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ABSTRAKT
Nazev prace

Reaktivni formy kysliku a jejich neurofyziologicka uloha

Cil prace

V teoretické Casti diplomové prace piinést piehled o volnych kyslikovych
radikalech a ukazat jejich misto v organismu — ucinky pozitivni a pro organismus
nezbytné na jedné stran€ a zdroj zavaznych onemocnéni na strané druhé. Déle se
teoreticka Cast zabyva problematikou obnovy rovnovahy mezi tvorbou volnych radikali
a antioxidac¢ni ochranou organismu. Teoreticka Cast se téz zabyva latkou FeTTPS.

Experimentalni ¢ast prace si stanovuje za cil zjistit, zda aplikace FeTTPS ovliviiuje
pratok krve mozkem pfi transcallosalni stimulaci se vzristajici frekvenci. Dale zjistit,
zda aplikace této latky ma vliv na sklon kiivky a prah drazdivosti evokovanych

potenciali a na pocet a dobu trvani naslednych vyboju (afterdischargu).

Metoda reSeni

Vyzkum probihal v prostorach Fyziologického tistavu AV CR. Experimenty byly
provadény na laboratornich albinskych potkanech kmene Wistar. Potkantim byla
provedena celkovd anestezie a do oblasti senzomotorické kiiry byly epidurdlné
implantovany stimula¢ni a snimaci elektrody. Dale sonda Laser Doppler priitokoméru
implantovana na kontralateralni hemisféru.

Do prvni ¢asti experimentu bylo zafazeno 11 zvifat. Méfili a zjistovali jsme vliv
transcallosalni stimulace na priitok krve mozkem pted a po aplikaci FeTTPS.

Do druhé casti experimentu bylo zatazeno 23 zvifat. Skupina obsahovala vzorek
experimentalni (aplikace FeTTPS) a kontrolni (aplikace fyziologického roztoku).
Porovnavali jsme sklon kiivky a prah drazdivosti evokovanych potencidlii a pocet a
dobu trvani naslednych vyboji (afterdischargti) pied aplikaci fyziologického roztoku a
FeTTPS, 30 a 180 minut po aplikaci.

Vysledky
Pfi transcallosalni stimulaci se zvySujici se frekvenci (3, 5, 10, 15Hz) dochézi ke
zvySeni pritoku krve mozkem. Rozdil hodnot v pritoku krve mozkem pied a po

aplikaci FeTTPS neni signifikantné vyznamny.



Rozdil hodnot prahu drazdivosti a sklonu ktivky pfed a po aplikaci FeTTPS a
fyziologického roztoku neni signifikantn€¢ vyznamny.

U experimentalni skupiny se pocet a doba trvani naslednych vyboji pied a po
aplikaci FeTTPS neméni. U kontrolni skupiny se pocet a doba trvani naslednych vyboji

pted a po aplikaci fyziologického roztoku zvétsuje.

Zavér
Vysledna data ukazuji, Ze aplikace FeTTPS snizuje pocet a dobu trvani naslednych

vybojl ve srovnani s aplikaci fyziologického roztoku.

Klicova slova
FeTTPS — evokované potencialy — prutok krve mozkem — nasledné vyboje
(afterdischargers) - antioxidanty



ABSTRACT

Name of the thesis
Reactive oxygen species and their neurophysiological role

Aim of the thesis

Aim of the theoretical part is to provide overview of reactive oxygen species (ROS)
and show their place in organism — posstive and necessary effects for the organism on
the one hand and source of serious diseases on the other hand. Futhermore, the
theoretical part deals with the restoration balance between the production of free
radicals and antioxidants protection. Theoretical part also deals with substance FeTTPS.

Aim of the experimental part is to determinate whether the application of FeTTPS
affects cerebral blood flow during trancallosal stimulation with increasing frequency.
Futhermore, to determinate whether the applicatication of this substance affects the
slope of the curve and threshold of evoked potencials and number and duration of
afterdischargers.

Research method

The research took place at the premises of Onstitue of Physiology, Academy of
Sciences, Czech Republic. Experiments were carried out on laboratory albine Wistar
rats. General anesthesia was performed to rats, stimulating and sensing electrodes were
implated in epidural area of sensorimotoor cortex and Laser Doppler flow probe was
implated into the contralateral hemisphere.

In the first part of experiment included 11 animals. We measured and investigated
the influence of transcallosal stimulation on cerebral blood flow before and after
application of FeTTPS. We compared the slope of the curve and threshold of evoked

potentials and the number and duration of afterdischargers.

Results

Transcallosal stimulation with increasing frequency (3, 5, 10, 15Hz) increases
cerebral blood flow. Difference in cerebral blood flow before and after application of
FeTTPS is not statistically significant.

Differrence of threshold and slope of the curve of evoked potentials before and

after application FeTTPS a salin eis not statistically significant.



Duration and number of afterdischarges of experimental group are same before and
after application FeTTPS. Duration and number of artedischarges of control group
increase before, 30 and 180 minutes after application FeTTPS.

Conclusion

Resulting data show that application FeTTPS reduces duration and number of
afterdischarges compared with application of saline.

Key words

FeTTPS — evoked potentials — cerebral blood flow — afterdischargers - antioxidants
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
7-NI — 7-nitroindazol

AD — nasledné vyboje (afterdischargers)
AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immunodeficiency Syndrome)
AO — antioxidanty

ATP — adenosintrifosfat

AVCR — Akademie véd Ceské republiky

CBF — prutok krve mozkem (cerebral blood flow)
CI" - chlorid

CO; - oxid uhlicity

CoQ — koenzym Q

e - elektron

EEG - elektroencefalografie

EP — evokované potencialy

Fe?* - ion Zeleznaty

Fe* - ion Zelezity

FeTTPS — peroxynitrit decomposition catalyst
GC — guanylatcyklaza

GSH — glutathin redukovany

GSHPx — glutathion peroxidaza

GSNO - nitrosothiol

GSSG — glutathion oxidovany

GST — glutathiontransferaza

Hb — hemoglobin

HCIO — kyselina chlorna

H,0 - voda

H,0 ,— peroxid vodiku

HO," - hydroperoxyl

LDL — low density lipoprotein

LDF — Laser Doppler pritokomér

MDA — malondialdehyd HOC-CH,-COH
NADP" - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NADPH — redukovana forma NADP”
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NADPH oxiddza — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oxidaza
NO - nitrosyl

NO’ - oxid dusnaty (nitric oxide)

NO;’ - oxid dusiéity

O, — kyslik

O’ - superoxid

10, — singletovy kyslik

O3 — 0z0n

OH’ - hydroxylovy radikal

OH’ - hydroxid

OONO'" - peroxynitrit

p* - proton

P.U. — perfiizni jednotka (perfusion unit)

RNA — ribonukleova kyselina

RNS — reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
RO’ - alkoxyl

ROQ’ - peroxyl

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
SOD - superoxiddismutéaza

VR —voIné radikaly

XO - xanthinoxidaza
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1 UVOD

V poslednich letech se véda zabyva zkoumanim reaktivnich forem kysliku,
respektive zkoumanim volnych radikald. Radikéaly se v krvi vyskytovaly od praddvna,
ale jen vtakovém mnozstvi, ze je pfirozené regulatni mechanismy dokazaly
neutralizovat. Bylo zjisténo, ze ROS putisobi na organismus nejen pozitivné, ale i
negativné.

Piivodni teorie byla, ze ROS jsou soucasti chemickych reakei do té doby, nez se
zjistila nebezpecnost kysliku vic¢i nékterym organismiim. PfiSlo se na to, ze kyslik ma
univerzalni vlastnosti a je se schopen oxidovat a redukovat na rizné formy dalSich
latek.

Pted 40 lety byl objeven enzym, ktery v organismu katalyzuje pfeménu superoxidu.
Po objeveni superoxiddismutazy probihala fada nejriiznéjSich praci na zdklad¢ objevl a
ucinkli enzymu.

Casem byly objeveny riizné antioxidanty. Antioxidanty jsou latky ptisobici pravé
proti volnym radikalim. V soucasné dob€ se zkoumaji rizné mozZnosti, jak odstranit
negativni vlivy radikal formou nejriznéjSich antioxidantli, n€kterych vitamint, atd.
Jinymi slovy, fada reaktivnich slouc¢enin kysliku ma vyznam ve fyziologii a patogenezi.

Zajem o problematiku ROS se zvySoval, kdyz bylo prokazano, ze dokazou
poskozovat proteiny, lipidy a nukleové kyseliny, tedy poSkozeni DNA a genetické
informace.

Cilem teoretické Casti této diplomové prace je sezndmeni s problematikou ROS —
definovat ROS, popsat zastupce, cesty vzniku, fyziologické a patologické uCinky na
organismus, definovat antioxidacni systém. Dale se teoreticka Cast zabyva latkou

FeTTPS, jejiz uCinky jsou zkoumany v experimentalni ¢asti.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Cojsou to ROS

Kyslikové radikaly jsou modifikované molekuly a slouceniny kysliku, které se
podileji na vzniku a rozvoji riiznych chorob i fyziologického starnuti organismu.
Dtlezitou ulohu hraji téz pfi zanétu. Jedna se o molekuly, atomy nebo iony s jednim
nebo s vice neparovymi elektrony ve valenéni sféfe, které jsou schopny kratkodobé
existence. Maji vysokou chemickou reaktivitu a iniciuji fetézové reakce, kdy jeden
radikal vytvari radikaly dalsi [31].

Pti reakci mize radikal predat sviij neparovy (tzv. redukujici radikal) nebo ptijmout
elektron (tzv. oxidujici radikal) nebo se sloucit s neradikalem. At probéhne kterdkoliv
Z téchto reakci, neradikal se stane radikdlem. Naopak setkaji-li se dva radikaly
navzajem, mohou zkombinovat své dva neparové elektrony a vytvofii stabilni kovalentni
vazbu [31].

