1é€bé nekterych akutnich a chronickych zanétlivych onemocnéni

(v souhrnu Calder, 2006).

3.1.4. N-3 PUFA a zanét

Je fada zptisobt, jak mohou n-3 PUFA ovlivnit ¢innost imunitnich bun€k pii zanétu
(viz Obr. 2). Spektrum FA pfijatych v potravé se odrazi na slozeni bunécnych membran
vSech tkani véetné bunék imunitniho systému. Zvyseni podilu n-3 PUFA ve fosfolipidech
membrany mulze ovlivnit strukturu celé membrany, jeji fluiditu a organizaci lipidovych
raftti (Stulnig et al., 2001). Zmény ve slozeni FA membranovych fosfolipidl souvisi také se
zménou vlastnosti signalnich molekul odvozenych od fosfolipid, jako jsou
diacylglyceroly, kyselina fosfatidova, lyzofosfolipidy (Serhan et al., 1996). Ty mohou
nasledné ovlivnit aktivaci dalSich ¢lenti signalnich kaskad, jako je proteinkinaza C
(De Jonge et al., 1995), ktera mtze napi. modulovat ¢innost cyklooxygenazy-2 (COX-2)
(Giroux and Descoteaux, 2000). COX-2 je jednim z enzymu produkujicich zanétlivé
mediatory zvané eikosanoidy. Prekurzory pro syntézu eikosanoidl jsou predevSim AA
a EPA, zména poméru AA/EPA v membrané ovlivni produkei riiznych druhi eikosanoida
s riznymi ucinky pii zanétu (viz kapitola 3.3.2.3 Eikosanoidy). N-3 PUFA jsou prekurzory
pro fadu dalSich lipidovych mediatord s imunomodula¢nimi ucinky (kapitola 3.3.2.4
Mediatory odvozené od DHA). N-3 PUFA mohou ovliviiovat také genovou expresi vazbou
na jaderné receptory a regulovat tak napf. expresi jadern¢ho transkripéniho faktoru-kB,
ktery ovliviiuje imunitni reakci na infekei (Deckelbaum et al., 2006). Kromé toho mohou

n-3 PUFA modulovat apoptozu lymfocytl (souhrnné ve Wanten and Calder, 2007).
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Zména reakce imunitnich bunék
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Obr. 2: Zpusoby, kterymi mohou n-3 polynenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA) ovlivnit reakci
imunitnich bunék pfi zanétu. Pijjem n-3 PUFA ve vyzivé vede k inkorporaci n-3 PUFA do fosfolipida
membran imunitnich bun€k, coz mlze ovlivnit fadu bunéénych procest, jako je bunétna signalizace,
produkce lipidovych mediatorii nebo genova exprese, souvisejicich se zanétlivou reakci. NF-xB - jaderny

transkrip¢ni faktor-kB (pfevzato z Wanten and Calder, 2007; upraveno).

3.1.5. Lipidova peroxidace

Za normalnich okolnosti je v organismu vyvazena produkce volnych radikalu a tzv.
reaktivnich forem kysliku (ROS) a jejich degradace antioxida¢nim systémem. V piipade¢,
ze dojde k nadmérné produkci ROS nebo snizeni schopnosti antioxida¢niho systému ROS
eliminovat, dochazi k oxida¢nimu stresu. ROS mohou napadat lipidy, proteiny i DNA, coz
muze vést k funkénimu poskozeni, ptipadné smrti buiiky.

Oxidacni poskozeni lipidi (lipidova peroxidace) je typické predevSim pro PUFA
(jak tfidy n-6, tak n-3), at’ uz volné nebo vazané v membran¢. Oproti SAT FA a MUFA
maji vyssi pocet dvojnych vazeb, které jsou oddéleny methylenovou skupinou -CHj-. Ta
snadno reaguje s volnymi radikaly za vzniku nestabilniho lipidového radikalu. Nasledné

dochazi k tetézové reakci produkujici dalsi lipidové radikaly a dalSi produkty lipidové
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peroxidace, které jsou toxické. K zastaveni takovéto fetézové reakce slouzi antioxidanty,
jako napft. vitamin E. Lipidova peroxidace muize vést k poSkozeni membran (zvysSena
permeabilita, snizovani membranového potencialu, vliv na funkei proteintt) (Halliwell and
Chirico, 1993).

Antioxidant mizeme d¢€lit na neenzymové a enzymove.

3.1.5.1.Neenzymové antioxidanty

Do této skupiny patii latky nizkomolekularni, jako je vitamin C, vitamin E,
glutathion nebo kyselina mocova, a vysokomolekularni, kam patii transportni proteiny

V plazmé¢ - pf. albumin, transferin, ferritin.

3.1.5.2. Antioxidaéni enzymy

e Superoxiddismutaza
Superoxiddismutaza (SOD; EC 1.15.1.1) katalyzuje dismutaci superoxidového
radikalu na kyslik a peroxid vodiku podle reakce:

20, + 2H" — 0O, + H,0,

Existuji dva hlavni typy SOD liSici se svymi kovovymi kofaktory a bunécnou
lokalizaci. Nejbéznéjsi je méd’zinkova SOD (CuZn-SOD), ktera se nachazi v cytosolu
eukaryotnich bunék. Druhy typ SOD obsahuje zelezo nebo mangan (Fe/Mn-SOD) a je
béZzny u prokaryot a v mitochondriich a plastidech eukaryotnich bunc¢k (Weisiger and
Fridovich, 1973).

Superoxidovy radikal je béZzny ve vétSin€ Zivych organisml. Neni pfili§ reaktivni.
Vznikd napt. ptfi mitochondrialni respiraci a je také produkovan bunikami imunitniho

systému jako obrana proti mikroorganismtiim (Stipek et al., 2002).

e Katalaza
Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6) je bézny enzym vyskytujici se od aerobnich bakterii
az po ¢lovéeka. Katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik podle reakce:
H20, — 2H,0 + O,
Katalazy obsahuji ve své struktufe hem. Obvykle se nachazi v peroxizomech.
Peroxid vodiku je vedlejSim produktem fady metabolickych procesti. Sdm o sobé
neni piili§ reaktivni, ale mize se redukovat za vzniku velmi toxického hydroxylového

radikalu. Podobné jako superoxidové radikaly i peroxid vodiku je produkovan buitkami
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imunitniho systému pii obrané proti mikroorganisméim (Stipek et al., 2002).

e  Glutathion reduktaza
Glutathion reduktaza (GR; EC 1.8.1.7) je enzym katalyzujici redukci oxidované
formy glutathionu na redukovanou formu. Tato reakce vyzaduje piitomnost NADPH.
Glutathion je dulezitym bunécnym antioxidantem chranicim pied poSkozenim volnymi
radikadly a peroxidy. Kromé toho redukuje disulfidické vazby v cytoplazmatickych
proteinech. Ve zdravé buiice se nachazi az 90% glutathionu v redukované forme. Zvysujici
se pomér oxidovany/redukovany glutathion miZe byt znamkou oxidaéniho stresu (Stipek

etal., 2002).

3.2. Dopliovani (suplementace) Zivin v klinické praxi

Existuje fada onemocnéni, at’ uz psychického (mentalni anorexie) ¢i fyzického
charakteru (syndrom kratkého stieva, nadorova onemocnéni, chronickd pankreatitida),
které jsou provdzeny malnutrici (podvyZivou), kterd oslabuje obranyschopnost organismu,
prodluzuje pobyt v nemocnici, vede ke komplikacim pfi 1écbé a také zvySuje mortalitu.
Malnutrice v nemoci se €asto rozviji navzdory vyvazené raciondlni dieté. V klinické praxi
se proto v téchto ptipadech pfistupuje k nutricni podpote formou umelé vyzivy (Shikora
and Blackburn, 1997). Existuje celd fada zpusobd, jak suplementovat ziviny pomoci umélé
vyZzivy. V principu lze rozlisit enteralni a parenteralni zpiisob umélé vyzivy. Pfi enteralni
vyzivé (EV) jsou Ziviny pfijimany stfevem, zatimco u parenteralni vyzivy (PV) jsou ziviny
aplikovany pfimo do cévniho fecisté. EV lze dale dé€lit na perordlni suplementaci (ang.
sipping) a EV sondou, pii které jsou roztoky Zivin aplikovany sondou zavedenou piimo
do traviciho traktu. EV, protoze je pfirozenéjsi a zachovava funkce traviciho traktu, je vzdy
preferovana pied PV, ktera je rezervovana pro piipady stievniho selhdni nebo nemoznosti
dodavky Zivin do traviciho traktu.

Nejjednodussim a zaroven nejlevnéjSim typem suplementace zivin je jejich
peroralni podavani. K tomu se pfistupuje vzdy, je-1i pacient schopen pfijimat potravu usty
a jeho travici trakt je funkcni. Existuji rizné nutricni doplilky pro peroralni uziti, at’ uz se
jedné o nutricné definované roztoky urcené k popijeni ¢i kapsle obsahujici naptiklad rybi
tuk pro zvySeni piijmu n-3 PUFA.

EV sondou se aplikuje v pfipadech, kdy pacient neni schopen pfijimat potravu Usty,
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naptiklad pii poruchach polykéni ¢i ve stavu bezvédomi, ale pti zachované spravné funkci
gastrointestinalniho traktu (Gibney et al., 2005). Tento zpisob vyzivy je oproti oralni
suplementaci vice invazivni, ve srovnani s PV vSak zptsobuje méné zavaznych komplikaci
a také zachovava funkci stfeva. EV se aplikuje sondou zavedenou pies nos, nebo biisni
dutinu do zaludku, nebo do tenkého stieva (viz Obr. 3). Standardni formule EV obsahuje
50-55% sacharidt, 15-20% proteinti a 30% lipidt. Existuji i rizné specidlni formule

ptipravené pro piipad konkrétniho onemocnéni (Shikora and Blackburn, 1997).

Nosem do Zaludku
nebo streva

Stomii do
Zaludku

Stomii do
tenkého streva

Obr. 3: Moznosti zavedeni enteralni vyzivy. Enterdlni vyziva miZze byt zavedena sondou
prochazejici nosem do zaludku, ale také do tenkého stieva (neni zobrazeno). Dal§i moznosti je zavedeni
sondy do zaludku <¢i tenkého stieva skrze bfiSni  dutinu  formou stomie  (zdroj:

http://www.nutritioncare.org/wcontent.aspx?id=266; upraveno)

PV, jak jiz bylo feceno, znamend aplikaci zivin do cévniho systému. PV je
aplikovana v podobé komplexnich roztokl obsahujicich glukézu, aminokyseliny, lipidy,
vitaminy, elektrolyty a stopové prvky. Vyuziva se v piipadech, kdy pacient ma nefunk¢ni
nebo poskozeny travici trakt a vstfebavani zivin ve stfevé je nedostacujici pro pokryti
nutricnich potfeb pacienta. PV se nevyuzivd v pfipadé, kdy mize byt plné¢ nahrazena
vyzivou enteralni. Mezi nejcastéjsi indikace PV patii syndrom kratkého stfeva a syndrom
nadorové obstrukce (Svacina, 2008).

RozliSujeme totalni PV, je-li tato jedinym zdrojem zivin, a ¢astecnou PV, pokud
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pacient zaroven piijima ziviny peroralné ¢i enteralné. PV mtize byt aplikovéana do periferni
¢i centrdlni zily (viz Obr. 4). Nekteti pacienti vyzaduji dlouhodobou nutri¢ni podporu,

kterou dostavaji v prostfedi svych domovii, tzv. domaci PV.

aplikace do
centralni Zily

aplikace do
periferni Zily

=

Obr. 4: Moznosti aplikace parenteralni vyzivy. Totalni parenteralni vyziva se aplikuje do centralni
zily, zatimco Castena parenteralni vyziva byva aplikovana do periferni Zily  (zdro;j:

http://www.pfk.com.au/3947.htm; upraveno).

3.2.1. Tukové emulze v parenteralni vyZivé

Tukové emulze (viz Obr. 5) se staly soucasti parenteralni vyzivy v 60. letech
20. stoleti. Dlivodli pro ptfidani tukovych emulzi do parenterdlni vyzivy bylo nékolik.
Piedev§im Slo o vysoky energeticky obsah tuki, ktery umozZnil snizit objem tekutiny
dodévané pacientim. Aby se zabranilo cévnim komplikacim, nesmi roztok pro PV
prekrocit urcitou koncentraci. Proto byl pii pouziti aminokyselin a cukri jako zdroje
energie potieba piili§ velky objem tekutiny (Hallberg et al., 1967). Navic diky tukovym
emulzim se snizilo mnozstvi glukozy v PV a zamezilo se fad¢ s tim spojenych komplikaci.
Kleslo tak riziko hyperglykémie, steatdozy jater ¢i metabolického stresu (Vinnars and
Hammarqvist, 2004). Dale bylo mozné dodat do téla EFA a zabranit tak jejich deficienci,
kterd vede k fad¢ zdravotnich potiZi, jako je poskozeni pokozky nebo vypadavani vlast
(Fleming et al., 1976). Kromé toho maji tuky dulezitou stavebni funkci, jsou potiebné k
transportu vitaminil rozpustnych v tucich a velice vyznamna je také uloha FA jako

prekurzorii biologicky aktivnich latek pii zanétlivych reakcich.
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Obr. 5: Tukové emulze pro parenteralni vyzivu. (vlevo: http://trialx.com/curebyte/2011/06/16/what-

is-nutrition-parenteral/; vpravo: http://pharm.kku.ac.th/thaiv/depart/clinic/DispensingPharmacy/iv/iv.htm).

Uz od 20. let 20. stoleti byla vyvijena fada tukovych emulzi, které se mély stat
soucasti PV. Tyto emulze musely pied klinickym vyuzitim projit mnoha testy. Bylo tfeba
zjistit, Ze jejich podavani v malych ¢i velkych davkach neplisobi toxicky, zda neplsobi
negativné na lidské zdravi pti kratkodobém ani dlouhodobém podavani, ze neovliviuji
jaterni funkce apod. (Hallberg et al., 1967). Za prvni netoxickou tukovou emulzi je
povazovan Intralipid®, jeho sloZeni bylo publikovéano v roce 1961 Arvinem Wretlindem ze
Svédska. Intralipid®, piipravovany ze sojového oleje, byl v Evropé schvélen ke klinickému
pouziti v roce 1963 (Bozzeti et al., 2006) a je pouzivan dodnes. V USA byla v t& dob¢
testovana jinid emulze, Lipomul®, pfipravovand z bavlnikového semene. Kvilli fadd
nepiiznivych vedlejsich tcinkt (Kaley, 1959; Meng and Kaley, 1965) vSak bylo jeji pouZiti
v roce 1964 zakazano (Bozzeti et al., 2006) a po n€kolik néasledujicich let byl v USA z4jem
0o moznost vyuziti tukovych emulzi v PV zna¢né omezen (Vinnars and Hammargqyvist,
2004). Béhem let byly vyrabény a klinicky vyuzivany dalsi druhy emulzi obohacené napf.
0 olivovy olej nebo rybi tuk.

Ptes znacné Usili nebyl doposud uspokojivé vyfeSen problém ptipravy tukové
emulze o optimalnim zastoupeni FA, ktera by splilovala potieby jak kalorické podpory, tak
vhodnych prekurzort pro syntézu signalnich molekul, které by pitiznivé ovlivnily prognézu

pacienta, zejména v pritbéhu zanétu.
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3.2.1.1.Tukové emulze na bazi sojového oleje

Jak jiz bylo zmingno, Intralipid®, jakozto prvni klinicky schvélena emulze, byl
ptfipravovan ze sojového oleje. Ten je zdrojem triacylglycerolli obsahujicich FA s dlouhym
fetézcem, tzn. se 14 a vice uhliky (tzv. long-chain triglycerides, LCT). Obsah FA
V sojovém oleji je nasledujici: k. palmitova (11,3%), stearova (4,9%), olejova (29,7%), LA
(46%) a ALA (8,1%). Hlavni slozkou je tedy LA patiici do skupiny n-6 PUFA a pomér
n-6/n-3 PUFA je ptiblizné 6:1. Tukové emulze zaloZené na bazi sojového oleje spliuji svou
ulohu jakozto zdroj energie a EFA. Od 70. let 20. stoleti se vSak zaCaly objevovat studie
poukazujici na to, Ze pouzivani téchto emulzi mize vést ke zhorSeni nekterych funkci
imunitniho systému, ackoli vysledky byly nejednozna¢né (Nordenstrom et al., 1979;
Nugent, 1984; Ota et al., 1984).

Ptesto se postupné zacaly objevovat pokusy o ptipravu tukovych emulzi s niz§im
obsahem n-6 PUFA. Tyto snahy zahrnovaly nahrazeni ¢asti n-6 PUFA triacylglyceroly
se sttedn¢ dlouhymi FA (tzv. mid-chain triglycerides, MCT) ¢i olivovym olejem, dalsi
volbou pro modifikaci emulzi byl rybi tuk bohaty na n-3 PUFA.