Molekula kysliku sice obsahuje dva neparové elektrony, protoze vSak maji oba

shodny spin, je stabilni a neptisobi hyperaktivné [31].

2.2 Co patii mezi ROS

Mezi reaktivni formy kysliku patii volné radikaly vytvofené z molekuly kysliku,
které obsahuji neparovy elektron. Dale mezi ROS tfadime slouceniny kysliku, které sice

nemaji charakter radikald, ale ty z nich mohou vznikat [28].

A) Volné radikaly:
= Superoxid — O,
= Hydroxylovy radikal — HO'
= Peroxyl - ROO’
= Alkoxyl - RO’
= Hydroperoxyl — HO;
B) Latky, které nejsou volnymi radikaly:
»  Peroxid vodiku — H,0,
= Kyselina chlornd — HCIO
= Ozon-03
«  Singletovy kyslik — 'O,
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2.2.1 Superoxid

Jednoelektronovou redukci kysliku se vytvari superoxid, pro ktery se bézné
pouzivaji synonymni ndzvy superoxidovy anion (nese jeden zaporny naboj) nebo
superoxidovy radikal (ma téz jeden neparovy elektron). Superoxid se miize protonizovat
na hydroperoxylovy radikal. Jinou moznosti pro superoxid je ptijeti dal§iho elektronu a
dvou protontl za vytvofeni peroxidu vodiku. V pritomnosti dalSiho elektronu a protonu
se rozpadne na vodu a na hydroxylovy radikal. Excitaci elektronti v molekule kysliku
spojenou se zménou spinu jednoho z vnéjSich elektronli vznika velmi reaktivni forma

oznacovana jako singletovy kyslik [28].

| |
] L ]
[ ] » .
L J L -
e ® L
Obrdazek 1 Lewisowa elektronova konfigurace superoxidu. Sest valencnich elektronii kysliku je vyznaceno

Cernou barvou, jeden elektronovy par je mezi nimi sdilen; jeden neparovy elektron, ktery celé latce dava
zaporny ndboj, je vyznacen cervené [52].

Vznik superoxidu: O, + € — O;”

Protonizace superoxidu na hydroperoxylovy radikal: O, + p*(H") — HO;

Vytvoteni peroxidu:
O +e + 2p+ (2H+) — Hy0;
H,0, + & + 2p"(2H") — H' + OH (H,0) +OH’

Zvlastnosti superoxidu (podobné i peroxidu vodiku) je schopnost dismutovat, t;.
vykazovat jak oxidac¢ni, tak reduk¢ni vlastnosti pii vzajemné reakci [28]:

02.- + 02.- + 2H" — H,O, + Oy

Tato reakce probihd 1 spontanné, v organismu je urychlovdna enzymem
superoxiddismutasou. Peroxid vodiku pak muze spolu se superoxidem v pfitomnosti
jontt Fe?* nebo Cu?* vytvatet uz zminény hydroxylovy radikal, vysoce reaktivni formu
vytvafejici napft. lipoperoxidy. Klasickd Haberova-Weissova reakce, kde katalyzatorem
je Fe*" | vypada takto [28]:

0;" + H,0; —» O; + OH + OH
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2.2.2 Peroxid vodiku
Peroxid vodiku je relativné stabilni, pronikd v télnich tekutindch i na zna¢nou
vzdalenost.V pfitomnosti dvoumocného Zzeleza vytvaii vysoce toxicky hydroxylovy
radikal (Fentonova reakce) [37]:
H,0, + Fe** — HO" + OH +Fe®

H H
o—d

Obrdzek 2 Peroxid vodiku [40].

2.2.3 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikdl je velmi silné oxidacni ¢inidlo schopné oxidovat baze
vV nukleovych kyselinach, aminokyseliny, cukry 1 nenasycené mastné kyseliny
Vv lipidech. Trojmocné Zelezo vznikajici pfi reakci mize byt redukovano superoxidem,
¢imz se kruh pro dal$i pribéh uzavira. Hydroxylovy radikal reaguje s celou fadou
biologickych struktur (sacharidy, aminokyseliny, fosfolipidy, nukleotidy a organické
kyseliny), kdy jim odnima vodik — dusledkem je oxida¢ni poskozeni [37].

Ptikladem odnéti vodiku je reakce hydroxylového radikdlu s lecitinem (vyznamny
membranovy fosfolipid). Touto reakci vznikd lipidovy radikal, ktery spousti dalsi
radikalové reakce S vyslednym poskozenim membran [37].

Tento kyslikovy radikal je také schopen adi¢ni reakce s aromatickymi kruhy
purinovych a pyrimidinovych zasad, jez jsou sou¢asti DNA a RNA [37].

Vsechny vyse uvedené latky poskozuji biomolekuly tim, Ze jim odejmou elektron,
biomolekula pak v tomto misté rychle podléha peroxidaci (oxidaci) a stava se sama
volnym radikalem. Toto poSkozeni biomolekul pokracuje tak dlouho, dokud se
nepotkaji dva volné radikaly nebo oxidace neni zastavena antioxida¢ni latkou
(,,scavengerem® volnych radikala). Je vSak tieba uvést, ze 1 metabolity volnych radikala
mohou byt nebezpecné [31].

Typické bunécéné komponenty, které jsou poskozovany:
- Lipidy
- Proteiny
- Nukleové kyseliny (DNA) [31]

17



2.3 Vznik ROS

- Oxidace: ztrata elektronu

- Redukce: ziskani elektronu

- Homolytické Stépeni kovalentni vazby: nutno dodat velké
mnozstvi energie

- Vznik radikali maze byt iniciaci radikalové reakce, reakce se pak
propaguje do okoli az dokud nenarazi na dalsi radikal — terminace

- Vznik pusobenim ionizujiciho zafeni nebo ostatnimi fyzikalnimi
a chemickymi mechanismy

- Vznik fyziologicky nebo patologicky pfi metabolickych
procesech

V organismu vznikaji reaktivni formy kysliku dvéma zplisoby — pfi neenzymovych

a enzymovych reakcich.

BILE KRVINKY

RADIOAKTIVNI ZARENI

, : o=
POSKOZENI
DNA @

ZNECISTENE
OVZDUSI
OH’
o, /
~
‘ol
e

UV ZARENI

KOURENI

METABOLISMUS

Obrazek 3 Vznik ROS enzymovou a neenzymovou cestou [45].
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2.3.1 Neenzymové reakce

Neenzymovou cestou vznikaji ROS predevsim ucinkem vysokoenergetického
zareni (radiolyzou). Ptijata energie zafeni rozstépi kovalentni vazbu v molekule vody ve
tkanich za vzniku hydrogenového radikalu (H") a hydroxylového radikalu (OH") [31].

Nemald mnozstvi volnych radikalt kysliku vznikaji v ovzdus$i ve smogu a z
vyfukovych plynd, nebo z cigaretového koufe (jedna vykoufend cigareta se rovna 107
volnych radikalt. I takto vzniklé ROS jsou pro zivot vyznamné, i kdyz v negativnim

smyslu [28].

2.3.2 Enzymové reakce

K enzymovym reakcim patii oxidoredukéni pochody v mitochondriich (dychaci
fetézec), redoxni reakce katecholamini, hydrochinonti, hemoglobinu, xanthinu, reakce
pti syntéze leukotrientl, prostaglandinli a dal$i. Vznikaji 1 pfi biotransformaci nékterych
toxickych latek jako je tertrachlormetan [31].

Nejbohat$im zdrojem ROS je dychaci fetézec v mitochondriich, kde vzniké nejprve
singletovy kyslik a nasledné peroxid vodiku. Superoxid vznikd v dasledku redukce
jednim elektronem. Vznikly superoxid je déle transformovéan na stabiln€j$i peroxid
vodiku pomoci enzymu superoxiddismutazy [56].

V dychacim fetézci probiha zdkladni Ctyfelektronova redukce molekularniho
kysliku na 2 molekuly vody:

- Pfijeti 1. elektronu: O, + & — Oy”

- Pfijeti 2. elektronu: O, + ¢ — Hy0;

- Pfijeti 3. elektronu: H,O, + € — H,O + HO’

- Piijeti 4. elektronu: HO™ + ¢ — H,0

- Tato reakce probiha v aktivnim centru cytochromdiazy

v mitochondriich

DalSim zdrojem je oxida¢ni vzplanuti. Je to d&j, pfi kterém fygocytujici bunky
likviduji cizorodé ¢astice. Efekt reaktivnich forem kysliku je zde velmi Zadouci [28].

Mezi extramitochondrialni buné¢né zdroje ROS patii endoplazmatické retikulum.
Hladké endoplazmatické retikulum obsahuje izoenzymy cytochromu P-450. Tyto
izoenzymy jsou schopny redukovat molekularni kyslik na superoxid a peroxid vodiku
[56].
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Existuji téz enzymy, které produkuji superoxid jako vedlejsi produkt. Je to
xanthinoxidaza (XO), ta se vytvori z xanthindehydrogenasy pii nedostatku kysliku
v tkanich (pfi hypoxii vzniklé hypoperfuzi, tj. pii tkanové ischemii - napt. akutni
infarkt myokardu. Tato konverze se déje ic¢inkem proteolytickych enzymt. Po obnoveni
dodavky kysliku (rychlé reperfuze) dostane xanthinoxiddza potfebny material (kyslik) a
oxiduje hypoxanthin na xanthin za vzniku superoxidovych iontii, které poskozuji tkan

(reperfuzni paradox) [31]:

Hypoxanthin + H,O + 20, — xanthin + 20,” + 2H"

Tvorba ROS uc¢inkem xanthioxidazy je hlavni pti¢inou reperfizniho poskozeni
myokardu (vedouciho k rozsifeni ischemického loziska a ke vzniku nejriznéjsich

arytmii), mozku, ledvin a dal$ich organt a tkani [31].

2.4 Fyziologické ucinky ROS

2.4.1 Fagocytéza

Volné kyslikové radikaly iniciuji Cetné biochemické reakce a ovliviiuji jejich
rychlost a smér. Jejich fyziologicka uloha spociva predevsim v mikrobicidnim ucinku
na fagocytované mikroby [30]. Fagocytoza je proces, pii kterém dochazi k odstranéni
zbytkli mrtvych bunék nebo pohlceni a usmrceni bakterii. Faze fagocytézy, kde dojde
ke tvorbé reaktivnich sloucenin kysliku, se nazyva oxidacni vzplanuti. Mezi enzymy
podilejici se na vzniku kyslikovych radikali pfi oxidacnim vzplanuti patii NADPH —
oxidaza a myeloperoxidaza [56].

Nejprve vznika superoxid a¢inkem granulocytarni NADPH — oxidazy:

20, + NADPH — O, + NADP" + H’

Dismutaci superoxidu vznikne peroxid vodiku a ten nasledné oxiduje chloridové
anionty na kyselinu chlornou:
0" + O + 2H" — H,0, + O
H.O, + CI' — HCIO + OH"
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Kyselina chlorna ma silné oxidacni vlastnosti, vyuziva se k ,.zabijeni“ bakterii.
Stipek a kol. (2002) uvadi, ze miize byt dalsim zdrojem HO" po reakci se superoxidem
[45].

HCIO + O,” — HO" CI' + O;

2.4.2 Signalni molekuly

ROS se mohou chovat jako signalni molekuly. Signalni molekuly jsou schopné
pfenaSet signdl z bunky do bunky za ucelem pfijimani novych informaci mezi
sebou. Ovliviiuji tim aktivitu enzymt a dalsi pochody v bunice. Nejdiiv dochazi k
piijeti informaci do bunck z okolniho prostfedi v podobé primarnich posli. Mezi
primarni posly patii neurotransmitery, hormony, cytokiny a dal§i. Pomoci
specialnich enzymu zvanych bunééné transdukéni cesty se pak informace dostane k

cili a k pochodim bunky [56].

2.5 Patologické ucinky ROS

Volné kyslikové radikaly, kromé vySe uvedené nezastupitelné fyziologické ulohy,
maji ucinek Skodlivy — mohou pisobit proti vlastnim tkédnim tim, Ze poskozuji
nejrazngjsi struktury na subcelularni i celularni arovni. Disledkem je cela fada poruch v

organismu [31].

2.5.1 Oxida¢ni poskozeni lipida — lipoperoxidace

Lipidy jsou poskozovany v procesu lipoperoxidace. Je to proces, pii kterém jsou
polynenasycené mastné kyseliny lipid poSkozovany plsobenim volnych radikalt a
kysliku za vzniku hydroperoxidu [45].

Takové zmény nejintenzivnéji vyvolavaji hydroperoxylovy a hydroxylovy radikal,
méné superoxid. Nejcitlivéj$§im teréem je fosfolipidova dvojvrstva vSech biologickych
membran (hlavné vendotelu cév) a vnich predevS§im mista dvojnych vazeb
nenasycenych mastnych kyselin, a to kyseliny linolové a linolenové. Membrany
postizené lipoperoxidaci vykazuji zménu permeability, a tim se zdsadné ovlivni
bunéény metabolismus a dojde k poruSeni homeostazy bunky [28].

Vedlej$im produktem této reakce je malondialdehyd HOC-CH,-COH. Jeho

stanoveni slouzi jako mira velikosti lipoperoxidace. UZ vzniklé peroxidy se likviduji
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predevsim glutathionperoxidasou. Viditelnym projevem oxida¢niho poskozeni je také
vytvareni pigmentt na stafeckych skvrnach [28].

Jak jiz bylo vySe uvedeno, lipoperoxidy ptimo poskozuji endotel cév. Déle zvysuji
ptijem oxidovanych LDL castic bunikami endotelu, hladké svaloviny cév i makrofagi
(acetyl — LDL receptory), blokuji syntézu prostacyklinu v cévni sténé, zvySuji

agreabilitu trombocytt a maji fadu dalSich proaterogennich uéinku [31].

R, R,
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RH
R, A R,
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2.5.2 Oxida¢ni poskozeni bilkovin a enzymii

Predev§im jde o napadani SH — skupin, které v enzymech, ale stejné
vV hemoglobinu, poskozuje jejich metabolické funkce. Do téze kategorie Skod patii
oxida¢ni modifikace bilkovin pojiva — kolagenu a elastinu. ZvySuje se u nich stupen
pricného zesitovani. Dusledkem oxidace je také urychlena syntéza methemoglobinu

[28].

2.5.3 Poskozeni DNA

Volné radikaly, predevsim hydroxylovy radikal, mohou vyrazné¢ zménit strukturu
DNA a RNA. Ukazuje se, ze reakci hydroxylového radikalu s DNA vznikaji rizné
produkty se zmeénénou strukturou a porusenymi vazbami. Tim dochazi ke Stépeni
fetézce DNA a modifikaci bazi. Vysledkem je naptiklad mutace zplsobena Spatnym
potadim parovani bazi. Jedna se naptiklad o zdménu pari AT za GC a naopak [56].

Z makromolekul mohou byt dale poSkozeny polysacharidy a glykosaminoglykany.
Ale téz latky nizkomolekularni, jako jsou polyfenoly, katecholaminy, thioly, tokoferol a
askorbat (ob¢ posledné jmenované latky jsou ,,sebevrazi®, jez se vystavuji oxidaci a tim
chrani bunécné struktury). Substratem reaktivnich forem kysliku je také cholesterol

[28].

2.5.4 Apoptoza

Reaktivni slou¢eniny mohou vést k bunééné smrti, ktera probiha dvéma zptisoby:
Nekroza a apoptdza. K apoptoze neboli programové bunééné smrti dochazi v disledku
aktivace sebevrazednych mechanismi buiikky. ROS indukuji apoptézu v raznych
bunéénych systémech, napf. progresivni ztrata T-lymfocyti u infekce virem

imunodeficience (AIDS) nebo reperfiuzni poskozeni myokardu u ischemie [45].

2.5.5 Starnuti — volné radikalova teorie starnuti

Zvice nez 300 teorii multifaktoridlntho procesu starnuti patfi tato teorie
K nejdulezitéjsim. Ve stafi klesa antioxidacni obrana, zvySuje se poskozovani lipidd,
proteinli, DNA aj. Soucasné klesa i schopnost opravy poSkozenych biomolekul a
zrychluje se zkracovani telomért. Intracelularné stoupaji vapnik, modifikované LDL,
produkty lipoperoxidace, aldehydy, homocystein, ferritin aj. Zvlasté nebezpecné muiize
ucinkovat peroxid vodiku. To vSe je pfi¢inou mnoha onemocnéni, mnohé z nich se

projevi az ve stari. Starnuti podobné jako oxidacni stres, zanéty, infekce a
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hyperglykémie plsobi endotelidlni dysfunkci. Redukovany glutathion je obsazen ve
vys$ich koncentracich v kvasnicich a kromé antioxida¢ni aktivity vaze t¢zké kovy, ma
antiapoptotickou schopnost a detoxikuje napi. formaldehyd. Chrani tedy bunky pied
starnutim. Dlouhovéci lidé maji vysoké aktivity superoxiddismutazy a hladiny vitaminu
E [18].

O
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Obrazek 5 Radikalové poskozeni bunék [45].

2.5.6 Reperfuzni poskozeni

Bylo prokazano, Ze pti obnoveni dodavky kysliku do ischemické tkdné (reperfuze)
dojde paradoxné k poskozeni tkan¢ (reperfuzni paradox). Pti vykladu tohoto fenoménu
nutno vyjit z patochemie zanétlivé reakce a z aktivace retikuloendotelu pti ni. Zakladem
je pravdépodobné pifeména xanthindehydrogendzy na xanthinoxiddzu pii ischemii
endotelu pfislusné tkané. Xanthinoxiddza (na rozdil od xanthindehydrogenazy)
katalyzuje za ptitomnosti molekulového kysliku vznik volnych kyslikovych radikala
(pti oxidaci xypoxanthinu na kyselinu moc¢ovou) [31].

Vzhledem ktomu, Ze endotelové bunky obsahuji podstatné vice

xanthindehydrogendzy neZ bunky tkanové, volné kyslikové radikaly se v endotelové
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buiice dostavaji téZ do cirkulace mikrokapilarni sité, kde ihned aktivuji pfitomné
neutrofily, které se prostfednictvim adhezivnich molekul navdzou pomoci piislusné
ligandy na tkanovou buiiku. Z takto navdzaného a aktivovaného leukocytu se uvolni
dalsi volné kyslikové radikaly (oxidanty) a proteinazy, které zptsobi poskozeni
reperfundované tkané [31].

Predpoklada se, ze tento mechanismus predstavuje aktivaci retikuloendotelového
systému, ktera vede kzachyceni a wusmrceni -cirkulujicich mikroorganismt
v mikrokapilarni siti jako obrana vii¢i pronikani infekce do tkani. Proteolyticka pfeména
xanthindehydrogendzy na xanthinoxiddzu pusobenim cytokind je transdukénim
signalem a vytvofené superoxidové radikaly piisobi jako druhy poslicek (second
messenger) [31].

U intoxikace alkoholem je mnozstvi kysliku spotiebovavano na oxidaci alkoholu,
takZe dochazi k relativni hypoxii, pozdé&ji pak k reperfizi a zndAmym zdravotnim potizim

(kocovina) [19].