3.2.1.2. Tukové emulze obsahujici MCT

Jak jiz bylo zminéno, MCT jsou triacylglyceroly obsahujici stfedné¢ dlouhé
nasycen¢ FA (se 6-12 atomy uhliku). MCT slouzi v tukovych emulzich pro PV predevs§im
jako zdroj energie. Jsou totiz oproti triacylglycerolim obsahujicim PUFA vice rozpustné
ve vodé a snaze se hydrolyzuji. K transportu stfedné dlouhych FA do mitochondrii neni
tteba karnitin a jsou tak rychleji oxidovany. Jejich dalsi vyhodou je, Ze neobsahuji dvojné
vazby, a proto nepodléhaji lipidové peroxidaci. Neukladaji se do tukové tkané a nehromadi
se v jatrech. Tukové emulze vSak nemohou obsahovat pouze MCT, jelikoz by mohlo
dochazet ke vzniku metabolickych komplikaci jako je ketdza a acidoza (Ulrich et al.,
1996). Kromé toho MCT nejsou zdrojem EFA.

MCT se ziskéavaji z kokosového oleje. Emulze, které MCT obsahuji, existuji bud’
ve form¢ fyzikdlni smési MCT a LCT (obvykle v poméru 1:1) nebo ve formé
strukturovanych lipidd. Strukturované lipidy jsou synteticky pfipravované slouceniny,
V nichZ jsou na jednu molekulu glycerolu navazany jak sttedné dlouhé FA, tak dlouh¢ FA.
Existuji ve formé randomizované (FA jsou rozmistény nahodné) a chemicky definované (je
ptesné dana pozice jednotlivych FA) (Calder et al., 2010).

Tukové emulze obsahujici fyzikdlni smés MCT a LCT jsou pacienty dobie

tolerovany a vykazuji nékteré pozitivni klinické uinky oproti LCT emulzim pouze
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ze sojového oleje. MCT/LCT emulze maji ve srovndni s LCT emulzemi lepsi vliv
na jaterni a plicni funkce (v piehledu v Calder et al., 2010). Bylo zjisténo, ze MCT/LCT
emulze narozdil od LCT emulzi vykazuji proteiny-Setiici efekt - zlepSuji dusikovou
bilanci, ktera byva naruSena hlavné¢ u pacienti, kteti prodélali operaci, a to jak u dospélych
(Jiang et al., 1993), tak pediatrickych pacienti (Lai and Chen, 2000). Tento efekt je
ptipisovan rychlé preméné MCT na ketolatky snadno vyuzitelné jako zdroj energie.
Strukturované lipidy jsou stejné jako fyzikalni smési MCT a LCT dobfe snaSeny.
Jejich vyhodou pied fyzikalni smési je predev§im pomalejsi uvoliiovani stiredné dlouhych
FA. Snizuje se tim riziko vzniku ketonémie (Rubin et al., 2000). Nicméng, Chambrier
a spol. srovnavali vliv fyzikalni smési MCT/LCT a strukturovanych lipidi na pacienty,
ktefi prodélali operaci v biiSni oblasti. Oba typy emulzi vykazovaly podobné ucinky,
neovliviiovaly funkci jater a pusobily pfiznivé na dusikovou bilanci (Chambrier et al.,
1999). Pokud jde o srovnani se sojovym olejem, kratkodobé podavani emulze
se strukturovanymi lipidy (3 dny) pacientim v sepsi nebo s mnohacetnymi zranénimi
vykazovalo zlepSeni dusikové bilance (Lindgren et al., 2001). Ukazalo se, ze strukturované
lipidy jsou dobte tolerovany také pacienty na dlouhodobé doméaci PV. Ackoliv emulze byla
podavéna pouze 4 tydny, u zddného z pacientll se pii podavani strukturovanych lipidi

neobjevily jaterni dysfunkce (Rubin et al., 2000).

3.2.1.3.Tukové emulze obsahujici olivovy olej

Olivovy olej je hlavni soudasti tukové emulze ClinOleic®. Tato emulze obsahuje
80% olivového oleje a 20% sojového oleje. Olivovy olej je bohaty predevsim na kyselinu
olejovou (18:1n-9) patiici mezi MUFA. Obsah jednotlivych skupin FA je dle udaju
od vyrobce piiblizné nasledujici: 15% SAT FA, 65% MUFA, 20% PUFA. ClinOleic® tedy
obsahuje vyrazné niz§i mnozstvi PUFA nez emulze zaloZené pouze na sojovém oleji.
MUFA podléhaji lipidové peroxidaci v niz§i mife nez PUFA vzhledem k pfitomnosti jen
jedné dvojné vazby v molekule. Olivovy olej je kromé toho také bohaty na ucinny
antioxidant a-tokoferol.

Rada studii ukazala, ze ClinOleic” je bezpeéna a pacienty dobie snasena emulze,
at uz pii kratkodobém podavani (Webb et al.,, 2008) ¢i pii dlouhodobé domaci PV
(Reimund et al., 2005). A&koli obsahuje ClinOleic® pomé&mé& nizké mnozstvi PUFA,
neobjevily se ani po tiech mésicich podavani této emulze ptiznaky deficience EFA (Vahedi
et al., 2005). Po péti dnech podavani ClinOleic® kriticky nemocnym novorozenciim nebyly

pozorovany zmény v mnozstvi ukazatelti oxida¢niho stresu (Webb et al., 2008). Gobel a
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spol. srovnavali vliv emulzi Intralipid® (sojovy olej) a ClinOleic® u piedasné narozenych
déti (délka PN = 7 dni) a zjistili, Zze u skupiny dostavajici emulzi zaloZenou na olivovém
oleji byl lepsi antioxidacni stav (tito jedinci vykazovali vyssi pomér a-tokoferol/celkové
lipidy). Hodnoty malondialdehydu v moci, jakozto ukazatele oxidacniho stresu, mezi
srovnavanymi skupinami nevykazovaly signifikantni rozdily (Gobel et al., 2003). Podobné
Reimund a spol. nezjistili zddné signifikantni zmény v mnozstvi malondialdehydu, ovSem
ani a-tokoferolu, po podani ClinOleicu® dosp&lym lidem na domaci PV ve srovnani s LCT
ani LCT/MCT emulzi (Reimund et al., 2005).

Predpokladané zmirnéni oxidacniho stresu oproti emulzim bohatym na PUFA
nebylo zatim jasn& prokazano. Zda se oviem, e ClinOleic® na rozdil od emulzi
ze sojového oleje neovliviiuje funkce imunitniho systému (Moussa et al., 2000; Reimund et

al., 2005).

3.2.1.4.Tukové emulze s obsahem rybiho tuku
Rybi tuk je bohatym zdrojem n-3 PUFA, piedev§sim EPA a DHA. Pouziti rybiho

tuku pii ptfipravé tukovych emulzi je vyhodné diky tomu, Ze umoziiuje snizit podavané
mnozstvi n-6 PUFA a zaroven dodat do téla n-3 PUFA, kterym je pfisuzovdna fada
ve srovnani s n-6 PUFA.

Tukova emulze &isté na bazi rybiho oleje se nazyvd Omegaven®. Dle udaji
od vyrobce obsahuje 100 ml této emulze 1,3-2,8 g EPA a 1,5-3 g DHA. Kvuli pomérné
vysokému mnozstvi n-3 PUFA smi byt Omegaven” pouZivan pouze v kombinaci s jinou
tukovou emulzi tak, Ze tvoii 10-20% piijimaného tuku. Doba podavani Omegavenu® je
omezena na 4 tydny.

Bylo ukézéano, Ze aplikace totalni PV s ptidavkem Omegavenu® (smés Intralipid®
a Omegaven® v poméru 5:1) mé&la oproti samotnému Intralipid® lepsi vliv na zdravotni
stav pacientl po operaci v oblasti bfiSni dutiny (odstranéni raznych nadort
gastrointestinalniho traktu). Ve skupiné pacientt dostavajicich Omegaven® byl nizsi vyskyt
infekénich komplikaci a syndromu systémové zanétové odpovédi organismu, kromé toho
doba pobytu v nemocnici byla u této skupiny pacientt krat$i nez u skupiny kontrolni (Jiang
et al, 2010). Bin a spol. v podobné navrzené studii (pacienti prodé¢lali resekci
kolorektalniho karcinomu a pooperacné u nich byla aplikovéna totdlni PV za pouziti
stejnych tukovych emulzi jako v pfedchozim piipad€) zaznamenali kratS$i dobu pobytu v

nemocnici u pacientd dostavajicich Omegaven® (Bin et al., 2008).
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Déle jsou v soucasné¢ dobé dostupné dvé tukové emulze, které obsahuji rybi tuk
v kombinaci s rostlinnymi oleji - Lipoplus® a SMOFLipid®. Lipoplus® je emulze
obsahujici 50% MCT, 40% sojového oleje a 10% rybiho tuku. SMOFLipid® ma nasledujici
sloZeni: 30% MCT, 30% sojovy olej, 25% olivovy olej a 15% rybi tuk. Je tedy propojenim
vSech vySe zminovanych principil - snizeni podilu n-6 PUFA, ptfidani MCT jako rychle
dostupného zdroje energie, pfidani MUFA neovliviigjicich imunitni  systém
a nepodléhajicich lipidové peroxidaci a dodani n-3 PUFA s beneficnimi U¢inky nejen
pii zanétu.

Obé zminéné emulze byly pifi rozsdhlych studiich shledany bezpecnymi
pro klinické pouziti a ukdzalo se, ze pacienti je dobfe snasi. Zarovenn byla u pacientt,
kterym byly tyto emulze aplikovany pooperacné, pozorovana signifikantné krat$i doba
pobytu v nemocnici nez u kontrolnich skupin s PV bohatou na n-6 PUFA (Schlotzer and
Kanning, 2004; Wichmann et al., 2007; Mertes et al., 2006). Rada studii se zamétila
na imunomodulaéni G¢inky téchto dvou emulzi obsahujicich rybi tuk a tedy obohacenych
0 n-3 PUFA a ukazala jak pokles v produkci eikosanoidli odvozenych od AA, tak pokles
v produkci prozanétlivych cytokinid (viz kapitola 3.3.4. Ovlivnéni zanétu pomoci
farmakonutri¢ni suplementace).

Pfi podavani emulzi SMOFLipid® i Lipoplus® dochdzi u pacientli ke zvyseni
plasmatického a-tokoferolu (Grimm et al., 2006; Wichmann et al., 2007), ktery je jakoZto
antioxidant dilezitou soucasti zminénych emulzi vzhledem k vysokému poctu dvojnych
vazeb u n-3 PUFA, které mohou snadno podléhat lipidové peroxidaci a byt tak zdrojem

tvorby nebezpecnych volnych radikalli a naruSeni antioxida¢ni rovnovahy.

3.3. Zanét a farmakonutri¢ni intervence jako moznost jeho
ovlivnéni

Schopnost organismu reagovat na riizné typy poskozeni je klicova pro jeho pteziti.
Béhem 7Zivota je t€lo vystaveno fadé mechanickych poranéni, napadeni ze strany
patogennich mikroorganismi, poskozenim zplsobenych teplem ¢i naopak chladem.
Na vSechny tyto podnéty reaguje t€lo spusténim slozitych mechanisma zahrnujicich jak
humoralni, tak bunécnou odpoveéd’, které slouzi k napraveé poSkozeni a navraceni postizené
tkan¢ do ptivodniho stavu. Tato komplexni reakce organismu se nazyva zanét.

Zanét je pifirozenym procesem, ktery miizeme zatfadit mezi obranné mechanismy

organismu. Na druhou stranu jde o potencialné¢ nebezpecny proces, ktery musi byt
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vzhledem ke své slozitosti ptisn¢ regulovan. Dojde-li ke ztraté kontroly nad zanétlivym
procesem, je-li zanétliva odpoveéd pfili§ silna nebo naopak nedostate¢nd, muze to mit
pro telo fatdlni nasledky v podob& poskozeni tkdni a organli. Abnormalni zanétliva
odpovéd’ je spojena s poruchami jako jsou astma, aterosklerdza, revmatoidni artritida,

zanétlivé onemocnéni sttev (Chandrasoma and Taylor, 1998; Serhan et al., 2010).

3.3.1. Priibéh zanétu

Zakladnimi makroskopickymi projevy zanétu jsou zcervenani (rubor), zteplani
(calor), bolest (dolor), otok (tumor) a také porucha funkce postizené tkan¢. Tyto projevy
jsou dany fyziologickymi zménami, ke kterym v poskozené tkéani a jejim okoli dochazi.
Je produkovana fada zanétlivych mediatorti, aktivuje se imunitni systém a ke zménam
dochazi lokéln¢ i ve vaskularnim systému. Nastava tzv. akutni faze zanétlivé odpovédi,
béhem niz je aktivovan imunitni systém, jsou odstraiiovany vlastni poskozené bunky a jsou
eliminovany patogenni mikroorganismy. Nasleduje faze rezoluce zanétu, jejimz tcelem

je cely proces ukoncit (Serhan et al., 2010).

3.3.1.1. Akutni fize zanétu

Akutni faze zahrnuje procesy, k nimz dochazi v prvnich hodinach po poranéni nebo
vyskytu infekce. Jako prvni zprostiedkovavaji odpovéd’ na posSkozeni tkdn¢ makrofagy
a zirné bunky, které se v tkani trvale nachdzeji. Tyto buniky reaguji na fyzické poranéni
nebo pfitomnost patogennich mikroorganismii uvolnénim prozanétlivych mediatort -
cytokinti, chemokinti, eikosanoidi a histaminu. Mnoho zmén nasledné¢ nastava
ve vaskularnim systému v blizkosti poskozeného mista. Na zaklad€ signald z tohoto mista
dochdzi k vazodilataci, ¢imZ se zvétSuje objem protékajici krve (proto dochazi
k zCervenani a zteplani). Dale se zvySuje permeabilita cév vlivem reverzibilniho otevieni
tésnych spoji endotelidlnich bunék. Tim je umoznén priachod tekutiny a proteini

z vaskularniho prostoru do tkén€, vznika otok (viz Obr. 6).
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Obr. 6: Srovnani vaskularniho systému za normalniho stavu a pfi rozvoji zanétu. V misté zanétu
dochazi ke zvySenému prutoku krve (1), ktery zpusobuje zCervenani a zteplani dané oblasti. Do tkané
prochazi tekutina a proteiny a vznika otok (2). Leukocyty migruji skrze stény kapilar k mistu poskozeni (3)

(pfevzato z Kumar et al., 2005; upraveno).

Prostfednictvim signdlnich molekul produkovanych z poskozeného mista jsou
aktivovany endotelialni bunky. Ty zacinaji exprimovat a vystavovat na svém povrchu
adhezivni molekuly. Uvoliuji také prozanétlivé mediatory, které pusobi chemotakticky
na bilé krvinky. Leukocyty jsou témito mediatory jednak navadény do poskozené oblasti,
jednak aktivovany a zacinaji produkovat receptory, kterymi se spoji s nové vzniklymi
adhezivnimi molekulami na povrchu endotelialnich bun¢k. Leukocyty poté migruji skrze
cévy do extravaskularniho prostoru (viz Obr. 7). Kromé toho je aktivovan komplement

a také krevni desticky (Kumar et al., 2005; Serhan et al., 2010).
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Obr. 7: Dgje, ke kterym dochazi v zanicené tkani a okolnich cévach pfi zanétu. Vlivem zanétlivych
mediatorti produkovanych ve tkani se na endotelu za¢inaji objevovat adhezivni molekuly, které umozni bilym
krvinkam uchyceni k endotelu. Diky zvySené permeabilité cév mohou bilé krvinky nésledné prochazet skrze
sténu cév do tkané. Lymfocyty a makrofagy v tkani produkuji dal$i mediatory zajiStujici spravny prubeh
zénétu. Fibroblasty produkuji kolagen, ktery nahrazuje poskozenou tkan (ptfevzato ze Serhan et al., 2010;

upraveno).

3.3.1.2. Ukonceni (rezoluce) akutni faze

Béhem akutni faze zanétu je spuSténa fada mechanismt, jejichz wcelem
je eliminovat vzniklé poSkozeni tkan¢ nebo infekci. Pokud by vsak akutni faze nebyla v¢as
ukoncena, mohlo by dojit ke vzniku chronického zéanétu. NejdilezitéjSim krokem
vedoucim k rezoluci zanétlivé odpovédi je odstranéni stimulu, ktery zanét spustil, tedy
napiiklad pfitomnost patogennich bakterii. Pokud je tento stimulus eliminovan, pfestavaji
byt produkovany prozanétlivé medidtory. Zanétlivé mediatory maji velmi kratkou
zivotnost, takze jakmile se zastavi jejich produkce, jejich koncentrace rychle klesa.
Zaroven jsou produkovany protizanétlivé mediatory a v dasledku toho se opét snizi
vaskularni permeabilita a leukocyty piestanou migrovat do tkané. Jiz aktivované leukocyty
v postizené tkani jsou odstranény bud’ zpétnym vstiebanim ptes lymfaticky systém, nebo
prodélaji programovanou bunéfnou smrt. Zbytky bunék jsou fagocytovany makrofagy.