2.6 Ochrana pred ROS — antioxida¢ni systém
Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosféte zptisobeny pied 2,5 miliardami let
fotosyntetickou aktivitou sinic musel zpusobit stres, ktery mohly piezit jen druhy, u
nichz se vyvinuly mechanismy chranici je pied vysoce reaktivnim prvkem (hlavné pred
jeho metabolity). Organismus pouziva tii moznych typt ochrany [57].
a) mechanismy zabranujici tvorb¢é novych radikalt
b) mechanismy odstraiujici jiz vytvoiené radikaly. Tyto
molekuly  byvaji  oznaCovany  jako  scavengers
(vychytavace), které volny radikal zachyti a preméni na
neradikélovou formu. Dale trapers (lapace), které zachyti
volny radikdl a pfeméni na stabilni formu. Posledni
quenchers (zhaSece), které molekulu zachyti a zhasi
reaktivitu.
€) na antioxida¢ni ochrané se podili téZ obecné repara¢ni
mechanismy poSkozenych molekul. Do této skupiny patii
ochranné  mechanismy, které odstrani molekuly

poskozené radikaly [56].
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Protoze volné radikdly odebiraji molekuldm elektron, a plisobi tedy oxidacné,
vsechny latky, které jejich puisobeni brani, jsou ozna¢ovany jako antioxidanty [42].

Pro zamezeni negativniho ptisobeni ROS je dulezité, aby byl vici nim vyvinut
obranny imunitni mechanismus. Jeho soucasti je antioxida¢ni systém, ktery se miize
rozdélit do dvou skupin na zékladé konkrétnich funkei antioxidantii, na enzymatické a

neenzymatické antioxida¢ni systémy [45].

Antioxidaéni systém

Enzymaticky Neenzymaticky
superoxiddismutaza transferin bilirubin
glutathionperoxidaza feritin selen
glutathiontransferaza ceruloplazmin glutathion
katalaza vitamin C, E, A kyselina lipoova

alfa tokoferol kyselina moc¢ova
koenzym Q flavonoidy
karotenoidy

Tabulka 1 Piehled a rozdéleni antioxidacniho systému [45].

2.6.1 Enzymové antioxidaéni systémy
Mezi enzymy podilejici se na antioxidacni ochrané organismu patfi:

superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza, glutathiontransferaza a katalaza [56].

2.6.1.1 Superoxiddismutaza

Superoxiddismutdza se nachazi v kazdé bunce lidského organismu. Enzym je
fylogeneticky stejné stary jako problém piemény redukéni atmosféry zemé na oxidacni
[51]. Katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku, ktery je nasledné odstranovan
katalazou nebo peroxidazou [56].

20, + 2H" — H,05 + Oy

Je samoziejmé, Ze 1 vznikly peroxid vodiku musi byt u€inné odstranovan. Zde se
uplatiuji navazujici reakce katalyzované katalazou a peroxidazami [42].

Podle ptitomnosti kofaktoru délime SOD do nékolika skupin. Kofaktorem je
pokazdé atom kovu [44].
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SOD Vyskyt u organismi Subbunééna lokalizace u
¢lovéka
Cu, Zn-SOD téméf vSichni aerobni cytosol, jadro, snad

eukaryoti, n¢které bakterie

peroxizomy

Mn-SOD mnohé bakterie, vétSina mitochondrie, nékdy téz v
aerobnich eukaryotl cytosolu
Fe-SOD mnohé bakterie, nékteré u ¢lovéka neni piitomna

vyssi rostliny

~Tabulka 2 Klasifikace superoxiddismutazy [29].

2.6.1.1.1 Cu, Zn-SO0OD (SOD1)

Je stabilni enzym nachdzejici se v cytosolu a mezimembranovém prostoru
mitochondrii [9]. Pienos elektronu z jedné molekuly superoxidu na druhou obstarava
atom meédi. Cu(Il) se redukuje na Cu(l) a pak zase oxiduje. Zn(II) ma stabilizacni

funkci, katalyzy se netcastni. Gen pro tuto SOD se nachazi na 21. chromozomu [57].

20, +2H"— H,0, + O,

Enzym-Cu™ + O,” — Enzym-Cu* + O,

Enzym-Cu** + O,” — Enzym-Cu®* + H,0,

~Tabulka 3 Reakce superoxiddismutdzy [29].

2.6.1.1.2 Mn-SOD (SOD2) a Fe-SOD

Patii mezi vyvojové a strukturné¢ do druhé rodiny superoxiddismutaz. Ob¢ se
vyskytuji u prokaryot. Mn-SOD je enzymem mitochondrialni matrix. Prokaryotické Fe-
SOD nebyla nalezena v zivo¢isnych burikach. Nejsou tak stabilni jako Cu,Zn-SOD [57].

Strukturni pfibuznost Mn-SOD a Fe-SOD a odlisnost fylogeneticky mladsi Cu,Zn-
SOD je jednim z dokladi symbiotického plivodu mitochondrii v eukaryotické bunice

[57].

Chybéni aktivity SOD ma pro postizeny organismus zadvazné nasledky. To svéd¢i o
vyznamu tohoto enzymu. U ¢&loveéka vede deficit Cu, Zn-SOD k tézkému postizeni
motorickych neuronlt v mozkové kife a miSe. Onemocnéni se d&€di autosomalné
dominantné a je znamo pod nazvem amyotroficka lateralni sklerdza [42].

Snizena aktivita SOD u né€kterych onemocnéni miize nasledkem nedostate¢ného

odstrafiovani superoxidu poskozovat organismus plisobenim ROS. Niz§i aktivita SOD
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byla popsana u hemodialyzovanych nemocnych. Pokles aktivity tohoto enzymu ve stafi
je soucasti celkového oslabeni antioxida¢ni ochrany [42].

Zvysend aktivita Cu,Zn-SOD ve tkanich doprovazi ¢etna onemocnéni z volnych
radikali. Zvysena tvorba superoxidu stimuluje syntézu enzymu. Tak je tomu napiiklad
u nemocnych se sklerotickym postizenim cév, revmatoidni artritidou, Alzheimerovou
chorobou, u diabetikti, nemocnych s hyperlipoproteinnémii aj. Mn-SOD stoupa v séru
pacientii po infarktu myokardu. Jeji zvySeni v séru alkoholikli svéd¢i o oxida¢nim stresu
u téchto osob [41].

Gen fidici tvorbu Cu,Zn-SOD se nachazi na 21. chromozomu. Potvrdil se
predpoklad, Ze u nemocnych s trisomii 21. chromozomu (Downlv syndrom) bude
aktivita SOD v erytrocytech asi o 50% vyS$i nez u zdravych osob. Analogicky se
polovi¢ni aktivita enzymu nachédzi u déti s monosomii 21.chromozomu. onemocnéni je

doprovazeno poruchami vyvoje skeletu a srde¢nimi vadami [42].

2.6.1.2 Glutathionperoxidazy

Jak bylo uvedeno vyse, superoxidu se organismus zbavuje dismutaci na peroxid
vodiku v reakci katalyzované superoxiddismutazou. Peroxid vodiku je vSak sam toxicky
a muze jakozto relativné stabilni a pfitom elektroneutrdlni latka volné difundovat
bunéénymi membranami do rtiznych kompartmentti. Reakci se superoxidem (Haber —
Weissova reakce) nebo s atomem prechodného kovu (Fe, Cu, Ni, Cd, Ti aj. — Fentonova
organismu je zbavit se piebytku peroxidu vodiku [43].

K tomuto ucelu se vyvinuly dva systémy:
» katalaza, ktera Stépi peroxid vodiku na vodu a kyslik
* peroxidazy, které rovnéz redukuji peroxid vodiku, soucasné se vSak oxiduji na jiny
substrat [42].

Glutathionperoxidaza je enzym, ktery katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu.
Soucasné dochazi k oxidaci cysteinu obsazeného v glutathionu (GSH).

H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

Aby dochazelo k plynulému odstrafiovani peroxidu vodiku, musi byt pfitomna
glutathionreduktaza, ktera redukuje glutathion zpé do redukované formy pomoci
koenzymu NADPH [56].

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP+
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2.6.1.3  Glutathiontransferazy

Celé rodina cytosolovych enzymti zvanych glutathiontransferazy (GST) katalyzuje
konjugacni reakci, pii které je sulfhydrylovd skupina GSH navazana na elektrofilni
organickou latku. Timto zplisobem jsou detoxikovany nékteré latky télu cizi
(xenobiotika). 'V poslednich letech se ukazalo, ze GST jsou vyznamnou ochranou pied
nasledky peroxidace lipidi. Jejich substratem je 4-hydroxynonenal, ktery je konjugaci
S GSH inaktivovan a vyloucen z téla. GSH je tedy spotifebovavan nejen pti ochrannych

redukénich reakcich, ale téz pii odstranovani produktii peroxidace [57].

2.6.1.4  Katalaza
Katalaza je enzym, ktery §té€pi peroxid vodiku na vodik a vodu. Jejim hlavnim
vyznamem je ochrana organismu pied vétSi koncentraci peroxidu vodiku. Nejvetsi
aktivita v lidském téle se nachazi v mitochondriich, peroxisomech hepatocytu a
V cytoplazmé erytrocyti [57].
2H,0, —- H,O + O,

2.6.1.5  Souhra antioxida¢nich enzymu

Cinnost antioxidagnich enzymi je navzajem propojena. SOD sice odstraiiuje
nejCast¢jsi volny radikal, superoxid, preménuje ho vSak na peroxid vodiku. Ten snadno
difunduje membrédnami a ma relativné¢ dlouhy biologicky polocas, mize tedy sam
zpusobit oxidacni poSkozeni bun¢k. Navic plsobenim piechodnych kovil, nejcastéji
Fe?* a Cu®, miZe byt peroxid vodiku v tzv. Fentonové reakci pfem&nén na vysoce
reaktivni hydroxylovy radikal, k odstranéni peroxidu vodiku slouzi dalS$i enzymy,
piedevsim katalaza a GSHPx [42].

Zvlasté neptizniva je kombinace snizené aktivity GSHPX a zvysené aktivity SOD,
kdy je nedostatecné odstraniovan peroxid vodiku, ktery vznika ve zvySené mife a mize
poskodit buniky. Tento stav byl pozorovan napiiklad u dialyzovanych diabetikli a u
kufakli. Ani u nemocnych s Downovym syndromem neni zvySeni aktivity SOD
provazeno zvySenim aktivity navazujicich antioxidacnich systémi a projevi se
nepfizniveé [42].

Fentonove reakci brani i skutecnost, Ze pfechodné kovy se v organismu nenachdzeji
ve volné form¢, ale vazané na bilkoviny, které se tak rovnéz fadi k antioxidantim [42].

Dtlezitd je nejen souhra antioxidacnich systémi navzajem, ale 1 jejich

neoddélitelny vztah k neenzymovym intracelularnim antioxidantim. K normalni funkci
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GSHPx je tieba dostatek redukovaného glutathionu, déle aktivita glutathionreduktazy a
ptitomnost redukované formy NADPH. Nedostatek glutathionu i NADPH byva napt. u

diabetiktl, coz je jedna z pticin oxida¢niho stresu u téchto nemocnych [42].

H,O + 1/2 O,

catalase

SOoD + Fe?"
Oy~ *OH/| + Fe®* + OH™
Fenton’s reaction
NADPH + H' 2 GSH
GR
NADP" GSSG

2 H,O

Obrazek 6 Enzymové antioxidacni systémy [39].

2.6.2 Neenzymové antioxidac¢ni systémy

Hraje podobnou roli jako enzymaticky oxida¢ni systém. Eliminuje volné ROS
jejich pfeménou na méné toxické produkty. Do neenzymatické skupiny antioxida¢niho
systtmu mitzeme zaclenit vysokomolekuldarni a nizkomolekularni endogenni
antioxidanty. Mezi hlavni pfedstavitele vysokomolekularnich antioxidantl patii
transferin, feritin, ceruloplazmin, albumin. Glutathion, §kala vitaminu (vitamin A, C a
E), flavonoidy, karotenoidy, koenzym Q, melatonin a dalsi latky jsou soucasti
nizkomolekuldrnich endogennich antioxidantti. Kromé dalSich latek maji vyznamné

zastoupeni i stopové mineraly (Fe, Cu, Zn, Se) [45].

2.6.21  Transferin, feritin

Transferin je plazmaticka bilkovina, kterd vaze a pfenasi Zelezo z mist absorpce do
mist potfeby. Navazdnim Zeleza zabranuje transferin vstupu Zeleza do Fentonovy reakce
a vzniku ROS [56].

Feritin je protein, ktery uklada Zelezo. Vyskytuje se v tkanich a mala ¢ast v krvi.
V mediciné je velmi prosp&$ny pii urcovani obsahu Zeleza v organismu a je velkym

ptinosem pro diferencialni diagnostiku anémii [45].
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2.6.2.2  Ceruplazmin, albumin

Ceruloplazmin je protein obsahujici méd’. Je schopen oxidovat dvojmocné Zelezo
na trojmocné, a tim uvolnovat zelezo z bungk, které je predano transferinu [56].

Albumin je protein, ktery je schopen vazat fadu latek, mezi jinymi ionty kovu. Vaze

Cu® jont, ktery reaguje s peroxidem vodiku a brani tak u&inkim ROS [56].

2.6.2.3 Vitamin C (kyselina askorbova)

Nejvyznamnéj$im nizkomolekuldrnim redoxnim systémem je kyselina L-askorbova
a jeji oxidované derivaty. Nazvem vitamin C se oznacuje cely reversibilni oxidaéné —
redukéni systém. Askorbat je nutny kofaktor enzymu pii syntéze kolagenu a pfi
pfeméné dopaminu na noradrenalin. Kromé toho je dulezitym redukénim cinidlem.
Redukuje Fe(Ill) na Fe(IT) a Cu(I) na Cu(Il). Umoznuje tak vsttebavani zeleza ze stieva
[29].

Antioxida¢ni u¢inek askorbatu spociva v tom, Ze redukuje anorganické i organické
radikaly, jako O+, HOye, HOe, hydrofilni ROz, NO,e, a reaguje s O, a HCIO.
Askorbat regeneruje tokoferylovy radikal (oxidovand forma vitaminu E) na
redukovanou formu — vitamin E, ¢imZz zabezpeCuje ochranu vitaminu E a lipida
membran pred oxidaci. Pii1 téchto reakcich ztrati elektron a zméni se na
semidehdyroaskorbat neboli askorbylovy radikal, ktery je mnohem méné reaktivni nez
vyjmenované radikdly. Regeneruje se specidlni dehydrogenazou za ucasti NADH zpét
na askorbat nebo dizmutuje na askorbat a dehydroaskorbat. Dehydroaskorbatreduktaza
za ucasti GSH regeneruje dehydroaskorbat na askorbat. AvSak GSH je intracelularni
antioxidant, a tak se pfi oxida¢nim stresu askorbylové radikdly mohou hromadit

Vv extracelularni tekuting a ni¢it biomolekuly [57].

Obrazek 7 Chemicka struktura vitaminu C [62].
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2.6.2.4  Vitamin E (tokoferol)

Pod nazev vitamin E zahrnujeme skupinu osmi izomerd tokoferolu, z nichz
biologicky nejucinnéjsi je a-tokoferol. Vedlej$i izoprenovy fetézec zpusobuje
nerozpustnost vitaminu E ve vodé¢, a tudiz jeho lipofilni charakter. Vitamin E je typicky
membranovy antioxidant, uplatiuje se v antioxida¢ni ochrané lipidi biologickych
membran a lipoproteinovych ¢astic plazmy [42].

Vitamin E pomahd ptedchazet aterosklerdze (zesilenim stén arterii vzhledem
K nanostim tuki a minerald). Krev obsahuje nosiCe pro latky typu cholesterolu a
mastnych kyselin, které jsou oznaovany jako lipoproteiny. Jeden z nich, LDL, zvySuje
riziko arteriosklerdzy, pokud je oxidovan volnymi radikaly. Vitamin E pravdépodobné
snizuje riziko kardiovaskularnich nemoci tim, ze chrani LDL proti oxidaci [4].

Pti peroxidaci lipidi pfeméenuje alkylperoxylové radikaly LOO+ na hydroperoxidy,
se kterymi si poradi GPx. ZneSkodni tak peroxylové radikaly mastnych kyselin diive,
nez mohou atakovat sousedni ,zdravé“ lipidy. Tokoferol se pfitom méni na
tokoferylovy radikal [57].

Tokoferolovy radikal je redukovan ve spolupraci s vitaminem C [45].

Tokoferolovy radikal jen inaktivni forma vitaminu E, tzn. Ze ztraci svou
antioxidacni aktivitu. A protoze molekul vitaminu E je v lipoproteinové c¢astici jen
omezeny pocet, je nesmirn¢ dulezité zajistit zpétnou redukci, tj. vlastné regeneraci
vitaminu E. K tomu slouzi obvykle kyselina askorbova, ktera se méni na askorbylovy
radikal. Protoze vitamin E je lipofilni a kyselina askorbova hydrofilni, probiha tato
reakce na rozhrani dvou fazi — lipidové v bunééné membrané nebo Castici lipoproteinu a

vodné v okolni cytoplazmé ¢i krevni plazmé [42].
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Obrdzek 8 Vitamin E [63].

2.6.2.5 Beta-karoten a jiné karotenoidy
Karotenoidy jsou vyznamnymi lipofilnimi barvivy mnoha druhii ovoce a zeleniny.

Vyskytuji se ve vSech fotosyntetizujicich rostlinnych pletivech, kde jsou ptitomny jako
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fotochemicky aktivni slozky chromoplastt. Jejich pfitomnost v zelenych ¢astech rostlin
byva cCasto maskovana chlorofylem. Sekundarné se karotenoidy vyskytuji také
V potravinach Zivo¢isného ptivodu. Zivo&ichové viak nejsou schopni syntetizovat
karotenoidy, pouze pfeméinuji potravou ziskané rostlinné pigmenty na latky odlisné
struktury nebo je skladuji jako takové [29].

Karotenoidy se svou strukturou fadi mezi terpeny (izoprenové slouceniny). Maji
lipofilni charakter, proto jsou nutné pro jejich vstiebani v tenkém stfevé zlucové
karoten, a-karoten, lykopen, lutein a zeaxantin [42].

Nejrozsitengjsi (v mrkvi zastoupen asi 85% ze vSech karotenoidt) je B-karoten. Je
také nejvetsim zdrojem vitaminu A, ktery z ného §tépenim v organismu vznika. Vitamin
A (retinol) se v sitnici méni na retinal, ktery je dulezity pro vidéni. B-karoten tvofi asi
90% vSech karotenoidu lidské plazmy a jeho koncentrace pfi normalni stravé s obsahem
zeleniny odrazi schopnost tenkého stieva absorbovat lipidy [42].