Poskozena tkan regeneruje a dostavd se do stejného stavu jako ptfed poranénim nebo
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infekcei (Rossi and Sawatzky, 2008).

Vyse popsany vysledek zanétlivé reakce je ovSem typicky spiSe pro mensi poranéni
nebo lehéi infekce, kdy nebyla postizend tkan pftili§ poni¢ena a je schopna regenerace.
Pti rozsahlejsSim poSkozeni nebo u tkani s omezenou nebo Zadnou schopnosti regenerace
(napf. srdecni tkan), dochazi k nahrazeni poSkozené Casti tkdn€ pojivovou tkani (fibroza).

Nedojde-1i k rezoluci akutni faze, mize vzniknout chronicky zanét (viz Obr. 8).
Diivodem miize byt neschopnost odstranit podnét vyvoldvajici zanétlivou reakci nebo

porucha v piirozeném procesu rezoluce zanétu a obnovy poskozené tkané (Kumar et al.,

2005).
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mediator nastava apoptdza leukocyti a jejich zbytky jsou fagocytovany makrofagy. Tkan se vraci
do pivodniho stavu. V piipadé, Ze rezoluce zanétu selZe, vznika chronicky zanét (B). Pocet leukocytl
neklesa, dochézi k dal$imu poSkozeni tkan€ a nadmérné tvorbe pojivové tkan€ v postizeném miste (pfevzato

z Rossi and Sawatsky, 2008; upraveno).

3.3.2. Mediatory zanétlivé odpovédi
Zanétliva odpoveéd ma velice komplikovany pritbéh a je fizena velkym mnozstvim
signdlnich latek, jako jsou chemokiny, eikosanoidy, cytokiny a dalS$i mediatory. Tyto

molekuly jsou produkovany piedev§im granulocyty, monocyty/makrofagy, Zirnymi
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bunikami a krevnimi desti¢kami, ale na jejich produkci se podileji také napiiklad
endotelialni buiiky a fibroblasty. Prozanétlivé mediatory musi byt produkovany béhem celé
akutni faze, protoze jejich polocas Zivota je velmi kratky. Nékteré se rychle rozpadaji,
nekteré jsou enzymaticky odbourany nebo jinym zptsobem inhibovéany.

Jednotlivé medidtory maji velmi rozmanité uUCinky, nékteré ptisobi na uzké
spektrum buné€k, jiné ovliviiuji mnoho bunéénych typti. Mohou vyvolavat produkci
stejné¢ho typu medidtoru jako jsou samy, nebo mohou byt signalem pro tvorbu jiného druhu
mediatoru aktivujiciho procesy akutni faze. Témito mechanismy dochazi k amplifikaci
puvodniho signalu. Cilové bunky mohou ale produkovat i inhibi¢ni molekuly pusobici
proti pivodnimu signalu, coz je dulezité z hlediska regulace zanétlivé reakce. Pro spravny
priabéh zanétu je tieba uréitd vyvazenost a samoziejm¢ vhodné nacasovani produkce

prozanétlivych a protizanétlivych faktorti (Kumar et al., 2005).

3.3.2.1. Cytokiny

Cytokiny jsou malé signalni molekuly proteinové povahy. Jsou produkovany fadou
bunéénych typt a jejich ucinky jsou velmi Siroké. Cilova buiika musi mit na svém povrchu
pfitomny receptor pro dany cytokin. Reakci na pfijaty podnét od cytokinového receptoru
je zména v genové expresi. Ta mize vést mimo jiné k dalsi tvorb¢ stejného cytokinu a tim
k amplifikaci signalu, nebo k produkci cytokinu s opacnym efektem a tim
ke zpétnovazebné regulaci signalu.

Cytokiny jsou redundantni, fada z nich mé identickou funkci. To je dilezité
z hlediska zachovani spravného pribéhu zanétu (ale i dalSich procest, kterych se cytokiny
ucastni, napt. bunécna proliferace), kdy porucha v signalizaci pres jeden cytokin nema
fatdlni nasledky a je nahrazena signalizaci jinym cytokinem. Né&kdy miZe spolecné
pusobeni dvou cytokini jejich ucinky znasobit, jindy mohou plisobit proti sobé€. To ¢ini
celou cytokinovou sit’ velice slozitou (House and Descotes, 2007).

Cytokiny zahrnuji stale se rozsifujici skupinu molekul zvanych interleukiny (IL)
a dalsi latky jako jsou tumor nekrotizujici faktory (TNF) ¢i interferony. Z praktického
hlediska je vyhodné dé€leni cytokini na zaklade€ biologickych tc¢inki. Podle jejich plsobeni

Typicky prozanétlivé ucinky maji napt. IL-1, TNF-a nebo IL-6 Gcastnici se akutni
faze zanétu (Dinarello, 2010). IL-1 a TNF-a sdileji fadu funkci, spousti expresi dalSich
cytokind, adhezivnich molekul na endotelidlnich buiikdch nebo aktivuji geny pro enzymy

syntetizujici dalsi latky s funkci pfi zénétlivé reakcei, jako je krevni desticky aktivujici
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faktor nebo oxid dusnaty. Aktivuji expresi fosfolipazy A, (PLA;) a cyklooxygenazy-2
(COX-2). COX-2 poté produkuje velké mnozstvi prostaglandinu E; (PGEy). IL-1 1 TNF-a
stimuluji také produkci leukotriend. Narozdil od IL-1 je TNF-a schopen vyvolavat
programovanou bunécnou smrt. TNF-a dale indukuje syntézu proteini akutni faze v
jatrech, podobné jako IL-6, jehoz exprese je v nékterych bunécnych typech stimulovana
pravé prostiednictvim TNF-a. TNF-a je produkovan pfedevsim aktivovanymi monocyty,
T-lymfocyty, Zirnymi buiikami a fibroblasty (Dinarello, 2010; Strieter et al., 1993).

IL-6 je dalSim prozéanétlivym cytokinem pisobicim béhem akutni faze zanétu.
Je produkovan napiiklad monocyty, T- a B-lymfocyty, fibroblasty. Mezi jeho hlavni t¢inky
patii stimulace tvorby proteinli akutni faze v jatrech. Dale zptsobuje pfeménu B lymfocytt
na plazmatické bunky produkujici protilatky a podili se na aktivaci T lymfocytd. IL-6
zpétnovazebné inhibuje tvorbu TNF-a (Kishimoto, 1989; Feghali and Wright, 1997). IL-1,
TNF-a a IL-6 jsou ve velké mife produkovany pfi gramnegativni sepsi, kdy je jejich tvorba
vyvolana bakteridlnim lipopolysacharidem (LPS). Tyto cytokiny jsou pak zodpovédné
za systemické projevy sepse, jako je horecka a nizky krevni tlak (pievzato z Feghali and
Wright, 1997).

rrrrr

vvvvv

IL-13 a TGF-B1 a to inhibici produkce IL-1 a TNF-0, chemokinii a adhezivnich molekul
v endotelu (v souhrnu Dinarello, 2000).
Je tieba si ovSem uvédomit, Ze toto déleni neni absolutni a ze v rliznych situacich

mohou mit cytokiny rizné ucinky.

3.3.2.2. Chemokiny

vvvvvv

Znazvu vyplyva, jako chemoatraktans pro leukocyty. Kromé¢ toho se vSak podileji
na aktivaci leukocyti, ovliviiuji jejich adhezi k endotelu 1 jejich prichod do tkan€.
Chemokiny jsou produkovany z postizeného mista v hojném mnozstvi a ve velkém
poctu druhii. Podobné jako cytokiny jsou chemokiny redundantni. Aby mohl byt urcity typ
bilé krvinky aktivovan produkovanymi chemokiny, musi nejprve exprimovat a na svém
povrchu mit ptislusny receptor. Leukocyty s odpovidajicim receptorem na svém povrchu
jsou tedy aktivovany chemokiny, které se z mista tvorby §ifi do vaskuldrniho systému.
Leukocyty pak migruji po sméru zvySujici se koncentrace chemokini a dostavaji se

do kontaktu s aktivovanym endotelem v blizkosti cilové tkané. Pusobeni chemokint
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upevituje adhezi leukocytti k endotelu, coz umoziuje jejich nasledny priichod do tkane.
Zde se leukocyty dale chemotakticky pohybuji po gradientu chemokinli az dosdhnou jeho
maxima, coz je pro n¢ signalem pro ukonceni migrace a zahdjeni vlastni funkce, jako je
napt. degranulace granulocytti (Serhan et al., 2010). Mezi nejznaméjsi chemokiny patii IL-

8 (Chandrasoma and Talyor, 1998).

3.3.2.3. Eikosanoidy

Eikosanoidy jsou dulezitymi lipidovymi signdlnimi molekulami. Ovliviuji
naptiklad agregaci krevnich desticek, kontrakci hladkého svalstva a tucastni se také
signalizace pii zanétlivych reakcich. Hlavnimi prekurzory eikosanoida jsou PUFA o délce
20 uhlikt, které jsou soucasti membranovych fosfolipidi. Nejvice dostupnym a tedy
i nejcastéj$im prekurzorem eikosanoidi je AA (20:4n-6). Méné cCastymi prekurzory
eikosanoidii jsou pak kyselina dihomogamalinolenova (20:3n-6) aEPA (20:5n-3)
(Ormerod et al., 1990).

Typicky je AA nejprve uvolnéna z fosfolipidii pomoci PLA,. Tento typ fosfolipazy
rozeznava sn-2 pozici fosfolipidu a katalyzuje hydrolytické odstépeni FA nachazejici se
na tomto misté, coZz byva nejcastéji pravé AA. Existuje mnoho forem PLA; liSicich se
svym intracelularnim umisténim a biochemickymi vlastnostmi. Po odstépeni
z membranovych fosfolipidii se mize AA stat substratem nékolika riznych enzymu
produkujicich rtzné typy eikosanoidd. Je to ptedev§im COX produkujici prostanoidy
a 5-lipoxygendza (5-LOX) tvortici leukotrieny (LT). Dal§i LOX a cytochrom P450 pak
generuji rizné hydroxy- a epoxykyseliny (Brock and Peters-Golden, 2007).

COX ma dv¢ izoformy: COX-1 a COX-2. Ob¢ izoformy produkuji z AA pomérné
nestabilni meziprodukt prostaglandin H, (PGH,), ktery je dale riznymi izomerazami
pfeménovan na prostaglandiny (PGD,, PGE,, PGF,), prostacyklin (PGl,) a tromboxan A;
(TXAy). Vsechny tyto molekuly patii mezi biologicky aktivni prostanoidy. Naptiklad
TXA; je produkovan krevnimi destickami a zplsobuje jejich agregaci, proti agregaci
krevnich desticek plsobi PGI, tvofeny endotelidlnimi bunikami. Jeho ucinky jsou také
vazodilatacni. PGE, zptsobuje horecku, podili se na vzniku otoku v misté zanétu,
ovlivituje aktivitu B- a T-lymfocyti (v souhrnu v Harris et al., 2002; Curtis-Prior, 2004).
5-LOX produkuje z AA LT série-4. LTB, pusobi jako chemoatraktans pro neutrofily,
monocyty a lymfocyty a také je aktivuje. Dalsi leukotrieny (LTC4, LTD4, LTE,) zpiisobuji
prichod tekutiny z vaskularniho prostoru do tkdné a vznik otoku v daném misté (Brock

and Peters-Golden, 2007).
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Mnozstvi AA v bunéfnych membranach, a tedy i jeji dostupnost pro tvorbu
eikosanoidli mize byt ovlivnéna slozenim diety. ZvysSeny piijem n-3 PUFA v dieté snizuje
zastoupeni AA v membranach, a tak snizuje produkci prozanétlivych eikosanoidii. EPA
muze nahradit AA na sn-2 pozici fosfolipidu a po odsStépeni se muze stat substratem
pro COX a 5-LOX. EPA je prekurzorem prostanoidii série-3 a leukotrienti série-5. VétSinou
se jednd o mén¢ potentni medidtory - napt. TXAj vyvolava nizs§i agregaci krevnich
desticek nez TXA, (De Caterina and Basta, 2000), LTBs ma slabsi chemotaktické ucinky
na neutrofily nez LTB,4 (Lee et al., 1984). COX ma kromé toho vétsi afinitu k AA nez
k EPA, proto je pfeménovana s mensi u¢innosti, ¢imz se snizuje mnozstvi produkovanych

eikosanoidu (Laneuville et al., 1995).

3.3.2.4. Mediatory odvozené od DHA

V poslednich letech se ukazalo, ze nejenom AA a EPA jsou prekurzory pro potentni
lipidové mediatory, které se ucastni se procesu zanétu. DHA je prekurzorem dokosanoidu,
které zahrnuji resolviny série-D, dokosatrieny a protektiny. Resolviny jsou dulezité
mediatory podilejici se na rezoluci zanétu (odtud jejich nazev), mohou byt odvozeny od
EPA (série-E) 1 DHA (série-D). Dokosatrieny jsou tvofeny z DHA a je pro né typicka
struktura konjugovanych trieni. Neuroprotektin DI je dalSim dokosanoidem,
produkovanym hlavné v mozku, ktery ma& neuroprotektivni ucinky. Resolviny,
pronikat do mista zanétu a snizuji rozsah zanétlivé reakce (souhrnné v Serhan, 2005). Tyto

mediatory se mohou podilet na benefi¢nim ptisobeni n-3 PUFA pfi zanétu.

3.3.3. Invitro model zanétu

Pro studium reaktivity imunitnich bunék na zanétlivy podnét se bézné vyuzivaji tzv.
endotoxiny, nejcastéji LPS. LPS je soucdsti bunéénych stén gramnegativnich bakterii.
Sklada se z O-antigenu, coz je polysacharidova ¢ast vystavend okoli bakterie, ktera
je terCem protilatek. Na O-antigen navazuje oligosacharidové jadro (core). Celou strukturu
ukotvuje do membrany lipid A, tvofeny dvéma fosforylovanymi molekulami glukosaminu,
na které jsou navazany FA. Struktura lipidu A je pomérné konzervativni a prave tato ¢ast je
zodpovédna za toxicitu LPS. Dojde-li k rozpadu bakterii a lipid A je uvolnén z membrany,
vaze se na receptory bunék imunitniho systému a endotelu a vyvolava prudkou zanétlivou
odpovéd, ktera mlize vést az ke vzniku septického Soku (Raetz and Whitfield, 2002).

Obvykle se LPS vyuziva pro in vitro stimulaci kultur plné krve, mononuklearnich
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bunck, makrofagh apod.. V téchto kulturach lze pak sledovat produkci zanétlivych

mediatord, reaktivnich forem kysliku, transkrip¢ich faktort atd.

3.3.4. Ovlivnéni zanétu pomoci farmakonutri¢ni suplementace

Rada studii ukazala, e pouziti riznych tukovych emulzi v PV miZe mit vliv
na zanétlivou reakci. Ukéazalo se, Ze jiz pii kratkodobém podavani emulzi Lipoplus®
a SMOFLipid® obsahujicich n-3 PUFA (po dobu 5 & 6 dnii, pooperatng) se vyrazng
zvysuje zastoupeni EPA a DHA jako volnych FA v plazmé, v mens$i mife bylo zvySené
zastoupeni téchto FA pozorovano také v plasmatickych (Wichmann et al., 2007)
a leukocytarnich fosfolipidech (Grimm et al., 2006). Diky zvySenému podilu EPA
v membranach se tato FA stava snadnéji dostupnou pro enzymy COX a 5-LOX, coz nekteti
autofi potvrdili. Koller a spol. zaznamenali zvySeny pomér LTBs/LTB,4 po podani emulze
Lipoplus® ve srovnani s emulzi bohatou na n-6 PUFA. ZvySeni tohoto poméru bylo dano
zvysenim produkce LTBs a souasnym snizenim produkce LTB,4 (Koller et al., 2003).
Obdobny vliv na produkci LTBs a LTB4 pozorovali Grimm a spol. u tukové emulze
SMOFLipid® (Grimm et al., 2006). Obdobn& zaznamenali Mayer a spol. zvyieny pomér
TXAS/TXA; po 10 dnech podavani emulze Omegaven® (vysoky obsah n-3 PUFA)
pacientim v sepsi oproti pacientim s tukovou emulzi bohatou na n-6 PUFA (Mayer et al.,
2003c).