B-karoten hraje dilezitou ulohu v antioxida¢ni ochrané. Velice ucinné zhasi
singletovy kyslik a je schopen likvidovat 1 volné radikaly. Jesté u€innéjSim karotenidem
je lykopen, obsazeny zejména v rajcatech, zatimco antioxida¢ni schopnosti Vitaminu A
jsou zanedbatelné. B-karoten kromé antioxidacniho uc€inku ptsobi jako inhibitor
lipoxydazy a 3-hydroxy-3-metylglutarykoenzym A reduktazy, klicového enzymu
biosyntézy cholesterolu. Ukazuje se, ze P-karoten pozitivné ovliviiuje mezibunécnou
komunikaci piisobenim na specifické komunikac¢ni kandly. Timto zplsobem mulize
branit karcinogenezi [42].

Na zakladé¢ Cetnych epidemiologickych studii lze pfedpokladat, ze B-karoten mize

mit vyznamnou tlohu v prevenci zhoubnych nadora [42].

Obrdzek 9 Beta-karoten [59].
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2.6.2.6 Ubichinon/ubichinol (koenzym Q)

Ubichinon (koenzym Q, CoQ) je ve skuteCnosti celd rodina benzochinoni, liSicich
se délkou lipofilniho izoprenového fetézce. U savcl je nejrozsifencjSi koenzym Q10
s deseti pétiuhlikovymi izoprenovymi jednotkami [57].

Koenzym Q10 je nezastupitelny v procesu bunééného dychani v tzv. dychacim
fetézci. Pti pfenaseni elektront a vodikovych atomu, ziskanych pfi spalovani zivin, skrz
vnitini membranu mitochondrii, je ziskavana energie pro zivé déje v buiice. Tato
energie se ukladd do molekuly ATP. jako mobilni pfenasecC elektronii mezi dalSimi
soucastmi membrany funguje pravé koenzym Q10. Zvlasté dilezitou roli hraje koenzym
Q10 ve svalovych bunkach, které potfebuji mnoho energie. Naprosto klicovy je pro
srde¢ni svalovinu, ktera ziskava 60 — 80% energie z ATP. Snizeni obsahu koenzymu
Q10 0 5% v myokardu miize vést k poruse funkce srdce. Pti 25% nedostatku koenzymu
Q10 v organizmu je jiz znacn¢ snizena vykonnost i odolnost. Deficit tohoto koenzymu
vyssi nez 75% neni slucitelny se zivotem [61].

Standardni koenzym Q10 se oznacuje jako ubichinon. Ubichinol je aktivni formou
koenzymu Q10, coz znamend, Ze na jeho aktivaci jiz nejsou potiebné dalsi enzymy. Je
oznacovan také jako bioaktivni neoxidovana (redukovana) forma koenzymu Q10 na
rozdil od ubichinonu, ktera je formou oxidovanou [3].

Ubichinol se 1épe vstiebava, protoze se v organismu nemusi pfeméiovat, télo ho
muze rychleji a efektivnéji vyuzit. Coz je dulezité s postupujicim veékem, protoze
schopnost lidského téla preménit koenzym Q10 na G¢innou formu se snizuje s vékem
nebo také v souvislosti se zhorSujicim zdravotnim stavem [3].

Koenzym Q je v piirodé obsazen ve vSem, co dycha, nebot” pro tento proces
zabezpeCuje energii. Rostliny jsou vybaveny schopnosti tento enzym tvofit.
Mikroorganismy, které jej rovnéz potiebuji k zajisténi svych Zivotnich pochodt, jej
ziskavaji z pudy, z rostlin a z ostatnich zivych organismui. Lze shrnout, Ze koenzym Q je
postupné piedavan v celém potravinovém fetézci, na jehoz konci je ¢loveék [61].

Koenzym Q se dostava do bunék urcitych orgéni v daleko vyssi koncentraci nez do
bunék organti jinych. Zavisi to na jejich energetické potiebé. Nejvice se jej tedy dostava
do bungk srdce a jater [61].

Dosud je zndmo 10 rozdilnych forem koenzymu Q, oznacovanych Q1 — 10, které
jsou rozdiln€ zastoupeny v Zivych organismech riizného stupné fylogenetického vyvoje
[61]:

e mikroorganismy — QI — Q6
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e kvasinky — Q6, Q7

e Dbakteric — QS8, Q9, Q10

e rostliny — Q9, Q10

e houby — Q7, Q8, Q9, Q10

e Dbezobratli — Q9, Q10

e obratlovci — Q10

V lidském organismu byl zjistén vyhradné¢ koenzym Q10. Prvnim, kdo Q10
izoloval z lidského srdce, byl dr. Karl Folkers: ,,Vzhledem k riznosti koenzymtu Q
fungujicich u vyvojové nizsich druhi nez je ¢loveék, bylo tieba zjistit, ktery koenzym
potiebuje lidské srdce, aby jej bylo mozno 1éCebné vyuzit.“ Ptestoze lidské buiky
obsahuji vyhradné koenzym Q10, lidsky organismus je schopen vyuZit i ostatni
koenzymy Q piivadéné v potrave: v jatrech jsou postranni fetézce oddéleny od
zékladnich molekul koenzymu a néasledné jsou utvofeny nové molekuly Q10. Zejména u
starSich lidi vSak tento chemicky proces nemusi fungovat. TakZe ti jedinci, ktefi
konzumuji malo masa, mohou trpét nedostatkem koenzym Q10 [61].

Koenzym Q10 je vitamin, pfestoZze se z klasické definice vitaminu jako latky
dalezité pro zivot, jiz musi organismus piijimat v potravé a neni schopen ji sam
syntetizovat, vymyka. AvSak schopnost syntézy Q10 se s vékem sniZzuje a ve stari

zanika [61].

o OH
R R
H;C—D 2e- + 2H+ H;c—O
HyC—0 Hy&—0
CHy CHy
0 OH
ubichinon ubichinol

Obrazek 10 Pirechod ubichinonu na ubichinol prostiednictvim elektronii (probiha jako dva

Jjednoelektronové pochody, meziproduktem je semichinonovy radikdl) [45].
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2.6.2.7  Melatonin

Melatonin, chemicky 5-methoxy-N-acetyltryptamin, je latka télu vlastni. Vyskytuje
se u fady organismil véetn¢ savcl. Jeho hladiny jsou siln¢ zavislé na stfidani svétla a
tmy. Je dulezity pro udrzeni biorytmu (vnitinich hodin) a pravidelnosti spanku. V noci
je hladina melatoninu v krvi vyrazné¢ zvysSena. Melatonin se téZ u savcu podili na
regulaci celoro¢niho rytmu, tedy stfidani obdobi 1éta a zimy [2].

Hlavni misto, kde se tento hormon tvoii je u ¢lovéka epifyza. Aktivita epifyzy je
ovlivnéna hypothalamem, ktery zprostfedkovava informace o tom, kolik denniho svétla
dopadé na sitnici. Denni svétlo a slunecni svit tedy ovliviiuje na$ spanek. Ma rovnéz
velmi vyraznou antioxidac¢ni aktivitu. Z tohoto diivodu je u pracovnikii na nocnich
sménach mozny zvyseny vyskyt rakoviny, protoze tento ochranny efekt je zeslaben. Je
to jeden z nejdulezitéjSich regulator spanku. Se zvySujicim se vékem klesa schopnost
jeho tvorby a to je povazovano za jeden z divodi nespavosti u osob ve vys$Sim véku [2].

Podani melatoninu ve vecernich hodinach mtize zpusobit pfedbeéhnuti biologickych
hodin, podani v pozdnich vecernich hodindich a brzkych rannich hodinach
pravdépodobné zpozdéni hodin. Tohoto ucinku se uziva k rychlé resynchronizaci
vnitfnich hodin s novym vnéj§im Casem pii letech pres Casova pasma. Pravidelné
podavani melatoninu jednou za 24 hodin k ve€eru muze téz synchronizovat volny chod
biologickych hodin savct zijicich ve stalé tmé ¢i slepych lidi s 24 hodinovym dnem.
Melatonin podéavany pred usnutim mtze zkratit dobu usindni a pfipadné snizit
fragmentaci spanku, tj. zlepsit jeho kvalitu [22].

Laboratorni 1 klinicka pozorovani ukazuji, Ze melatonin ma rozsahlé u¢inky na
velké mnozstvi fyziologickych funkci. Ovliviiuje obéh krve, krevni tlak, télesnou
teplotu, metabolismus cukrii, tukl i bilkovin. Ovlivituje produkci pohlavnich hormont,
imunologické reakce organismu, prubéh starnuti, chovani i psychologické reakce. Na
zaklad¢ nekterych laboratornich ndlezli zacal byt melatonin prezentovan ve védeckém i
bulvarnim tisku jako téméf zadzraény hormon ovlivilujici starnuti, nddorovd onemocnéni
a imunitu [50].

Studie, které ukazovaly na to, Ze melatonin mé onkostatické U¢inky vyvolané jak
jeho vlivem na sloZitou ¢innost imunitniho systému, tak jeho pfimou inhibici buné¢ného
déleni, vyvolaly zdjem desitek laboratofi a klinik. Teprve pozdéji se zjistilo, Ze
nejdilezitéj$i je jeho antioxida¢ni plsobeni. Tento hormon je povazovan za

nejucinnéjSiho zametace Skodlivych kyslikovych radikalli. Je schopen stimulovat

antioxida¢ni enzymy a redukovat oxidacni stres [50].
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Obrazek 11 Melatonin [33].

2.6.2.8  Flavonoidy

V dne$ni dobé je znamo asi 4000 flavonoidi puUsobicich jako vyznamné
antioxidanty. Skupina rtiznorodych zastupci ma ve své struktuie nc¢kolik fenolovych
skupin, jenZ zabrafuji peroxidaci lipidi atakuji volné radikély. Podili se na obnové
vitaminu E a C, pusobi protizadnétlive. Také jsou schopné vazat ptechodné kovy a tak
zabraniovat jejich pfeméné na volné radikaly. Mezi flavonoidy patii napt. rutin, ktery je
soucasti léku Ascorutin. Ten je béZné podavan lidem s cévnimi problémy. Vysoky
obsah flavonoidii se nachdzi v ¢erveném vingé, zeleném caji a v borivkach. Pfijmem
flavonoidt docilime odstranéni tukl z krve a tedy snizeni rizika srde¢niho onemocnéni

[45].