Nedochazi pouze ke zménam v produkci eikosanoidi. U pacientl po operaci stieva,
kterym byla podavana emulze Lipoplus®, byla zaznamenana sniZena koncentrace
plazmatického TNF-a oproti kontroldam (MCT/sojovy olej). Podobny trend byl také u IL-6,
ale rozdily nebyly signifikantni (Wachtler et al.,, 1997). Schade a spol. podavali
pooperacnim pacientim emulzi SMOFLipid® a ve srovnani s emulzi ClinOleic® (vysoky
obsah MUFA) pozorovali po péti dnech snizeni plazmatickych koncentraci IL-6 a TNF-a
(Schade et al., 2008). Barbosa a spol. studovali pacienty s diagndzou SIRS a sepse, kterym
podavali emulzi Lipoplus® (5 dni). U t&chto pacientd zaznamenali ve srovnani s kontrolni
skupinou (MCT/sojovy olej) nizs§i koncentraci plasmatického IL-6 a vys$i koncentraci
plasmatického IL-10. Zadné zmény nebyly pozorovany u plasmatického TNF-a a IL-1p
(Barbosa et al., 2010). Mayer a spol. pozorovali naopak vyrazné zmény v produkci
cytokini u LPS stimulovanych monocytli pochazejicich od pacientli v sepsi po podani
parenteralni emulze Omegaven®™ (5 dnii). Zjistili snizenou produkci TNF-a, IL-1f, 1L-6
a IL-8 (Mayer et al., 2003a). Podobné vysledky se podafilo ziskat stejné vyzkumné skupiné
i u zdravych jedinct po kratkodobém podani (48 h) emulze Omegaven™ (Mayer et al.,
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2003b). Rozdily pozorované v jednotlivych studiich mohou vychazet z rozdilného
mnozstvi n-3 PUFA v pouzitych emulzich a rozdilného stavu pacienti. Mizeme ale

shrnout, ze pii PV obohacené o n-3 PUFA klesd produkce prozanétlivych cytokinti

s w1

rrrrr

vyskytu infek¢nich komplikaci.
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4.

Metodika

4.1. Pacienti zarazeni do studie

V této fazi se podatilo zafadit do studie osm pacientt IV. interni kliniky 1. LF UK

s pottebou dlouhodobé parenteralni vyzivy. Pfi vybéru pacienti byla zohlednéna tato

vstupni kritéria:

vek vice nez 18 let

ocekavana délka PV déle nez 6 mésict

potieba PV vice nez 3 dny v tydnu

stabilni nutri¢ni rezim pted vstupem do studie nejméné 2 mésice
bez infek¢énich komplikaci nejméné 1 mésic

stabilizovany klinicky stav pacienta

Kvali moznému ovlivnéni vysledki nebyli do studie zatazeni pacienti podle

vylucovacich kritérii:

aktivni nddorové onemocnéni nebo jeho 1é¢ba (mén€ nez 3 mésice od ukonceni
chemoterapie nebo ozarovani)
diagnostikovany imunodeficit

pokrocild organova dysfunkce v rdmci chronického onemocnéni

Podminkou zafazeni do studie bylo sezndmeni s pribéhem studie a podepsani

informovaného souhlasu.

Jako kontrola byli vybrani zdravi jedinci odpovidajici v€kem a pohlavim

pacientiim, bez PV a s béznou zapadni dietou bez suplementace n-3 PUFA
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Tabulka 1: Oznaceni, vék, pohlavi a diagn6za pacientti a k nim piifazené kontroly

Pacienti Kontroly
Oznaceni Vek Pohlavi Diagnéza  Oznaeni  Vé&k Pohlavi
P1 78 M NNO K1 78 M
P2 29 M SBSy K2 33 M
P3 64 M MAL K3 60 M
P4 86 M SBSy K4 82 M
PS 56 F PE K5 56 F
P6 63 F SBSy K6 63 F
P7 32 F SBSy K7 26 F
P8 54 F SBSy K8 52 F

P1-P8 - jednotlivi pacienti, K1-K8 - zdravi jedinci vékem a pohlavim odpovidajici pacientim, M — muz,
F — Zena, SBSy — syndrom kratkého stfeva, NNO — nenadorova obstrukce, MAL — malabsorpce, PE —
postradiacni enteritis

4.2. Intervence v ramci studie

U kazdého pacienta byly postupné aplikovany dva druhy tukové emulze v davce

0,8 g lipidi/kg telesné hmotnosti/den:
e SMOFLipid® 20% (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Némecko)
e smé SMOFLipid® 20% + Omegaven® 10% (Fresenius Kabi, Bad Homburg,

Némecko)

Emulze SMOFLipid® 20% je v klinické praxi b&né pouZivand emulze, smésna
emulze byla tvofena 200 ml SMOFLipid® 20% a 100 ml Omegaven® 10%, tzn. Ze
Omegaven® tvofil 20% piijatého tuku. 100 ml emulze SMOFLipid® obsahuje asi 0,5 g
EPA a 0,5 g DHA. Omegaven® je vyrabén z rybiho tuku, 100 ml obsahuje piiblizné 2 g
EPA a 2 g DHA. Doba pouzivani emulze Omegaven® je vzhledem k vysoké davce n-3
PUFA omezena na 4 tydny. Emulze SMOFLipid® byla podavana po dobu 6 tydnil, smésna
emulze SMOFLipid® + Omegaven® byla podavana po dobu 4 tydni. Pacienti pfijimali asi
3,5 g n-3 PUFA/den s emulzi SMOFLipid® a 7 g n-3 PUFA se smé&snou emulzi.

Slozeni ostatnich zivin se v prabé¢hu studie neménilo. Vzdy se jednalo
0 izokalorickou PV vcetné¢ mikronutrientii. PV byla podavana ve form¢ "all in one" vaki

individudlné pfipravovanych v nemocni¢ni 1ékarné¢ VFN.
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4.3. Odbér krevnich vzorku

Pacientim bylo odebrano 24 ml krve, rozdélenych do 7 vacutainera (vakuové
uzavienych zkumavek pro odbér krve). Tii vacutainery byly odeslany do Centralni
laboratofe Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN
na stanoveni bé&znych laboratornich parametrti. Ctyfi vacutainery (dva s piidavkem
antikoagulantu K,EDTA pro piipravu plazmy a erytrocyti, dva bez antikoagulanti
pro piipravu séra) byly pfedany pracovnikim IV. interni kliniky 1. LF UK k provedeni
preanalytického zpracovani krevnich vzorkd. V téchto vzorcich byly potom provedeny

analyzy parametru, které jsou uvedeny v této praci.

4.4. In vitro kultivace pIné krve se stimulaci lipopolysacharidem

In vitro kultivace plné krve a jeji stimulace LPS byla provadéna modifikovanou
metodou dle De Groote a spol. (De Groote et al., 1992).

Kultivaéni médium: bylo smichdno 86,3 ml RPMI 1640 média (Gibco, Breda,
Nizozemsko), 2,7 ml NAHCO3; a 1 ml penicilinu + streptomycinu (ob&é Sigma-Aldrich,
Mnichov, Némecko) (smés piipravena ze 400 ml destilované vody, 1254 mg penicilinu
a 2 g streptomycinu).

Kultivace: byl smichan 1 ml plné krve, 8,1 ml kultivatniho média, 0,9 ml
autologniho séra (sérum stejného jedince, jehoz krev byla pouzita). Takto zfedénd krev
se rozpipetovala po 2 ml do ¢tyf jamek na 24-jamkové polystyrenové desticce (Corning,
New York, USA). Do dvou jamek pak bylo ptidano 100 pl LPS (Sigma-Aldrich, Mnichov,
Némecko) o koncentraci 10 pg/ml. Zbylé dv€ jamky slouzily jako kontrola bez stimulace.
Vzorky se kultivovaly po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C a atmosfére s 5% CO,. Poté
se vzorky centrifugovaly (5 min, 300 x g) a supernatant byl rozpipetovan po 0,5 ml

do zkumavek typu Eppendorf a zamrazen pti -80 °C pro dalsi pouziti.

4.5. Parametry hodnocené u pacienti ve studii
Parametry stanovené v centralni laboratofi Ustavu klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK a VFN:
e Krevni obraz
e Mineraly
e Lipidogram

e Jaterni testy
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¢ Hladiny antioxidantt
e Koncentrace hormont §titné zlazy
e Koncentrace konjugovanych dient

e  Quickiv test koagulace krve

Parametry stanovené v ramci diplomové prace:
e Zastoupeni FA ve fosfolipidech plazmy a erytrocytl
e Koncentrace IL-6 a TNF-a v séru a v supernatantu krevni kultury po stimulaci LPS

e Aktivita antioxida¢nich enzymii v erytrocytech

4.6. Stanoveni mastnych Kyselin v lipidech plasmy a erytrocyti

4.6.1. Extrakce lipidi z plazmy

Lipidy plazmy jsme extrahovali pomoci modifikované metody dle Folche a spol.
(Folch et al., 1957). Vzorky plazmy uchovavané v kryozkumavkach pii -80 °C jsme
za mirného chlazeni rozmrazili. Cely dalsi postup jsme provadéli za neustalého chlazeni
na ledové tfisti. Plazmu jsme rozpipetovali po 0,5 ml do dvou 25 ml zkumavek a do kazdé
jsme piidali 9,5 ml smési chloroform:methanol v poméru 2:1. Dobie jsme promichali na
vortexu a nechali 5 min stat. DoSlo k vysrdZeni proteinli, které jsme odstranili
prefiltrovanim smési pfes filtracni papir. K filtratu jsme pfidali 1,8 ml 0,9% roztoku NaCl.
Smés jsme dobfe promichali na vortexu a centrifugovali 5 min, pifi 2000 ot./min
(centrifuga MPW-360, Mechanika Precyzyjna, Polsko) a teploté¢ 4 °C. Po oddé€leni fazi
jsme Pasteurovou pipetou odstranili horni vodnou fazi. Ke spodni fazi jsme ptidali 12 ml
smési chloroform:methanol:voda v pomérech 3:48:47. Vzniklou smés jsme promichali
sklenénou tyc€inkou a centrifugovali opét 5 min, 2000 ot./min pii 4 °C (centrifuga MPW-
360, Mechanika Precyzyjna, Polsko). Po oddéleni fazi jsme pomoci sklenéné stiikacky
Hamilton® odebrali spodni fazi a pievedli ji do kénické odpatovaci zkumavky o objemu 10
ml. Odparovali jsme pod proudem plynného dusiku na blo¢ku vyhtatém na 45 °C. Odparek

jsme pak uchovavali pfi -20 °C.
4.6.2. Extrakce lipidi z erytrocyti

Provedli jsme extrakei lipidi z erytrocytli pomoci modifikované metody dle Rose

aOklandera (Rose and Oklander, 1965). Vzorky erytrocytdt uchovavané
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Vv kryozkumavkach pfi -80 °C jsme za mirného chlazeni rozmrazili. Celou extrakci jsme
provadéli za chlazeni na ledové tiisti. Pipetovali jsme 0,5 ml vzorku erytrocytii do 15 ml
zkumavky a pridali 0,5 ml destilované vody. Promichali jsme na vortexu a nechali pul
hodiny stat. Pfidali jsme 5,5 ml izopropanolu a opét jsme promichali na vortexu. Tuto smés
jsme nechali hodinu stit a obcas jsme ji promichali na vortexu. Pfidali jsme 3,5 ml
chloroformu, promichali jsme na vortexu a opét jsme nechali stit po dobu 1 hodiny
S obcasnym zamichanim. Dale jsme centrifugovali 20 min, 2500 ot./min, 4 °C (centrifuga
MPW-360, Mechanika Precyzyjna, Polsko). Supernatant jsme filtrovali pfes skelnou vatu
do cisté zkumavky a pfidali jsme 0,9% roztok NaCl v mnozstvi odpovidajicim 20%
objemu supernatantu. Promichali jsme na vortexu a centrifugovali 10 min, 2500 ot./min,
4 °C (centrifuga MPW-360, Mechanika Precyzyjna, Polsko). Po oddéleni fazi jsme
sklenénou stitkackou Hamilton® odebrali spodni fazi a pievedli jsme ji do 10 ml kénické
odpafovaci zkumavky. Zkumavku jsme umistili na blocek vyhtaty na 45 °C, smés jsme

odpatili pod proudem plynného N;. Odparek jsme uchovali pii -20 °C.

4.6.3. Rozdéleni lipidovych druhii chromatografii na tenké vrstvé (TLC)

Pro piipravu desek na TLC jsme smichali 22,5 g silikagelu H60, 2,5 g magnézium
trisilikatu (Merk, Némecko) a 63 ml destilované vody, smés jsme protiepali a nanesli
v tenké vrstvé na sklenéné desky. Ty jsme aktivovali pii 110 °C, 75 min a poté nechali
vychladnout v exsikatoru.

Do chromatografické kyvety jsme 30 minut pfed vloZenim desek nalili smés
rozpoustédel hexan:ether:kyselina octovd v poméru 85:15:1. Pfedem odpatfené lipidové
extrakty z plazmy a erytrocytl jsme fedili 200 pl smési chloroform:methanol v poméru
2:1. Pomoci stikagky typu Hamilton® jsme nanesli rozpusténé extrakty na desky pro TLC
(do 3 cm stop). Desky jsme vloZili do kyvety a nechali vyvijet cca 45 min (¢elo 1 cm pod
hornim okrajem). Rozpoustédla jsme nechali vyvanout 1 hodinu. Skvrny poZadovanych
lipidovych druhti jsme detekovali pod UV lampou a nasledn¢ jsme silikagel vySkrabali a
kvantitativné pievedli do zkumavek. V této fazi lze praci preruSit max na 24 hodin,

do zkumavek je tieba nafoukat plynny dusik a pak se uchovavaji v -20 °C.

4.6.4. Priprava methylesterii mastnych kyselin
Ke kvantitativné prevedenému silikagelu ve zkumavkach jsme piidali 1 ml
methanolatu sodného. Zkumavky jsme nechali stat po dobu 1 hodiny ve tm¢. Poté jsme

pfidali 2 ml 0,5 N kyseliny octové a 1,5 ml hexanu. Promichali jsme na vortexu
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a centrifugovali 10 min, 1000 ot./min (centrifuga MPW-360, Mechanika Precyzyjna,
Polsko). Po oddéleni fazi a sedimentaci silikagelu jsme odebrali sklenénou Pasteurovou
pipetou horni fazi a ptefiltrovali ji pfes pfesuSeny siran sodny. Ke spodni fazi jsme ptidali
1,2 ml hexanu, promichali na vortexu a znova centrifugovali 10 min, 1000 ot./min. Horni
fazi jsme znova odebrali a prefiltrovali pfes piesuSeny siran sodny. Vzorky jsme
odparovali pod proudem plynného dusiku na blocku vyhiatém na 45 °C a poté jsme
je uchovavali pii -20 °C. Methylestery FA byly nasledné analyzovany pomoci plynové
chromatografie na 4. interni klinice 1. LF UK (Tvrzicka et al., 2002). Pti analyze bylo
stanoveno zastoupeni celkem 29 FA. Ve vysledcich jsou prezentovany pouze FA, jejichz

zastoupeni dosahovalo nejméné 0,1 molarnich procent (mol%).

4.7. Stanoveni koncentrace cytokini v séru a v supernatantu

stimulované krevni kultury

4.7.1. Stanoveni koncentrace IL-6

Stanovovali jsme koncentraci IL-6 v séru a v supernatantu ziskaném po in vitro
kultivaci celé krve bez a po stimulaci LPS. Stanoveni bylo provedeno metodou ELISA
pomoci kitu pro stanoveni IL-6 (Immunotech, Marseille, Francie). Postupovali jsme
dle navodu od vyrobce: Smichali jsme 50 ml promyvaciho roztoku (20x) s 950 ml
destilované vody. Rozpustili jsme lyofilizovany kalibrator, konjugat, substrat a fedici
roztok 2 v mnozstvi destilované vody uvedeném na lahvickach. Z roztoku kalibratoru
a fediciho roztoku 1 pro supernatant kultury nebo fediciho roztoku 2 pro sérum jsme
si ptipravili fedici fadu pro méfeni kalibra¢éni k¥ivky. Vzorky supernatantu kultury
po stimulaci LPS jsme fedili s fedicim roztokem 1:9. Na 96-jamkovou desticku jsme
postupné pipetovali (v duplikétu) 100 pl kalibratoru nebo vzorku na jamku, poté jsme
ptfidali 100 pl konjugatu. Desticku jsme inkubovali 2 hodiny pfi laboratorni teploté
za neustalého tfepani na tfepacce. Poté jsme jamky promyli promyvacim roztokem (3x).
Pridali jsme 200 pl substrdtu a inkubovali 30 minut ve tmé&, pii laboratorni teploté
za neustalého tfepani na tfepaCce. Nakonec jsme pridali 50 pl stop-roztoku. Zméfili jsme
absorbanci pifi 405 nm  (spektrofotometr Multiskan  Spectrum  Microplate
Spectrophotometer, Thermo Electron Corporation, Finsko). V programu Microsoft Excel
jsme vytvorili graf kalibra¢ni kfivky a rovnici této kiivky. Pomoci této rovnice jsme

dopocitali hodnoty koncentraci IL-6 ve vzorcich.

41



4.7.2. Stanoveni koncentrace TNF-a,

Stanovovali jsme koncentraci TNF-a v séru a v supernatantu ziskaném po in vitro
kultivaci celé krve bez a po stimulaci LPS. Stanoveni bylo provedeno metodou ELISA
pomoci Kitu pro stanoveni TNF-a (Immunotech, Marseille, Francie). Postupovali jsme
dle navodu od vyrobce: Smichali jsme 50 ml promyvaciho roztoku (20x) s 950 ml
destilované vody. Pfipravili jsme si kalibrator, konjugat, substrat a fedici roztoky podle
navodu na lahvickach. Z roztoku kalibratoru a fediciho roztoku 1 pro supernatant kultury,
resp. fediciho roztoku 2 pro sérum jsme si pfipravili fedici fadu pro meéteni kalibracni
ktivky. Vzorky supernatantu kultury po stimulaci LPS jsme fedili s fedicim roztokem 1:1.
Na 96-jamkovou desticku jsme napipetovali 100 pl konjugatu na jamku a poté postupné
100 pl kalibratoru nebo vzorku (v duplikatu) na jamku. Desticku jsme inkubovali 2 hodiny
pfi laboratorni teplot¢ za neustidlého tfepani na tfepacce. Poté jsme jamky promyli
promyvacim roztokem (3x). Pfidali jsme 200 pl substratu a inkubovali 45 minut ve tmé,
pii laboratorni teploté za neustalého tiepani na tfepacce. Nakonec jsme pridali 50 pl stop-
roztoku. Zméfili jsme absorbanci pifi 405 nm (spektrofotometr Multiskan Spectrum
Microplate Spectrophotometer, Thermo Electron Corporation, Finsko). V programu
Microsoft Excel jsme vytvorili graf kalibra¢ni kiivky a rovnici této kiivky. Pomoci této

rovnice jsme dopocitali hodnoty koncentraci TNF-a ve vzorcich.

4.8. Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymi

4.8.1. CuZn-superoxid dismutiaza

Ke 350 ul vzorku erytrocyti jsme piidali 1000 pl deionizované destilované vody.
Tim doslo k lyzi bun€k. 1000 pl hemolyzatu jsme smichali s 800 pl vychlazené smési
ethanol:chloroform (5:3) a promichali 20 s na vortexu. Po 1,5 min jsme opé€t 20 s michali
a po dalsi 1,5 min znova. Smés jsme centrifugovali 15 min pii 12 000 ot./min (centrifuga
MiniSpin®plus, Eppendorf, Né&mecko). 50 pl supernatantu jsme ziedili se 450 pl
fosfatového pufru. Aktivitu SOD jsme stanovovali modifikovanou metodou podle Stipka
a spol. (Stipek et al., 1995). Do kyvet jsme napipetovali 700 pl 50mM fosfatového pufru,
pH=7,2, 50 pl xantinoxidazy, 100 pl nitrotetrazoliové modii (NBT) a 50 ul zfedéného
supernatantu. Inkubovali jsme 10 minut pfi teploté¢ 25 °C. Reakci jsme zahdjili pfidanim
100 pl ImM xantinu. M¢fili jsme rychlost tvorby NBT-formazanu pomoci

spektrofotometru (Helios Gamma, Thermo Electron Corporation , Velka Britanie) pii 540
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nm. Aktivitu SOD jsme vypocitali podle kalibracni kiivky a vyjadfili jako
U/g hemoglobinu (U=pmol/min).

4.8.2. Katalaza

Ke 200 ul vzorku erytrocyt jsme pridali 1000 pul deionizované destilované vody.
Doslo k lyzi bun€k. 10 pl hemolyzatu jsme nasledné fedili s 4990 pl fosfatového pufru.
Aktivitu CAT jsme méfili upravenou metodou dle Aebiho (Aebi, 1984). Do kyvet jsme
napipetovali 876 ul 50 mM fosfatového pufru o pH=7,2 a 25 ul zfedéného vzorku.
10 minut jsme inkubovali pii 30 °C a nasledn¢ jsme zahgjili reakci pfidanim 99 pl 10 nM
H.0,. Rychlost degradace H,0, jsme méfili pomoci spektrofotometru (Helios Gamma,
Thermo Electron Corporation, Velkd Britanie) pii 240 nm. Aktivita byla vypocitana
za pouziti molarniho extinkéniho koeficientu Hy0, (43,6 M cm™) a vyjadiena v kU/g

hemoglobinu (U = umol/min).

4.8.3. Glutathionreduktaza

K 50 pl vzorku erytrocytt jsme ptidali 200 pl deionizované destilované vody. Tim
doslo k lyzi bun¢k. 20 pl hemolyzatu jsme ptidali do 580 pl fosfatového pufru. Aktivitu
GR jsme méfili podle metody Goldberga a Spoonera (Goldberg and Spooner, 1983).
Do kyvet jsme napipetovali 700 ul 0,127 M fosfatového pufru obsahujiciho 0,633 mM
Na;EDTA-2H,0, pH=7,2 a ptidali jsme 100 ul 22 mM oxidovaného glutathionu a 100 pl
zfedéného vzorku. Reakci jsme zah4jili po 10 minutach inkubace pifi 37 °C pfidanim
100 pl  1,7mM  NADPH. Rychlost degradace NADPH jsme mé&fili pomoci
spektrofotometru (Helios Gamma, Thermo Electron Corporation, Velka Britanie) pii 340
nm. Aktivitu GR jsme vypocitali za pouziti molarniho extinkéniho koeficientu NADPH
(6220 M™ cm™) a vyjadiili jako U/g hemoglobinu (U = pmol/min).

4.9. Statistické zpracovani dat
Ziskana data byla zpracovana pomoci programu Microsoft Excel a Statistica verze
10 od firmy StatSoft. Vysledky jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna
odchylka (SD). Hodnoty u odb&rii pacientii po uZivani tukové emulze SMOFLipid®
asmési SMOFLipid®+Omegaven® jsme porovnavali parovym t-testem, srovnani
se zdravymi kontrolami pak neparovym t-testem. Jako signifikantni byly oznaceny rozdily

na hladiné vyznamnosti niz$i nez 0,05 (p<0,05).
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5. Vysledky

5.1. Srovnani zastoupeni tfid FA v tukovych emulzich pouzitych

ve studii

U tukovych emulzi SMOFLipid® a Omegaven® jsme stanovili zastoupeni
jednotlivych FA a ziskali jsme tak zaroven sumy zastoupeni jednotlivych tfid FA.
Stanoveni jsme provedli pro dvé rizné vyrobni Sarze obou tukovych emulzi.

SMOFLipid® obsahuje 45% SAT FA, 30% MUFA, 20% n-6 PUFA a 5% n-3 PUFA.
U Omegavenu® zaujimaji SAT FA a MUFA shodné 22,5%, n-6 PUFA 5% a zbylych 50%
tvoii n-3 PUFA.

Pfi srovnani dvou riiznych vyrobnich 3arzi SMOFLipidu® a Omegavenu® nebyly v
zastoupeni FA zaznamenany rozdily, které by byly pro ucel této studie vyznamné (viz Graf
1).

Graf 1: Srovnani zastoupeni tfid FA ve dvou riznych Sarzich tukovych emulzi
SMOFLipid® a Omegaven®™

SMOFLipid®

Omegaven®

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
mol%

B sSATFA EMUFA On-6 PUFA En-3 PUFA

SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, n-6 PUFA -
n-6 polynenasycené mastné kyseliny, n-3 PUFA - n-3 polynenasycené mastné kyseliny

&isly 1 a 2 jsou oznaceny dv& odlidné vyrobni Sarze emulzi SMOFLipid® a Omegaven®
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5.2. Vliv tukové emulze SMOFLipid® na zastoupeni tiid FA v lipidech
plazmy a fosfolipidech erytrocytu

V ptipravné fazi studie jsme stanovili zastoupeni FA ve Cétyfech typech lipida -
triacylglycerolech, cholesterolesterech, totalnich fosfolipidech plazmy a fosfolipidech
erytrocytil u pacientd s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=6) a srovnali jsme ho s pohlavim
a vékem odpovidajicimi zdravymi kontrolami (K) s typickou zapadni dietou bohatou na n-
6 PUFA.

Ve viech lipidovych tiidach vyziva s tukovou emulzi SMOFLipid® zpiisobila
U pacientd ptredev§im zvySeni n-3 PUFA (20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3) n¢kdy provazené
I zvySenim nékterych SAT FA a MUFA, toto zvySeni bylo v pfipad¢ triacylglycerolt
kompenzovano snizenim 18:1n-9 a u cholesterolesterti snizenim 18:2n-6 (Tabulka 2).
Ve fosfolipidech plazmy a erytrocyti bylo zvySeni jednotlivych FA kompenzovano
snizenim podilu 18:2n-6 a 20:4n-6 (Tabulka 3). SMOFIlipid® proto vyrazné snizil pomér
n-6/n-3 PUFA, resp. 20:4n-6/20:5n-3 u vSech analyzovanych lipidovych tiid.
Po SMOFLipidu® jsme také ve viech lipidech kromé triacylglyceroli pozorovali zvyseny
pomér SAT FA+MUFA/PUFA. Graficky jsme vyjadiili zastoupeni jednotlivych tiid FA
ve vSech sledovanych typech lipidi v Grafech 2a-d. Zjistili jsme, Ze po emulzi
SMOFLipid® se ve viech typech lipidi objevuje obdobny trend navyseni tfidy n-3 PUFA
provéazeny snizenim n-6 PUFA ve srovnani s kontrolami.

V dalsi fazi studie jsme se proto rozhodli analyzovat pouze fosfolipidy plazmy

a erytrocytu.
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Tabulka 2: Vliv tukové emulze SMOFLipid® na zastoupeni FA v triacylglycerolech

a cholesterolesterech plazmy

FA Triacylglyceroly Cholesterolestery

K SMOFLipid K SMOFLipid
16:0 25,89 +1,19  25,13+1,13 10,78 £ 0,33  13,45+0,74 %
16:1n-7 3,53+0,36 4,95+ 0,68 2,86 £ 0,41 5,48 £0,98 T
18:0 2,54+ 0,14 3,56 +0,45 0,56 + 0,04 0,67 +0,13
18:1n-9 41,33 £1,45 35,62 £ 1,01 18,50 + 0,85 23,86 £ 1,88 1
18:2n-6 17,10 £ 1,47 15,02 £ 2,05 55,35+ 1,65 37,17 £ 4,09 1
18:3n-3 1,07 +0,16 0,79 +£ 0,11 0,53 +£ 0,04 0,51 +0,06
20:4n-6 1,25+0,17 2,06+ 0,14 § 6,85+ 0,60 6,96 + 0,63
20:5n-3 0,16 £0,03 1,86 0,35 F 0,66 + 0,10 4,31 +0,48 F
22:5n-3 0,31 + 0,05 1,02+0,11 F 0,03 +0,01 0,13 0,02 }
22:6n-3 0,32+ 0,03 2,67+0,53 F 0,27 £0,02 1,50+ 0,14 7
n-6/n-3 PUFA 10,66 + 0,66  3,06+0,54F  45,11+6,05 7,49 + 1,41 1
20:4n-6/20:5n-3 9,23 + 1,59 1254017+ 11,03+ 1,21 1,73 +0,25 +
SAT FA+MUFA/PUFA 3,79+ 0,33 3,18+0,45 0,53 +0,02 0,93 +£0,13 F

K - zdrava kontrola (n=6)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®™ (n=6)
SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, PUFA - polynenasycené

mastné kyseliny

Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (SD).
T - p<0,05 - statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
Statisticky jsme hodnotili 10 nejvyznamnéjsich FA se zastoupenim vy$8im nez 0,1 mol%. Sumy FA byly
spocitany ze vSech analyzovanych FA (celkem 29).
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Tabulka 3: Vliv tukové emulze SMOFLipid® na zastoupeni FA ve fosfolipidech plazmy

a erytrocytd

N=6 Fosfolipidy plazmy Fosfolipidy erytrocytt

FA K SMOFLipid K SMOFLipid
16:0 29,12+ 1,15 31,66 £0,79 22,03 £0,83 24,89 £ 0,69
18:0 14,14+0,81  12,89+0,61 16,44 + 0,37 15,17 +£ 0,51
18:1n-9 10,12+ 0,60 11,33 +0,87 14,87 £ 0,58 16,98 £ 0,71
18:2n-6 2424+1,14  1441+£1,59F 13,25+£0,79 6,96 + 0,63 T
18:3n-3 0,20+ 0,01 0,15+0,02 0,17 +0,03 0,11 +0,01
20:3n-6 3,21 £0,28 2,75+ 0,38 1,72 £0,17 1,51+0,12
20:4n-6 11,53 +0,86  8,92+0,721  17,80+0,44 = 12,95+0,53
20:5n-3 0,70+ 0,13 = 3,88+0,13 0,57 £ 0,06 3,08+0,30 1
22:5n-3 0,79+£0,09 @ 197+0,25 7 2,51+0,19 4,15+0,12 F
22:6n-3 233+0,08  729+061F  3,91+023 9,02 + 0,40 +
n-6/n-3 10,08 £ 0,65 2,12+£0,30 5,23+0,26 1,44 +0,11
20:4n-6/20:5n-3 18,85+2,55 2,54+040+ 33,37 +£4,02 4,47 +0,57 +
SAT FA+MUFA/PUFA 1,27+ 0,04  1,49+0,07 ¥ 1,25+ 0,04 1,51+ 0,06 T

K - zdrava kontrola (n=6)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=6)
SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, PUFA - polynenasycené

mastné kyseliny

Hodnoty jsou vyjadfeny jako aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (SD).
T - p<0,05 - statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
Statisticky jsme hodnotili 10 nejvyznamnéjsich FA se zastoupenim vys$$im nez 0,1 mol%. Sumy FA byly
spocitany ze vSech analyzovanych FA (celkem 29).
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Grafy 2a-d: Vliv tukové emulze SMOFLipid® na zastoupeni tiid FA v lipidech plazmy

a erytrocyti
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K - zdrava kontrola (n=6)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=6)

SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, n-6 PUFA -
n-6 polynenasycené mastné kyseliny, n-3 PUFA - n-3 polynenasycené mastné kyseliny
Chybové tisecky vyznacuji smérodatnou odchylku (SD).

T - p<0,05 - statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
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5.3. Srovnani béZnych laboratornich parametrii u pacientii s emulzi

SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven®

Tabulka 4 ukazuje hodnoty krevniho obrazu a Tabulka 5 hodnoty dalSich béznych
laboratornich parametrd, které byly u pacientti hodnoceny. VétSina parametra se neliSila po
vyzivé s emulzi SMOFLipid®+Omegaven® od vyzivy se SMOFLipid®. Zaznamenali jsme
pouze zvySeni podilu bazofil, snizeni koncentrace vapniku a niz$i aktivitu alkalické

fosfatazy po vyzivé se smésnou emulzi. VSechny hodnoty vSak spadaly do referenc¢nich

mezi.

Tabulka 4: Krevni obraz u pacientti

Jednotka Referenéni meze SMOFLipid Omegaven
Leukocyty 109 4,0-10,7 6,54 +2.,95 6,37 £2,77
Erytrocyty 10%/1 3,54 -5,18 4,33+ 0,55 433+0,55
Trombocyty 1091 131-364 238,25 £ 64,01 227,87 £ 64,54
Stfedni objem erytrocytd fl 82,3-100,6 91,28 £ 7,55 91,12 £ 7,83
Stfedni objem trombocytl fl 7,1-10,4 8,51 £ 1,26 8,25+ 1,20
Hemoglobin g/l 116-163 131,62 £ 11,31 129,87 £ 15,44
Hematokrit 1 0,33-0,47 0,39 +£0,03 0,39+ 0,04
Neutrofily % leukocytl 50-75 57,40 + 12,74 57,88 + 13,96
Lymfocyty % leukocytti 25-40 29,52 + 11,29 30,78 = 13,20
Monocyty % leukocytu 3-8 8,15+£0,97 6,77 £ 1,72
Eozinofily % leukocytt 1-3 4,57+£333 4,01 £3,00
Bazofily % leukocytt 0-1 0,35+0,20 0,53 £0,29 *

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)
Omegaven - pacienti se smésnou tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n==8)
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Tabulka 5: Dalsi laboratorni parametry hodnocené u pacient