2.6.2.9 Kyselina moc¢ova

Kyselina mocova je u Clovéka a primati konecny katabolit purinovych bazi. Jeji
ulohu v organismu vsak jiz delsi dobu nechapeme jen jako cCisté odpadni produkt, ma
totiz vyznamnou ulohu v antioxida¢ni ochrané organismu. Pro jeji vyznam sveédCi i
aktivni tubularni resorpce kyseliny mocové, kterd zajiStuje vstiebani asi 90% mnoZstvi
profiltrovaného v glomerulech [42].

Kyselina mocova vznikd vreakci katalyzované xantinoxiddzou. Tento enzym
katalyzuje preménu hypoxantinu na xantina pak az na kyselinu mocovou. Enzym
existuje i ve form¢ xantidehydrogenazy, pro kterou jako akceptor elektronii slouzi
koenzym NAD®, za urditych okolnosti, napt. pfi v ischemické tkani, se méni na
xantinoxidazu, ktera prenasi elektrony pfimo na kyslik, a mize tak katalyzovat vznik
peroxidu vodiku ¢i superoxidového radikdlu. Tato reakce tedy dava vznik volnym
radikalim, na jejim konci je vSak kyselina mocova, metabolit s vyznamnym

antioxida¢nim uc¢inkem [42].
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Antioxidacni ptisobeni kyseliny mocové spociva v pfimé vazb€ na volné radikaly.
Vznikly uratovy radikal je pak regenerovan piedev§im kyselinou askorbovou.
Dulezit¢jsi je vSak schopnost kyseliny mocové vazat ionty Zeleza ve formé pevného
chelatu. Tim brani produkci nebezpecného hydroxylového radikalu Fentonovou reaket,
vazbou zeleza déle chrani kyselinu askorbovou pied oxidaci. Kyselina mocova chrani
pted oxidaci i a-tokoferol [42].

Kyselina mocova tvoti 35 — 65% antioxidacni kapacity plazmy. Jeji koncentrace
stoupa po intenzivni télesné namaze, v pocatecni fazi diabetu, po kardiochirurgickych
operacich, v centradlni nervové soustavé pii mozkové ischemii, tzn. pii stavech se
zvysenou zatéi volnymi radikaly. Clovék ma vyssi hladinu v krvi nez vétina savci,
kteti ji dale pfeméiuji urikdzou na alantoin. Alantoin vznikd u cloveéka jen ve
stopovych mnozstvich jakozto vyraz neenzymové destrukce kyseliny mocové

pusobenim volnych radikali [42].

N N HN/\———N

j —— | | I

- S
H

HYPOXANTHIN
/ -
NN . N
HN J‘\ /jr—— H
_—> >
H:_ /' N /’\N 6:1\” B /kr,

M -

YANTHIN KYS. MOCOVA
v 0 l-co&
CHapry N-CH 0. NH

KOFEIN ALLANTOIN

Obrazek 12 Kyselina mocova [34].
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2.6.2.10 Kyselina lipoova

K dal$im nizkomolekularnim antioxidantiim se fadi kyselina lipoova, ktera je Siroce
rozSitenym koenzymem obsahujicim sulfidovou skupinu a vyskytuje se
v prokaryotickych 1 eukaryotickych mikroorganismech, u rostlin i zivoCicht.
Antioxidaéni aktivita kyseliny lipoové se projevuje nékolika zplisoby. A to piimou
reakci s volnymi radikaly, vazbou pfechodnych kovii za soucasné tvorby chelatu,
recyklaci jinych antioxidantl (tokoferylovy radikal) a ovlivnénim genové exprese.
Kyselina lipoova reaguje s alkylperoxylovymi radikaly, askorbylovymi radikaly,
tokoferylovymi radikaly a s kyselinou chlornou. Tokoferylovy radikél regeneruje ptimo

nebo pomoci askorbatu [29].
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Obrazek 13 Kyselina lipoova [1].

2.7 Reaktivni formy dusiku

2.7.1 Oxid dusnaty

Piestoze je oxid dusnaty NO™ (nitric oxide) velmi jednoducha molekula, syntezuje se
Vv téla pomérn¢ slozitym enzymovym mechanismem. Teprve v 80. letech byla objevena
a nyni studovana jeho funkce v bunécné signalizaci. Oxid dusnaty a jeho metabolity
jsou za urcitych okolnosti prudce jedovatymi latkami [29].

ProtoZze soucet elektronti dusiku (7 + 8 = 15) je lichy a do orbitala se vejdou
dvojice, oxid dusnaty musi byt radikal. Pfesto NO® pii svych koncentracich in vivo
reaguje velmi pomalu s vétSinou biomolekul véetné kysliku, nebot’ difuze oxidu
dusnatého do krve a jeho inaktivace hemoglobinem je mnohem rychlej$i nez uvazované
reakce. In vivo reaguje dostate¢né rychle jen tranzitnimi kovy a radikaly. Metabolity
NO’ vsak jsou velmi reaktivni [57].

Molekula NO® si ziskala povést vysoce reaktivni a toxické molekuly na zakladé
dvou pozorovani in vitro:

A) Ve vysoké koncentraci oxid dusnaty rychle reaguje s kyslikem na oxid dusicity

(NO2") a posléze na dusitan:
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2NO’ + 0, — 2N02.

B) Dalsi zkusenost iika, Ze NO' ma kratky polo¢as v pokusech s perfuzi organd. Je
pravda, Ze nasyceném vodném roztoku, tedy v koncentraci asi 2 mmol . I, ma
polo¢as krat§i nez 1s. AvSak fyziologické koncentrace NO°, dosaZené
konstitutivnimi syntézami se pohybuji v nmol . I'* a polo¢as oxidu dusnatého
v reakci s kyslikem se prodluzuje s fedénim NO' tak, Ze by se in vivo pohyboval
kolem 70 hodin. Nizka koncentrace oxidu dusnatého in vivo postacuje k jeho
regula¢nim funkcim a pfitom neskodi [29].

Je nutno uvést, ze pies pomérné malou piilezitost k reakci in vivo ma NO" i v nizké
fyziologické koncentraci biologicky poloc¢as pouze nékolik sekund. Pti¢inou vSak neni
interakce s biomolekulami, ale skutecnost, Ze je pohotové a pribézné vychytavan
v erytrocytech. Pohotové totiz reaguje se zelezem oxyhemoglobinu. Vznika
methemoglobin a nitrat a jde o jeden z n&jucinnéjsich zptsobu inaktivace NO™ a o jednu
z podminek jeho regula¢ni funkce in vivo:

Hb-Fe(I1)-O, + NO* — Hb-Fe(I1)-OONO — Hb-Fe(l1l) + NOjg’

Oxid dusnaty se stejn¢ pohotové navazuje na hemové zZelezo enzymu
guanylatcyklazy (GC), coz je podstata stimulace syntézy cGMP, vedouci k relaxaci
hladkého svalstva cév (vazodilataci), a mechanismu dalSich regulaci:

GC-hem-Fe(ll) + NO° — GC-hem-Fe(Il)-NO

In vivo v piitomnosti akceptort elektront (NO2, tranzitnich kovil) se oxid dusnaty
snadno slucuje s fenoly (tyrozinem), thioly (cysteinem, GSH, albuminem) a se
sekundarnimi aminy:

NO" + GSH - RSNO +H" + ¢’

Glutathion (GSH) se snadno metabolizuje na radikal GS® a ten s NO* dava
nitrosothiol (GSNO):
GS" + NO" — GSNO

Reakci se sulthydrylovymi skupinami (-SH) cysteinu, glutathionu, albuminu a
dalsich latek tak oxid dusnaty tvofi o néco stalejsi nitrosothioly (nebolithionitrity), tyto

latky s biologickym polo¢asem kolem 40 minut jsou ziejmé transportni formou NO'.

40



Mohou totiz piedavat nitrosyl NO* jinym molekuldm a tak slouzit jako pienaSece

biologicky aktivniho oxidu dusnatého [57].

2.7.2 Peroxynitrit
Patologicky je nejvyznamnéjsi reakce NO' se superoxidem, kdy vznikd toxicky
peroxynitrit:
NO'+ O,” — OONO’

Fyziologické podminky (pH = 7) nejsou pro vznik peroxynitritu vyhodné vzhledem
k nizké koncentraci NO" a zejména superoxidu, avSak pfi intenzivni syntéze NO"a O,"
(napt. aktivovanymi polymorfonukledry) mtze koncentrace peroxynitritu dosdhnout
vyznamné mikromolekuldrni koncentrace. NO' je jedind biologickd molekula
produkovana v koncentraci  postacujici ke  kompetici o  superoxid se
superoxiddismutdzou. Peroxynitrit je oxidaénim cinidlem. Obecné se soudi, Ze za
fyziologického pH se protonovany peroxynitrit rozkladd na hydroxylovy radikél a oxid
dusicity (také volny radikal):

OONO™ + H* — HOONO — HO' + NO,~

Peroxynitrit (spiSe nez NO°) je in vivo odpovédny za nitraci a hydroxylaci
aminokyseliny  tyrozinu. Pfechodné kovy véetné kovii aktivnich center
superoxiddismutdzy a myeloperoxidazy katalyzuji jeho heterolytické Stépeni na
hydroxidovy a nitroniovy kation, kterému je ptipisovana schopnost napadnout fenolové
slouCeniny a in vivo Vv proteinech ménit napiiklad tyrozin na 3-nitrotyrozin:

HOONO — NO," + OH’

Lze viak namitnout, ze NO;" se rychle slu¢uje s vodou na kyselinu dusicitou a za
fyziologického pH ma pftili§ kratky polocas, nez aby mohl efektivné nitrovat
biomolekuly. Existuje uvaha, Ze katalyzatorem nitrace je oxid uhlicity, ktery rychle
reaguje s peroxynitritem za vzniku oxidujicich a nitrujicich meziproduktt véetné NO,’
a CO;” . Krom¢ toho se tyto radikaly ve vodném prostfedi snadno pfeménuji na

dusitany (NO3), dusi¢nany (NO3’), CO,a H,0, [29].
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2.8 FeTPPs

5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrinato iron (III) neboli FeTTPS patii
spolu s 5,10,15,20-tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)porphyrinato iron (111) neboli FeTMPyP
ke skupiné katalyzatorti rozkladu peroxinitritu (peroxynitrite decomposition catalyst —
PDCs) [60].