Jednotka Referen¢ni meze SMOFLipid Omegaven
Na mmol/I 137-146 140,75 £ 1,28 139,00 + 3,02
K mmol/I 3,8-5,0 4,48 £0,59 4,35+0,49
Cl mmol/l 97-108 105,87 + 3,49 104,87 +2,64
Ca mmol/I 2,0-2,75 2,23 +0,05 2,16+ 0,08 *
P mmol/I 0,65-1,61 1,25+0,16 1,15+0,17
Mg mmol/I 0,7-1,0 0,83 £0,10 0,80 £ 0,07
Fe pumol/l 6,6-28,0 13,12 +£5,93 13,74 £ 5,07
Kreatinin umol/l 44,0-110,0 8700 £+ 30,28 85,37 £ 26,60
Kyselina moéova pmol/1 220-420 246,00 + 70,79 266,25 + 81,03
Albumin o/l 35,0-53,0 40,60 + 10,44 42.97+5,29
Celkova bilkovina g/l 65,0-85,0 72,13 £ 8,39 72,82 £ 8,53
Transferin g/l 2,0-3,6 344+ 1,15 3,57+ 1,16
Prealbumin g/l 0,2-0,4 0,24 + 0,04 0,25+ 0,06
Kyselina listova ug/l 3,1-17,5 14,55+ 7,66 16,53 + 10,34
Ferritin ng/l 22-322 46,66 + 13,11 46,50 + 19,76
Aktivni B12 pmol/l 19-119 91,37+ 24,17 99,50 + 37,08
C-reaktivni protein mg/I 0,0-9,0 441 +3091 7,27 £ 11,87
Bilirubin umol/l 2,0-17,0 13,51+ 12,86 17,48 £ 16,79
Alaninaminotransferaza pkat/l 0,10-0,78 0,52 +0,37 0,72 +£0,53
Aspartataminotransferaza pkat/1 0,10-0,72 0,48 +0,18 0,54 + 0,21
Gamaglutamyltransferaza pkat/1 0,14-0,68 0,40+ 0,15 0,55+0,47
Alkalicka fosfataza pkat/1 0,66-2,2 1,76 £ 0,35 1,59 +0,33 *
Cholinesteraza pkat/l 87-190 122,37 + 41,85 125,12 +£32,50
Pankreatickd amylaza pkat/l 0,22-0,88 0,57 +0,23 0,58 £ 0,25
Celkovy cholesterol mmol/l 2,90-5,20 4,26+1,26 447+£122
Triacylglyceroly mmol/l 0,41-1,70 1,06 + 0,32 1,19+ 0,52
HDL-cholesterol mmol/Il 1,2-2,7 1,29+ 0,29 1,27 +£0,31
LDL-cholesterol mmol/I 1,2-3,0 2,49+ 1,11 2,66+1,18
Apolipoprotein Al g/l 1,1-19 1,37 £0,22 1,27 £0,31
Apolipoprotein B g/l 0,5-1,0 0,90+ 0,36 0,86+ 0,35
Lipoprotein(a) g/l <0,3 0,23 +£0,23 0,23+0,19
Homocystein pmol/1 4,0-14,6 13,08 + 3,74 14,35+ 5,34
Quickiv test INR 0,8-1,25 0,91 +0,09 0,92 £ 0,07

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)
Omegaven - pacienti se smésnou tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)
HDL - high density lipoproteins, lipoproteiny o vysoké hustoté; LDL - low density lipoproteins, lipoproteiny
o nizké hustoté; pkat/l - pkatal/l, INR - mezinarodni normalizovany pomér, standardizovana jednotka pro

Quickuv test
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5.4. Srovnani zastoupeni mastnych kyselin ve fosfolipidech plazmy

aerytrocyti u pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®

a SMOFLipid®+Omegaven®

Provedli jsme analyzu FA ve fosfolipidech plazmy a erytrocytti u pacientd, kterym
byla po dobu 6 tydni aplikovana tukova emulze SMOFLipid® a nasledn& po dobu 4 tydni
smésna emulze SMOFLipid“+Omegaven®. Pro srovnani jsou uvedeny hodnoty zastoupeni
FA u zdravych kontrol odpovidajicich pacientim vékem a pohlavim.

Tabulka 6 ukazuje zastoupeni FA ve fosfolipidech plazmy. Pokud jde o srovnani
pacienti s ob&ma tukovymi emulzemi obohacenymi n-3 PUFA (SMOFLipid®
a SMOFLipid“+Omegaven®) se zdravymi kontrolami, po obou emulzich jsme u pacientd
zaznamenali vyrazné zvySeni podilu n-3 PUFA (20:5n-3 a 22:6n-3) provazené snizenim
n-6 PUFA (18:2n-6, 20:2n-6, 20:4n-6 a 22:4n-6). Zvyseni n-3 PUFA u pacienti je
provéazeno zvyienim SAT FA. Srovnani FA po podavéani emulze SMOFLipid®+Omegaven®
se samotnym SMOFLipid® ukazalo dalsi navySeni podilu n-3 PUFA (22:6n-3) a snizeni
n-6 PUFA (18:2n-6, 20:4n-6). Zastoupeni hlavnich tfid FA, tj. SAT FA, MUFA, n-6 PUFA
a n-3 PUFA je graficky znazornéno v grafu 6.

Tabulka 7 ukazuje, Ze zmény ve slozeni FA ve fosfolipidech erytrocytti vyvolané
podavanim emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid“+Omegaven® do znatné miry kopirovaly
vysledky pozorované u plazmatickych fosfolipidid. Diulezity rozdil byl pouze v tom,
ze ve fosfolipidech erytrocyti nedoslo k dalSimu zvySeni celkovych n-3 PUFA
po SMOFLipid®“+Omegaven® (zvysila se pouze 20:5n-3 kompenzovana 20:2n-6, 20:3n-6,
20:4n-6, 22:4n-6), zatimco v plazmatickych fosfolipidech za pozorované zvyseni
n-3 PUFA zodpovidala 22:6n-3 kompenzovana sniZzenim 18:2n-6. Rozdily v podilu
jednotlivych tfid FA (SAT FA, MUFA, n-6 PUFA a n-3 PUFA) znazoriiuje Graf 7.

Tabulka 8 ukazuje rozdily v nékterych pomérech FA ve fosfolipidech plazmy
aerytrocytti u  pacienti  po  podani tukovych emulzi SMOFLipid®
a SMOFLipid®+Omegaven® a u zdravych kontrol.
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Tabulka 6: Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid“+Omegaven® na zastoupeni FA

ve fosfolipidech plazmy

FA K SMOFLipid Omegaven
mol%

14:0 0,25+ 0,08 0,25+ 0,05 0,27 = 0,06
16:0 30,42 £ 2,33 31,71+ 1,32 32,55+ 1,80
16:1n-9 0,09+ 0,01 0,14+ 0,03 § 0,15+ 0,03
16:1n-7 0,60+0,13 0,55+0,19 0,56 +0,18
18:0 12,73 + 1,70 12,96 + 1,48 13,53 + 1,48
18:1n-9 10,43 £ 0,49 11,57 £ 1,34 11,17 £ 1,45
18:1n-7 1,57+0,18 1,61+0,28 1,58 +0,21
18:2n-6 23,61+2,10 17,78 £ 1,65 1 15,86 +£ 2,16 t*
18:3n-3 0,19+ 0,05 0,17+ 0,03 0,16 + 0,06
20:1n-9 0,12 + 0,02 0,11+ 0,01 0,11 +£0,02
20:2n-6 0,41 +0,07 0,24 £ 0,04 0,21 +0,03
20:3n-6 3,01 +0,53 2,47+ 0,51 2,07 +£ 0,60
20:4n-6 10,91 £2,52 811+ 1,19} 6,91 + 0,98 7*
20:5n-3 0,83 + 0,40 3,15+ 0,76 T 4,64+1,02 1
22:4n-6 0,29 + 0,04 0,18 £ 0,01 0,16 £ 0,02 ¥
22:5n-6 0,19+ 0,04 0,15+ 0,02 0,17+ 0,07
22:5n-3 0,92 +0,26 1,44 +£0,36 1,58 +£ 0,32
22:6n-3 3,22 £ 1,41 6,55+ 1,01 ¥ 7,45 + 0,80 1*
SAT FA 43,46 + 1,74 4552 + 1,46 46,99 + 1,46
MUFA 12,83 +£ 0,58 14,02 + 1,58 13,61+ 1,59
n-6 PUFA 38,51 +2,54 29,04 £2,04 + 25,47 £ 2,98 +*
n-3 PUFA 5,18 + 1,89 11,40 £ 1,93 13,91+ 1,76 7*

K - zdrava kontrola (n=8)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid” (n=8)

Omegaven - pacienti se smésnou tukovou emulzi SMOFLipid“+Omegaven” (n=8)

SAT FA - suma saturovanych mastnych kyselin, MUFA - suma mononenasycenych mastnych kyselin,

n-6 PUFA - suma n-6 polynenasycenych kyselin, n-3 PUFA - suma n-3 polynenasycenych kyselin

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOF Lipid “+Omegaven® vs. pacienti SMOF Lipid®

1 - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola

Statisticky jsme hodnotili 18 FA se zastoupenim vy$§im nez 0,1 mol%. Sumy FA byly spocitany ze vSech
analyzovanych FA (celkem 29).
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Tabulka 7: Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid“+Omegaven® na zastoupeni FA

ve fosfolipidech erytrocytl

FA K SMOFLipid Omegaven
mol%

14:0 0,21 + 0,04 0,18+ 0,03 0,25 + 0,09
16:0 22,76 £ 1,46 23,99 +2,32 26,12 +2.21
16:1n-7 0,35+0,10 0,34 +0,13 0,39 +0,15
18:0 16,22 + 0,73 15,73 £ 1,12 15,53 + 1,06
18:1n-9 15,01 £ 0,59 16,45+ 1,11 16,53 £ 0,98 1
18:1n-7 1,36+ 0,14 1,39 + 0,20 1,37 +£0,22
18:2n-6 12,06 + 0,68 9,10+ 1,33 1 8,70+ 1,18 ¥
18:3n-3 0,16 + 0,03 0,12+0,03 T 0,12+0,03 ¥
20:1n-9 0,23 + 0,03 0,20 + 0,04 0,17 + 0,02 *
20:2n-6 0,29 + 0,05 0,24 + 0,05 0,18+ 0,02 *
20:3n-6 1,66 + 0,44 1,62 +0,13 1,37 £0,23 *
20:4n-6 17,38+ 1,72 12,97 £ 1,44 7 11,04 £ 1,47 +*
20:5n-3 0,72 + 0,47 2,58 0,56 3,34+ 0,47 1*
22:4n-6 3,21+0,89 1,60+ 0,31 % 1,34+ 0,13 +*
22:5n-6 0,48 £0,10 0,25+0,03 T 0,24 £0,02 §
22:5n-3 2,74+ 0,42 4,04 +0,55 + 3,93+0,42 1
22:6n-3 487 +1,67 8,35+0,99 T 8,46+ 1,02 T
SAT FA 39,26 1,57 40,47 + 1,49 42,54 £ 1,97 1
MUFA 17,03 +£ 0,67 18,50 = 1,15 1 18,59 £ 1,04 1
n-6 PUFA 35,18 £ 2,54 25,84 +2,80 1 22,94 £ 1,94 +*
n-3 PUFA 8,51 +2,38 15,17+ 1,63 1591 £1,31+

K - zdrava kontrola (n=8)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid” (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid“+Omegaven®™ (n=8)

SAT FA - suma saturovanych mastnych kyselin, MUFA - suma mononenasycenych mastnych kyselin,

n-6 PUFA - suma n-6 polynenasycenych mastnych kyselin, n-3 PUFA - suma n-3 polynenasycenych
mastnych kyselin

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).

* . p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOFLipid*+Omegaven® vs. pacienti SMOFLipid®

T - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola

Statisticky jsme hodnotili 17 FA se zastoupenim vy$$im nez 0,1 mol%. Sumy FA byly spocitany ze vSech
analyzovanych FA (celkem 29).
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Tabulka 8: Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid“+Omegaven® na n&které poméry FA

ve fosfolipidech plazmy a erytrocytl

Pomér K SMOFLipid Omegaven
Fosfolipidy plazmy
n-6/n-3 PUFA 8,22 +£2,55 2,61+048 1 187+0,41 1*
18:2n-6/20:4n-6 2,27 £0,56 2,22 £0,34 2,31+£0,32
20:4n-6/20:5n-3 15,76 £ 7,10 3,70+ 1,66 T 1,83 +0,48 t*
22:6n-3/20:5n-3 4,45 +2,04 2,14+ 047 T 1,65+0,32 t*
SAT FA+MUFA/PUFA 1,29 + 0,06 1,47 0,13 1 1,54+ 0,14 1*
Fosfolipidy erytrocytt
n-6/n-3 PUFA 441 +1,15 1,73 +0,33 + 1,45+ 0,21 +*
18:2n-6/20:4n-6 0,70 £ 0,08 0,70 £ 0,09 0,80 £ 0,16 *
20:4n-6/20:5n-3 30,98 +£ 13,66 6,98 + 1,45 7 3,96 £0,78 7*
22:6n-3/20:5n-3 7,88 + 3,05 3,36 + 0,80 + 2,57 + 0,80 +*
SAT FA+MUFA/PUFA 1,29 + 0,06 1,44 +0,13 t 1,57+ 0,10 T

K - zdrava kontrola (n=8)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®™ (n=8)
Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)

SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, PUFA - polynenasycené

mastné kyseliny

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOFLipid*+Omegaven® vs. pacienti SMOFLipid®
T - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
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Graf 6: Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven® na zastoupeni FA

ve fosfolipidech plazmy
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K - zdrava kontrola (n=8)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)

SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, n-6 PUFA -

n-6 polynenasycené mastné kyseliny, n-3 PUFA - n-3 polynenasycené mastné kyseliny

Chybové tsecky vyznacuji smérodatnou odchylku (SD).

* . p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOFLipid*+Omegaven® vs. pacienti SMOFLipid®
1 - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
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Graf 7: Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven® na zastoupeni FA
ve fosfolipidech erytrocytl
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K - zdrava kontrola (n=8)
SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)

SAT FA - saturované mastné kyseliny, MUFA - mononenasycené mastné kyseliny, n-6 PUFA -

n-6 polynenasycené mastné kyseliny, n-3 PUFA - n-3 polynenasycené mastné kyseliny

Chybové tisecky vyznacuji smérodatnou odchylku (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOF Lipid“+Omegaven® vs. pacienti SMOF Lipid®
1 - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola

56



5.5. Zavislost koncentrace cytokini na koncentraci LPS v in vitro

Kkrevni kulture

Graf 3 ukazuje zavislost produkce cytokinl v in vitro krevni kultufe na koncentraci
LPS u dvou pacientd s tukovou emulzi SMOFLipid®. Ke stimulaci byla pouzita
koncentrace LPS 0 ug/ml (kontrolni vzorek), 5 pg/ml, 10 pg/ml a 20 pg/ml. Z naméfenych
koncentraci IL-6 (Graf 3a) a TNF-a (Graf 3b) vyplyva, Ze ve srovnani s nestimulovanym
kontrolnim vzorkem vSechny koncentrace LPS vyvolaly zvySeni koncentrace cytokinli
piiblizné o dva tady. U vSech pouzitych koncentraci LPS jsme dosdhli maximalni

stimulace. Pro studii jsme zvolili koncentraci LPS 10 pg/ml.

Graf 3a, b: Koncentrace IL-6 a TNF-a po in vitro stimulaci plné krve lipopolysacharidem

a) interleukin-6 b) tumor nekrotizujici faktor-o
IL-6 TNF-a
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2 = 20 pg <y
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IL-6 — interleukin-6, TNF-a - tumor nekrotizujici faktor-a
A, B - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®
LPS - lipopolysacharid
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56.Vliv  emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven®

na koncentraci cytokinii v séru

Tabulka 9 ukazuje, Ze koncentrace IL-6 byla v séru pacientli (u obou emulzi) asi
15x vyssi nez u zdravych kontrol, koncentrace TNF-a byla u pacientti oproti kontrole vyssi

priblizné 3,5x.

Tabulka 9: Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven® na koncentraci cytokinil

Vv séru

K SMOFLipid Omegaven
IL-6 (pg/ml) 3,76 4.8 55,26 + 28,82 + 62,47 +23,67 +
TNF-a (pg/ml) 6,37 +3,5 19,62 + 11,08 + 24,5+ 13,74 }

IL-6 - interleukin-6, TNF-a - tumor nekrotizujici faktor o

K - zdrava kontrola

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)
Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).
1 - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola

5.7. Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven® na produkci

cytokini po in vitro stimulaci LPS krevni kultury

Koncentrace IL-6 v krevni kultufe bez stimulace LPS se mezi emulzemi
signifikantné neliSila a po stimulaci LPS narostla vice nez stonasobné. Po podani smésné
emulze SMOFLipid®+Omegaven® poklesla produkce IL-6 ve stimulované krevni kultuie
036% ve srovnani s emulzi SMOFLipid®. Koncentrace TNF-a v nestimulované krevni
kultufe byla u emulze SMOFLipid“+Omegaven® signifikantn¢ vys$si nez u SMOFLipid®.
Ve stimulované kultufe poklesla koncentrace TNF-a po podani smésné emulze oproti
emulzi SMOFLipid® o0 60% (Tabulka 10).

Primérné hodnoty koncentrace obou cytokint jsou uvedeny v Grafu 8a, znacna
smérodatnd odchylka je dana individualnimi rozdily v mife odpovédi na stimulaci krve
LPS u pacienti. Krom¢ jednoho pacienta byl vSak u vSech ostatnich pozorovan znacny
pokles v produkci obou cytokinh po emulzi s vyS§im podilem n-3 PUFA

(SMOFLipid®+Omegaven®) (Grafy 8b,c).
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Tabulka 10: Koncentrace cytokinil v krevni kultufe po stimulaci lipopolysacharidem

SMOFLipid Omegaven

bez LPS s LPS bez LPS s LPS
IL-6 (pg/ml) 31,93+9,10 5081,49+1521,19  24,95+589  3359,89 + 1885,72 *
TNF-a (pg/ml) 10,7 +7,53 1125,9+£533,42 19,96+ 10,09 * 459,48 £250,79 *

IL-6 - interleukin-6, TNF-o - tumor nekrotizujici faktor o

LPS - lipopolaysacharid

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®™ (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid“+Omegaven® (n=8)

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primeér + smérodatna odchylka (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOFLipid®+Omegaven® vs. pacienti SMOFLipid®

Graf 8a: Koncentrace IL-6 a TNF-a po stimulaci kultury plné krve lipopolysacharidem
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SMOFLipid® - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)

Omegaven” - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid“+Omegaven® (n=8)

Chybové tisecky vyznacuji smérodatnou odchylku (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOF Lipid “+Omegaven® vs. pacienti SMOF Lipid®
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8b) koncentrace IL-6 po stimulaci lipopolysacharidem u jednotlivych pacientt
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58.Vliv emulzi SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven®
na koncentraci konjugovanych dient a aktivitu antioxidacnich

enzymu

Byla stanovena koncentrace konjugovanych dienii (mimo experimentalni cast
diplomové prace) a aktivita anitoxidacnich enzymi - CuZn-SOD, CAT a GR v
erytrocytech  pacientt s tukovou emulzi SMOFLipid®, smésnou emulzi
SMOFLipid®+Omegaven® a u zdravych kontrol. Hodnoty ukazuje Tabulka 11.

Koncentrace konjugovanych dienti v séru pacientti byly v piipadé¢ obou emulzi
témet shodné, oproti kontrolam vSak byly nizsi asi o 18% (Graf 9a).

Emulze SMOFLipid® zvysila aktivitu SOD o 40% ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Nésledné podavani SMOFLipid®+Omegaven® ji sniZilo o 16%, hodnota pfesto
zistala po SMOFLipid®+Omegaven® o 28% vys§i vzhledem ke kontrolam (Graf 9d).

Aktivity CAT a GR se u Zadné ze skupin signifikantné nelisily (Grafy 9b,c).

Tabulka 11: Koncentrace konjugovanych dienti a aktivity anitoxida¢nich enzymu

Enzym K SMOFLipid Omegaven
Konjugované dieny 70,43 + 5,80 58,73 +£5,80 + 57,78 £ 9,46 F
Superoxiddismutaza 1169,93 + 197,17 1920,16 £237,3 ¥  1618,92 + 362,33 {*
Katalaza 200,76 + 28,14 199,07 + 20,35 194,27 £ 13,16
Glutathionreduktaza 7,46 £ 2,30 9,18+ 1,29 9,57 +£2,05

Konjugované dieny - jednotka: pumol/l séra

Superoxiddismutaza - jednotka: U/g hemoglobinu (U= pmol/min)

Katalaza - jednotka: kU/g hemoglobinu (U=pmol/min)

Glutathionreduktaza - jednotka: U/g hemoglobinu (U= pmol/min)

K - zdrava kontrola (n=8)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)

Hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOFLipid*+Omegaven® vs. pacienti SMOFLipid®
T - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
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Graf 9: Koncentrace konjugovanych dient v séru a aktivita antioxidanich enzymu

Vv erytrocytech
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K - zdrava kontrola (n=8)

SMOFLipid - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid® (n=8)

Omegaven - pacienti s tukovou emulzi SMOFLipid®+Omegaven® (n=8)

Chybové tsecky vyznacuji smérodatnou odchylku (SD).

* - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti SMOFLipid“+Omegaven® vs. pacienti SMOFLipid®
T - p<0,05; statisticky vyznamny rozdil pacienti vs. kontrola
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6. Diskuze

Tato diplomovéa prace méla za cil porovnat dvé tukové emulze lisici se zastoupenim
n-3 PUFA u pacientl na dlouhodobé doméci parenteralni vyziveé. Zamétili jsme se na vliv
rozdilné davky n-3 PUFA v diet¢ na produkci zanétlivych mediatord a aktivitu
antioxida¢nich enzymi. Do studie byli zatazeni pacienti dlouhodobé¢ stabilizovani, ktefi
byli alesponn mésic bez infek¢énich komplikaci. U vSech pacient byly aplikovany postupné
ob¢ emulze. Pii srovnani emulzi byl tedy kazdy pacient sdm sob¢ kontrolou, ¢imz jsme
eliminovali rozdily v reaktivité organismu dané napf. genetickymi vlivy. Jelikoz vSichni
pacienti museli byt nejméné dva mésice pred vstupem do studie na stabilnim nutri¢énim
rezimu, nebylo mozné provést odbéry pfed zahdjenim PV. Abychom zjistili, nakolik se
sledované parametry budou liSit od bézné peroralni vyzivy, vybrali jsme jako kontrolu
zdravé jedince veékem a pohlavim odpovidajici pacientim. Toto srovnadni ma urcita
omezeni, predevsim proto, ze kaloricky pfijem zdravych jedincti nebyl kontrolovan, stejné
jako nebyl sledovan jejich pifijem FA. Zdravi jedinci vSak predstavuji typickou zdpadni
dietou bohatou na n-6 PUFA, s pomérem n-6/n-3 PUFA asi 20-25:1 a praimérnym dennim
piijmem n-3 PUFA 1,5 g, z toho ov§em EPA+DHA tvoii pouze 0,1-0,5 g (Sanders, 2000),
coz je davka velmi nizkd. Pacienti v této studii pfi primérné vaze 65 kg pfijimali s emulzi
SMOFLipid® 3,5 g n-3 PUFA/den (z toho 1,3 g EPA, 1,3 g DHA) a se smé&snou emulzi
SMOFLipid®+Omegaven® 7 g n-3 PUFA/den (z toho 3 g EPA a 3 g DHA). Tyto davky
jsou tedy o fad vyss$i nez u zapadni diety. Pfestoze maji n-3 PUFA tadu benefi¢nich G¢ink,
pfi nadmérnych davkach (vice nez 10 g/den) mohou mit na lidsky organismus neptiznivé
ucinky, predevsim pifi dlouhodobé&jsSim podavéni (Eritsland, 2000). Dlouhodobé uZzivani
emulze Omegaven® také neni vyrobcem doporutovano (déle nez 4 tydny). JelikoZ se
emulze ptipravuji z ptirodnich olejl a tukd, ujistili jsme se jesté pred zahajenim studie, Ze
se podil FA mezi riznymi $arzemi emulzi SMOFLipid® a Omegaven® neméni.

Paralelné k naSim analyzam byly u pacientli stanoveny rutinni laboratorni
parametry v centralni laboratofi Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF
UK a VFN. Byly provedeny béZzné laboratorni testy, jako je koncentrace mineralt v krvi,
lipidogram, jaterni testy, hladiny antioxidantli, koagulacni testy, krevni obraz. Sledované
laboratorni parametry se vétSinou pohybovaly v rozmezi referencnich hodnot uvedenych v
tabulkach. Nepozorovali jsme také vyznamné rozdily mezi obéma pouzivanymi tukovymi

emulzemi, u emulze SMOFLipid®+Omegaven® byla pouze sniZena koncentrace vapniku v
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krvi, sniZzena aktivita alkalické fosfatazy a zvySené mnozstvi bazofilii ve srovnani s emulzi
SMOFLipid®. Existuje studie, ve které byla zaznamenana mirng zvy3ena aktivita jaternich
enzymil po suplementaci n-3 PUFA (Eritsland et al., 1995). Na druhou stranu bylo
publikovano, ze n-3 PUFA m¢ly u pacientll s nedostateCnosti stfeva benefi¢ni Gcinky na
jaterni steatozu (Puder et al., 2009). Pokud jde o nasi studii, hodnoty aktivity vétSiny
jaternich enzymu se pohybovaly na horni hranici referen¢nich hodnot, zejména po podani
emulze bohats$i na n-3 PUFA, coz by mélo byt brano v uvahu pfi navrhovani diety s
vysokym podilem n-3 PUFA. Fumeron a spol. zaznamenali zvySenou koncentraci LDL-
cholesterolu a HDL-cholesterolu u zdravych lidi pfi suplementaci n-3 PUFA (6 g/d EPA)
(Fumeron et al., 1991). Po podobné davce n-3 PUFA, kterou jsme u pacientti podavali v
diet& obohacené o Omegaven®, jsme nepozorovali zadné vyznamné zmény v koncentraci
jednotlivych frakei sérového cholesterolu. Déle byl ve studii Kristensena a spol. pozorovan
ubytek krevnich desticek pii vysokém piijmu n-3 PUFA (>10 g/d), jejich sniZena agregace
a s tim spojend zvysSend krvacivost (Kristensen et al., 1989), ale pfi mirnych davkach
(2-4 g/d) nebyly pozorovany zadné klinicky vyznamné zmény v krvacivosti (Simopoulos,
1991). Ani v naSem piipadé nebyly pozorovany zmény v poctu krevnich desti¢ek
Vv zavislosti na mnozstvi piijatych n-3 PUFA, vysledky testu koagulace krve se také
nelisily. Z tohoto hlediska byla tedy i vyssi davka n-3 PUFA (7 g/den) bezpeéna.

V nasi praci, podobné jako v fadé dalSich, se ukazalo, ze se slozeni FA v lipidech
diety promitd do sloZeni FA v lipidech plazmy a fosfolipidech erytrocyti a ostatnich tkani
(Cao et al., 2006; Hulbert et al., 2005). Jednotlivé studie se vSak vyrazné lis§i délkou
podavani diety, kvalitativnim a kvantitativnim zastoupenim FA v dieté, zptisobem podavani
diety (peroralné, parenteralné) i1 sledovanymi subjekty (zdravi lidé, pooperacni pacienti,
lidé s dlouhodobou PV apod.). V pfipravné fazi studie jsme provedli stanoveni FA
v triacylglycerolech, cholesterolesterech a totalnich fosfolipidech plazmy a fosfolipidech
erytrocytil u pacientdl s emulzi SMOFLipid® a kontolnich zdravych jedinct s b&znou
zépadni dietou. Triacylglyceroly v plazmé¢ transportuji do tkani FA ptijaté v potrave a jejich
sloZeni tedy predevsim odrazi slozeni FA v dieté. Slozeni cholesterolesterti a totalnich
fosfolipidii plazmy odrazi predev§im syntézu v jatrech (Hodson et al., 2008). Co se tyce
podilu EPA+DHA, fosfolipidy erytrocyti se podobaji fosfolipidim plazmy, zastoupeni
18:2n-6 je v nich vSak o polovinu nizsi, zatimco podil 20:4n-6 dvojnasobny. Vysoky obsah
AA je pro bunééné membrany typicky (Hodson et al., 2008). Jako ukazatel membranového
sloZeni tkani jsou tak vhodnéjsi fosfolipidy erytrocyti. Vzhledem k tomu, Ze analyza vSech

lipidovych tiid v plazmé po vyzivé s emulzi SMOFLipid® ukazala obdobny trend ve
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zméné zastoupeni FA (pfedevsim zastoupeni n-6 a n-3 PUFA), analyzovali jsme ve studii,
kterd srovnavala SMOFLipid® a SMOFLipid®+Omegaven®, pouze fosfolipidy plazmy
jako ukazatel plazmatickych lipida a fosfolipidy erytrocyti jako ukazatel slozeni lipida
bunénych membran.

Vlivem diet s obéma tukovymi emulzemi se ménilo nejvice zastoupeni n-6 a n-3
PUFA, a to u fosfolipidii plazmy i erytrocytdl, které se zvySovalo s rostouci davkou
n-3 PUFA v diets. Ve fosfolipidech plazmy bylo u pacienti se SMOFLipid® (2,6 g
EPA+DHA/den po dobu 6 tydnil) zastoupeni n-3 PUFA dvojndsobné oproti kontrolam
(11% vs. 5%). Nasledujici vyziva s emulzi SMOFLipid“+Omegaven® (6 g EPA+DHA/den
po dobu 4 tydntll) zastoupeni n-3 PUFA déle zvysila na 14%. ZvySovalo se jak zastoupeni
EPA, tak DHA. To bylo kompenzovéano snizenim podilu n-6 PUFA, piedev§im LA a AA,
které jsou nejvice zastoupenymi n-6 PUFA ve fosfolipidech plazmy (Hodson et al., 2008).
Von Schacky a spol. podavali zdravym jedincim 2,5 az 9 g EPA+DHA/d po dobu 5
mésict. Opét pozorovali zvySeni podilu EPA i DHA ve fosfolipidech plazmy provazené
(Von Schacky et al., 1985). V nasi studii jsme pozorovali vyrazné snizeni zastoupeni AA
oproti kontrolam jiz pii davce 2,6 g EPA+DHA. Obdobné zmény ve slozZeni fosfolipidl
plazmy jako po dlouhodobém podavani jsou pozorovatelné i po kratkodobé suplementaci.
Grimm a spol. pozorovali jiz po 6 dnech aplikace emulze SMOFLipid® (v dvojnisobné
davce neZ v nasi studii, 5,2 g EPA+DHA/den) u poopera¢nich pacientll zvySené zastoupeni
EPA a DHA ve fosfolipidech plazmy, zatimco podil LA a AA oproti hodnotdm pied
aplikaci PV poklesl (Grimm et al., 2006). Je tedy ziejmé, Ze sloZeni diety podadvané formou
PV s tukovymi emulzemi se odrazi ve slozeni fosfolipidi plazmy béhem kratké doby
podavani.

Ve fosfolipidech erytrocytti byl pii vyzivé se SMOFLipid® podil n-3 PUFA 15%
oproti 8% u kontrol. OvSem dalsi vyrazné navyseni n-3 PUFA (z 3,5 g/d na 7 g/d)
ve smésné emulzi zvysilo podil n-3 PUFA jen velmi mirné, pfi¢emzZ podil DHA se témér
nezménil, mirné¢ se zvysilo jen zastoupeni EPA. To odpovidd vysledkim studie Katana
aspol.. Pfi dlouhodobém podavani kapsli s riznym obsahem rybiho tuku (1, 2 nebo
3 g EPA+DHA/d) zjistili, ze narust zastoupeni EPA v membranach erytrocyti byl
rybiho tuku byla poddna. Béhem nasledujicich 120 dnti podil EPA v membranich dale
stoupal, ale jen mirng. Po 180 dnech se zastoupeni EPA v erytrocytech ustédlilo a az

do konce studie zustalo stabilni. Zastoupeni DHA vzrostlo za celou studii jen mirné. Po 12
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mésicich suplementace byl podil EPA+DHA ve fosfolipidech erytrocyti u subjekt
svyzivou se 2 g EPA+DHA/den 9,1%, u skupiny s 3 g EPA+DHA/den byl tento index
10,7% (Katan et al., 1997). U nasich pacientd byl pfi vyzivé s emulzi SMOFLipid® (2,6 g
EPA+DHA/den) podil EPA+DHA ve fosfolipidech erytrocyti 10,8%, coz piiblizné
odpovidd  vysledkim z vySe zminéné studie. Pii  podavani  emulze
SMOFLipid®+Omegaven®” byl tento podil 11,7%. Takto vysoky podil EPA+DHA v
erytrocytech (11,6%) uvadi Harris a von Schacky po suplementaci zdravych jedincti 2 g
EPA+DHA/den po dobu 20 tydnt (Harris and von Schacky, 2004) Mtizeme tedy shrnout,
ze pii suplementaci n-3 PUFA, at’ uz parenteralni ¢i ordlni, stoupa ve fosfolipidech
erytrocytll nejvice zastoupeni EPA, méné pak DHA, a naopak klesa podil AA, ptipadné
LA, a ze pri dlouhodobéjsi (>5 mésicti) peroralni vyzivé s obsahem 2-6 g EPA+DHA lze
dosahnout zastoupeni EPA+DHA v erytrocytech 9-11%, zatimco formou PV lze takového
zastoupeni dosahnout béhem 4-6 tydnti. Harris a von Schacky uvadi, ze podil EPA+DHA v
erytrocytech (t€émito autory nazyvany index n-3 PUFA) muze byt posuzovan jako rizikovy
faktor pro vznik koronarniho srde¢niho onemocnéni a ze kardioprotektivni je hodnota
tohoto indexu alespon 8%. Zadné podobné studie davajici do souvislosti n-3 PUFA index a
modulaci zanétlivé odpovédi nebyly dosud provedeny. U PV by se napt. mohl hledat vztah
mezi zastoupenim EPA+DHA v erytrocytech a vyskytem infekénich komplikaci.

Ve srovnani s kontrolami s typickou zépadni dietou u pacientii mirn€ vzrostl pomér
SAT FA+MUFA/PUFA ve fosfolipidech erytrocytli i plazmy. Z literatury je zndmo, Ze tento
pomér je zejména v bunécnych membranich velmi stabilni a dietou mélo ovlivnitelny
(Hulbert et al., 2005), proto ani dieta obohacena o Omegaven® tento pomér neovlivnila.
Jind situace nastavéa za patologickych stavili, jako je napt. sepse, kdy dochazi k ubytku
PUFA a narustu MUFA a pomér SAT FA+MUFA/PUFA se tak vyrazné sniZzuje (Novak
etal, 2010). V takovém pfiipad€é se stdva obzvlasté¢ dulezitym podéavani tukové diety
obohacené PUFA, zejména protizanétlivymi n-3 PUFA.

Ve fosfolipidech erytrocytii jsme u pacientd s emulzi SMOFLipid® oproti
kontrolam zaznamenali vyrazné nizs$i pomér n-6/n-3 PUFA (o 60%) a pomér AA/EPA byl
niz8§i dokonce o 80%. To se shoduje s vysledky Vidgrena a spol., ktefi pii suplementaci
zdravych jedincd rybim tukem (2,2 g EPA+DHA/den; 14 tydnll) zaznamenali podobné
zmény téchto pomért (Vidgren et al., 1997). S vys$S§im podilem n-3 PUFA v tukové emulzi
v nasi studii poklesl pomér n-6/n-3 jen mirn€, pomér AA/EPA poklesl jesté o polovinu.
Pomér n-6/n-3 PUFA, resp. AA/EPA je velmi dulezitym parametrem membranovych
fosfolipidii. AA a EPA jsou totiz prekurzory pro syntézu rozdilnych sérii eikosanoidl (z AA
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jsou to prostanoidy série-2 a leukotrieny série-4, z EPA pak prostanoidy série-3 a
leukotrieny série-5) s odliSnymi ucinky pii zanétlivych reakcich.

Némi sledovani pacienti s dlouhodobou domaci PV méli vyrazné zvySené
koncentrace IL-6 a TNF-a v séru. Pfi kratkodobém podavani PV s emulzemi obohacenymi
n-3 PUFA u pooperacnich pacientii byl naopak pozorovan pokles plazmatickych
koncentraci IL-6 a TNF-o ve srovnani s emulzemi obsahujicimi hlavné n-6 PUFA nebo
MUFA (Schade et al., 2008; Wachtler et al., 1997). Zde je ale ziejmé dulezitym faktorem
délka PV, jelikoz zvySené koncentrace cytokinii u pacientii na dlouhodobé domaci PV
(>rok) byly pozorovany (Ling et al., 2001, Hise et al., 2008), ackoli nedosahovaly tak
vysokych hodnot jako v nasem piipadé ani nepiesahovaly referenéni meze. Hladiny C-
reaktivniho proteinu jako markeru zadnétu nebyly ve zminénych pracech zvysené, podobné
jako v na$i studii. Tito autofi neuvadi pfesné slozeni PV ani jak4 tukova emulze byla
pouzita. Jako mozné vysvétleni tohoto ndlezu se nabizi vliv pfitomnosti dlouhodobého
katetru u pacienti na domaci PV, ktery zpasobuje velmi malou, ale trvalou zanétlivou
stimulaci vedouci ke zvySeni koncentraci plazmatickych cytokind. Jinym vysvétlenim
zvySenych koncentraci stanovenych cytokinii by mohla byt mirnd zanétliva odpovéd
v ramci zékladnich onemocnéni u téchto pacientt.

Koncentraci IL-6 a TNF-a jsme stanovili také v supernatantu z in vitro kultury plné
krve stimulované 10 pg/ml LPS. Ptfed stimulaci se koncentrace IL-6 u vyzivy s emulzi
SMOFLipid® (1,3 g EPA a 1,3 g DHA/den) vyznamné nelisila od vyzivy obohacené
0 Omegaven® (3 g EPA a 3 g DHA/den), bazilni koncentrace TNF-o byla u vyzivy
s emulzi SMOFLipid“+Omegaven® zvysena. Po stimulaci LPS se produkce IL-6 i TNF-o
oproti hodnotam bez stimulace vyrazn¢ zvysila. Srovnani obou emulzi ukézalo, Ze pii
vyZivé obohacené Omegavenem® byly imunokompetentni buiiky stimulovany k produkci
obou prozanétlivich cytokinii podstatné méné neZ po samotném SMOFLipid®. Nase
vysledky jsou v souladu nemnoha studii, které také sledovaly vliv riznych tukovych
emulzi na produkci cytokinti v PV. Mayer a spol. na septickych pacientech srovnali emulzi
Omegaven® s emulzi bohatou na n-6 PUFA po stimulaci mononuklearnich bunégk
z periferni krve (periferal blood mononuclear cells, PBMC; zahrnuji monocyty a
lymfocyty) LPS (10 ng/ml). Po vyzivé s emulzi Omegaven® (5 dnii) pozorovali pokles
produkce IL-6 a TNF-a oproti pacientim s emulzi bohatou na n-6 PUFA (Mayer et al.,
2003a). Barbosa a spol. srovnavali tukovou emulzi obsahujici 10% rybiho tuku (asi 2 g
EPA+DHA/den) s emulzi, ktera neobsahovala n-3 PUFA, u septickych pacienttl, u kterych
byla koncentrace IL-6 v plazmé zvySend. Vzhledem k septickému stavu pacientii byly
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hodnoty plazmatického IL-6 blizké naSim koncentracim IL-6 po stimulaci LPS. Po
podavani emulze s n-3 PUFA (6 dnil) tato koncentrace klesla o 40%, zatimco u emulze bez
n-3 PUFA byl pokles po 6 dnech pouhych 20%. Podavani PV s n-3 PUFA tedy muze
zlepsit prognozu septickych pacientd, protoze bylo publikovano, Ze vyssi koncentrace 1L-6
v sepsi je spojena s vyssi umrtnosti (Hack et al., 1989). Barbosa a spol. provedli také
stimulaci plné krve se stejnou koncentraci LPS (10 pg/ml) jako v nasi studii. Autofi vSak
nepozorovali mezi obéma skupinami pacientd zaddné rozdily v produkci cytokinl, coz
piipisuji niz$i schopnosti restimulace monocyti in vitro dané septickym stavem pacientt
(Barbosa et al., 2010). Z uvedeného vyplyva, ze pouziti PV s obsahem n-3 PUFA miize mit
pfi hyperzanétlivé reakei u septickych pacienti beneficni Gc¢inky diky snizené produkci
prozéanétlivych cytokinli. Vzhledem k tomu, Ze pacienti v nasi studii byli stabilizovani a
bez infekénich piiznakt, méla by jejich reaktivita na in vitro stimulaci LPS byt podobna
spise zdravym lidem. Rada praci ukazuje pokles produkce prozanétlivych cytokinii po
oralni suplementaci n-3 PUFA u zdravych jedinci. Enders a spol. podavali zdravym
jedincim rybi tuk (2,7 g EPA, 1,8 g DHA/den) po dobu 6 tydnt. Po této dobé klesla
produkce TNF-a stimulovanymi PBMC o 40%. Jako stimulus pouzili 1 ng/ml LPS (Endres
et al., 1989). Vyraznéjsi pokles v produkci TNF-a (o 70%) LPS-stimulovanymi PBMC
zaznamenali Caughey a spol., prestoze jejich davka n-3 PUFA byla niz§i, odpovidajici
pfiblizng nami pouzité davce v emulzi SMOFLipid® (1,6 g EPA, 1,1 g DHA; 4 tydny)
(Caughey et al., 1996). Trebble a spol. sledovali vliv riznych davek n-3 PUFA (0,3, 1,0 a
2,0 g EPA+DHA/den) na produkci IL-6 a TNF-a u zdravych jedinct po stimulaci PBMC
LPS. Se zvysujici se davkou n-3 PUFA koncentrace cytokini podobné jako v nasi studii
klesala, 1 kdyZ mezi davkou 1,0 g a 2,0 g EPA+DHA/den byl rozdil v produkei cytokinti
jen mirny (Trebble et al., 2003). Ve vétsiné zminénych praci sledovali autofi zaroven
zmény ve spektru FA ve fosfolipidech plazmy a/nebo membranovych fosfolipidech a uvadi
narust podilu n-3 PUFA (ptfedev§im EPA) a pokles zastoupeni n-6 PUFA. V naSem ptipad¢
byl vidét znacny pokles v produkci cytokinli mezi obéma emulzemi, ackoli u emulze
SMOFLipid®+Omegaven® se jiz vyrazné nezvySoval podil n-3 PUFA ve fosfolipidech
erytrocytl. Pomér AA/EPA byl ovSem asi o polovinu niz§i neZ u vyzivy s emulzi
SMOFLipid®, mohla tedy byt ovlivnéna produkce eikosanoidi. Pfesny mechanismus, ktery
vede ke sniZzeni produkce prozanétlivych cytokinli po suplementaci n-3 PUFA neni znam.
Zmény v produkei eikosanoidil jsou jednou z moznosti. Bylo napi. ukazano, ze TXAo,
PGE; a LTB, mohou stimulovat produkci IL-1B, IL-6 a TNF-a monocyty (Caughey et al.,
1996; Rola-Pleszczynski and Stankova, 1992), dojde-li tedy ke snizeni zastoupeni AA v
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bunéénych membranach vlivem zvysené inkorporace n-3 PUFA, produkce TXA,, PGE; a
LTB,4 poklesne, coz mlze vést ke snizeni produkce prozanétlivych cytokinti. Roli mohou
hrat ale i zmény v intracelularni signalizaci nebo genové expresi.

Vysoky podil n-3 PUFA v tukovych emulzich miize byt potencialné nebezpecny,
protoze tyto FA obsahuji velky pocet dvojnych vazeb a jsou proto nachylné k lipidové
peroxidaci. V na$i studii byla proto uréena koncentrace konjugovanych dienti jako jeden
z ukazatel peroxidace lipida a aktivita SOD, CAT a GR v erytrocytech jako ukazatele
antioxidatni kapacity organismu. Aktivita SOD byla u pacientd s emulzi SMOFLipid®
vyrazné¢ vysSi nez u zdravych kontrol. To by naznacovalo vysSs$i oxidacni stres pfi
zvy$eném piijmu n-3 PUFA. Emulze SMOFLipid®+Omegaven® obohacend o dalsi n-3
PUFA paradoxné aktivitu SOD snizila (pfesto ztistala aktivita tohoto enzymu vyssi nez u
zdravych jedincli). Je mozné, Ze niz$i aktivita SOD pii poddvani smésné emulze souvisi s
vy$§im obsahem a-tokoferolu v této emulzi (o 7,5-14,8 mg). Aktivity CAT a GR
nevykazovaly zadné rozdily ani mezi vyzivami s riznymi tukovymi emulzemi, ani mezi
pacienty a zdravymi kontrolami. Velmi malo studii se zabyvalo vlivem PUFA v PV na
aktivitu antioxidac¢nich enzymu. Pironi a spol. sledovali G€¢inky dlouhodobé domaci PV s
emulzi bohatou na n-6 PUFA (asi 29,5 g/den). Podobné jako my zjistili zvySenou aktivitu
SOD v erytrocytech. Kromé toho zaznamenali snizenou hladinu a-tokoferolu (jako
vyznamného antioxidantu) v plazmé a naopak zvySené hladiny malondialdehydu v séru
(Pironi et al., 1998). Malondialdehyd je nejvice studovanym produktem peroxidace PUFA
a je také bézné pouzivanym ukazatelem oxida¢niho stresu (ptevzato z Del Rio a spol.,
2005). Vyse zminéna studie tedy naznaCovala zvySenou lipidovou peroxidaci a oxidacni
stres u pacienti na domdci PV. Naopak jina studie neukédzala zvySenou lipidovou
peroxidaci ani oxidativni poSkozeni proteini u pacientd na domaci PV ve srovnani s
kontrolami. Autofi nezaznamenali ani zménu v aktivit¢ SOD, pouze hladiny antioxidantnl
v plazmé byly u pacientli mirn¢ snizené (Schepens et al., 2006). Je tedy vidét, Ze vysledky
ruznych studii se 1isi a pfedpoklad vyssi peroxidace u diet bohatych na PUFA nemusi byt
pravidlem. Doposud zadna ze studii na doméci PV se nezabyvala vlivem n-3 PUFA v
tukovych emulzich na lipidovou peroxidaci a oxidaéni stres. Higdon a spol. podavali
zdravym Zendm po menopauze kapsle s rybim tukem (2 g EPA a 1,4 g DHA/den; 5 tydnt).
Ve srovnani se suplementaci stejnych subjektti dietou bohatou na LA (10,6 g/den; 5 tydnt)
pozorovali sniZzenou produkci malondialdehydu. Celkovy ptijem PUFA se vSak u obou diet
lisil a po vztaZeni koncentrace malondialdehydu k zastoupeni PUFA v plazmé uz rozdily

mezi obéma dietami nebyly patrné (Higdon et al., 2000). Interpretace vysledki této studie
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tedy mize byt, ze ptijem n-3 PUFA, které jsou vice nenasycené nez n-6 PUFA, nezvysil
vyskyt produktt lipidové peroxidace. V nasi studii byla jako ukazatel lipidové peroxidace
stanovena koncentrace konjugovanych diend. Ta byla u pacientli dokonce niz$i nez u
kontrol (neliSila se mezi obéma emulzemi), coz znaci spiSe snizenou lipidovou peroxidaci
po podani tukovych emulzi s obsahem n-3 PUFA. Naopak Balkova a spol. pozorovali
zvySené hladiny konjugovanych dienti po podani n-3 PUFA potkanim (Balkova et al.,
2009). Kromé rozdilného experimentalniho modelu mtize byt nas protikladny vysledek dan
opét zvySenym piijmem a-tokoferolu, ktery je obsazen v tukovych emulzich aplikovanych
v nasi studii. Bohuzel koncentrace a-tokoferolu v plazmé pacientii a zdravych kontrol
nebyly v rdmci na$i studie stanoveny. Koncentrace jinych antioxidantd v séru, jako
je kyselina mocova, kyselina listova, albumin ¢i transferin, stanoveny byly a jejich hodnoty
nebyly u pacientii na PV zvySené. AvSak vzhledem ke zvySené aktivité SOD v erytrocytech
pacientt byl zfejmé piijem n-3 PUFA spojen s aktivaci antioxidacni kapacity jako odpovéd’

na mozné zvyseni oxidacniho stresu.

70



Souhrn a zavér

Tato diplomové prace byla zaméfena na srovnavni tukovych emulzi SMOFLipid®
a SMOFLipid®+Omegaven® lisicich se obsahem n-3 PUFA z hlediska vlivu na spektrum
mastnych kyselin ve fosfolipidech plazmy a erytrocytl, ovlivnéni zanétlivé odpoveédi

a oxidac¢niho stavu u pacientli na dlouhodobé parenteralni vyzivé.

P1i této klinické studii jsme zjistili, Ze:

1. Se zvysujicim se podilem n-3 PUFA ve vyzivé se zvySovalo zastoupeni n-3 PUFA,
pfedev§im EPA a DHA, ve fosfolipidech plazmy, coz bylo provazeno snizenim
zastoupeni n-6 PUFA, hlavné LA a AA. Podil n-3 PUFA ve fosfolipidech erytrocytt
narostl se zvySenym pfijmem n-3 PUFA ve vyzivé s emulzi
SMOFLipid“+Omegaven® jen mirné ve srovnani se samotnou emulzi
SMOFLipid®. Zvysilo se pouze zastoupeni EPA za sou¢asného poklesu podilu
nékterych n-6 PUFA vcetné AA, coz vedlo k poklesu poméru AA/EPA.

2. Koncentrace plazmatického TNF-a a IL-6 byly u pacienti o tad vysSi nez
u zdravych kontrol.

3. Po stimulaci in vitro kultury plné krve LPS doslo pii vyzivé s emulzi
SMOFLipid®+Omegaven® k vyraznému poklesu produkce cytokint oproti vyzivé
s emulzi SMOFLipid®, konkrétné o 36% u IL-6 a 0 60% u TNF-q.

4. Aktivita SOD byla pii vyzivé s emulzi SMOFLipid®+Omegaven” niz§i neZ
s emulzi SMOFLipid®, ptesto byla v obou piipadech vyssi nez u zdravych kontrol.
Aktivita CAT ani GR nebyla ovlivnéna.

5. Béhem podavani obou emulzi nedoslo k vyznamnym odchylkdm v zakladnich
laboratornich parametrech pacientli, pouze hodnota jaternich testd se u emulze

SMOFLipid“+Omegaven® pohybovala u horni hranice referen¢nich hodnot.

Zaveérem lze fici, ze navySeni davky rybiho tuku pfidanim 20% lipidii ve formé
Omegavenu® k tukové emulzi SMOFLipid® zasadn& neovlivnilo rutinné sledované
laboratorni a klinické parametry pacientil na dlouhodobé domaci PV a je pravdépodobné
bezpecné. Nezaznamenali jsme ani zvySenou lipidovou peroxidaci a moznd 1 diky vyssi
substituci a-tokoferolu se snizila mira oxida¢niho stresu. ZvySeny piijem n-3 PUFA ved|

ke zvySeni zastoupeni EPA ve fosfolipidech bunéénych membran, a tim zfejmé doSlo
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k ovlivnéni reakce imunokompetentnich bun€k na zanétlivy podnét v podobé LPS.
Modulace zanétlivé odpovédi ve smyslu snizené produkce prozanétlivych cytokint pii PV
bohaté¢ na n-3 PUFA by mohla byt prospéSnd zejména v pfipad¢ vyskytu infekénich

komplikaci.
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