PDCs jsou ucinnéjsi nez jiné latky, které redukuji oxid dusnaty a superoxid, a tim i
peroxynitrit. PDCs rozkladaji peroxynitrit na oxid dusnaty a tim snizuji rozklad na
vysoce reaktivni meziprodukty jako je oxid dusiCity a hydroxylovy radikal. Navic
k G¢inku rozkladu peroxynitritu, zmirfiuje PDCs aktivitu superoxiddisutazy [60].

Kromé oxida¢niho w¢inku peroxynitritu se predpoklada, Ze regulaje nékteré
fyziologické funkce. Peroxynitrit je uzndvan jako cytotoxickd latka a pfispiva
Kk patofyziologii mnoha nemoci. ZvySena tvorba volnych radikalli a peroxynitritu byla
prokazana pii poskozeni neuronti po mozkové ischemii. Peroxynitrit snadno pronika
lipidovou dvouvrstvou, coz vede jeji k peroxidaci. Sharma a kol. pozorovali
signifikantni nartist malondialdehydu (markeru peroxidace lipidl) po reperfiizi mozku u
piskomild. Vysledky byly v souladu s jejich pfedchazejicim experimentem, ve kterém
doslo ke stejnému poklesu MDA po globalni mozkové ischemii [46].

Thiyagarajan a kol.ve své studii vroce 2004 prokazali, ze PDCs maji
neuroprotektivni ucinek pii fokalni mozkové ischemii u krys, to vyplyva ze
signifikantniho snizeni edému a neurologického deficitu [60].

FeTTPS ma protizanétlivé u¢inky a zmirfiuje endotelialni dysfunkce [6].

El-Remessy a kol. ve své studii vroce 2010 prokazali, ze aplikace FeTTPS
diabetickym krysdm neméni jejich hmotnost a hladinu cukru v krvi. Téz prokazali, ze
FeTTPS zlepsuje vasorelaxaci postizenych koronarnich tepen u diabetickych krys. Déle

potvrdili, ze FeTTPS obnovuje produkci oxidu dusnatého u diabetickych krys [11].

SOsH

HOSS :
e SOH

Obrazek 14 Chemicka struktura FeTTPS
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3

CILE PRACE A HYPOTEZY

3.1 Cil prace

Cilem experimentalni ¢asti diplomové préace je zjistit, zda se méni pritok krve

mozkem po transcallosalni stimulaci se zvysujici se frekvenci (3, 5, 10, 15Hz) a zda se

méni odpoveéd po aplikaci FeTTPS. Dale zjistit, jestli je rozdil ve sklonu kiivky a prahu

drazdivosti evokovanych potenciall a jestli je rozdil v po¢tu a dob¢ trvani naslednych

vyboju (afterdischargti) pred a po aplikaci FeTTPS.

3.2 Vyzkumné otazky a stanovené hypotézy

3.2.1 Vyzkumné otazky

a)
b)

c)

Jaky vliv ma aplikace FeTTPS na pratok krve mozkem?

K jakym zménam pratoku krve dochazi po transcallosalni stimulaci se zvysujici
se frekvenci a jaké zmény nastanou po aplikaci FeTTPS?

Jaky vliv ma aplikace FeTTPS na sklon kiivky a na prah drazdivosti
evokovanych potencidlii a na pocet a dobu trvani naslednych vyboja

(afterdischargt)?

3.2.2 Hypotézy

a)
b)

c)

d)

Aplikace FeTTPS snizuje pratok krve mozkem.

Transcallosalni stimulace senzorické klry zvysuje pratok krve mozkem.
Zvysujici se pritok krve mozkem po transcallosélni stimulaci bude mit po
aplikace FeTTPS tendenci ke sniZeni.

Sklon ktivky a prah drazdivosti evokovanych potencidli budou stejné pied i po
aplikaci FeTTPS.

Pocet a doba trvani naslednych vybojt (afterdischargli) budou stejné pted i po

aplikaci FeTTPS.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Metodika a postup reSeni

4.1.1 Metodologicky princip

Diplomova price je zpracovana formou analyticko-experimentalni studie
v prostorach Fyziologického tustavu AVCR. Je rozdélena na &ast teoretickou a &ast
praktickou.

V teoretické casti je zpracovana problematika reaktivnich forem kysliku —
jednotlivi zastupci, jejich vznik, fyziologické a patologické ucinky, principy a zastupci
antioxidacniho systému. Ddale jsou zde popsany reaktivni formy dusiku a FeTTPs
(peroxynitrit dekomposition catalyst, 5, 10, 15, 20-tetrakis porphyrinato iron I11).

V praktické ¢asti je zkouman vliv aplikace FeTTPs na pritok krve mozkem, sklon
kiivky a prah drazdivosti evokovanych potencidlii, vliv na pocCet a dobu trvani

naslednych vyboji (AD).

4.1.2 Sledovany soubor

Do vyzkumu bylo zatazeno celkem 34 mlad’at laboratornich potkant. Experimenty
byly provadény na Wistar albinskych potkanech vazicich 250 — 350g. Zvirata byla po
celou dobu experimentu v kontrolovaném prostiedi (teplota 22°C, vlhkost 50 — 60%,

svétlo od 6:00 do 18:00) s volnym piistupem K jidlu a piti.

4.1.3 Chirurgicka priprava sledovaného souboru

Potkanim byla provedena celkova anestezie pomoci uretanu v mnozstvi 1,2g/kg,
anestetikum bylo aplikovéano intraperitonedIn¢.

Byla provedena kozni incize, kterd byla vedena sagitdln¢ v medidlni linii na lebce
potkana. V okoli fezu se odstranily ptebyte¢né mékké tkané, ocistila se kostni tkan a
pomoci elektrokoaguldtoru se zastavilo krvaceni z drobnych cév.

Do lebky bylo vyvrtano 6 otvord, do kterych se epiduralné umistily elektrody.
V oblasti nad pravou senzomotorickou kiirou byl 2mm od sebe epiduralné implantovan
jeden par stimulacnich elektrod. Nad obé hemisféry byly implantovany 4 snimaci
elektrody pro snimani evokovanych potencidli. Nad levou hemisférou byla
implantovana prvni a druhd snimaci elektroda. Nad pravou hemisférou treti a Ctvrta

snimaci elektroda. Dale zemnici a referen¢ni elektroda.
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Takto pfipravena zvifata byla umisténa do stereotaktického ramu a na specialni
podlozku. Ta udrzovala teplotu zvifete na 37°C. Teplota byla kontrolovdna pomoci
rektalniho teploméru. Sonda LDF byla extrakranidlni pfilozena na kontralateralni

hemisféru od stimulac¢nich elektrod [49].

4.1.4 Provedeni experimentu

V prvni ¢asti experimentu byly monitorovany zmény regionalniho pritoku
v prub¢hu transcallosalni stimulace se vzristajici frekvenci (3, 5, 10, 15 Hz) na 11
potkanech. Potkani byly pfed aplikaci FeTTPs pfipojeni na stimulator, ktery vytvarel
bifazické impulzy o délce 0,5ms. Mezi kazdou zménou frekvence byla pauza o délce 3
minut. Nasledovala pauza o délce 10 minut a cely proces se vzrustajici frekvenci se
opakoval. Poté se aplikoval 20mg/kg FeTTPS rozpustény v 1ml fyziologického roztoku.
30 minut po aplikaci FeTTPS nasledovala tieti stimulace se vzrustajici frekvenci, dale
10 minutova pauza a Ctvrta stimulace. Vysledky prvniho a druhého méteni (pied
aplikaci FeTTPS) a vysledky tfetiho a ¢tvrtého méfeni (po aplikaci FETTPS) se
zprimérovaly a byly zaneseny do grafu. Po skonfeni experimentu byla zvifata
piredavkovana anestetikem.

V druhé c¢asti experimentu byly zjiStovany zmény sklonu kiivky a zmény prahu
drazdivosti evokovanych potenciald pfed a po aplikaci FeTTPS (20mg/kg v 1mi
fyziologického roztoku). A dale zmény pocCtu a doby trvani naslednych vyboja
(afterdischargert). EP a AD byly zméteny pied aplikaci FeTTPS, 30 minut a 180 minut
po aplikaci. Do této Casti experimentu bylo zafazeno 23 potkanti. Prvni (experimentalni)
skupiné potkand (n=12) bylo aplikovano FeTTPS (20mg/kg FeTTPS rozpusténo v 1ml
fyziologického roztoku). Druhé (kontrolni) skupiné (n=11) byl aplikovan fyziologicky
roztok. Vysledky byly zprimérovany, porovnany a zaneseny do grafu. Po skonéeni

experimentu byla zvifata pfeddvkovana anestetikem.

4.1.5 Zaznam a zpracovani dat

Den po chirurgické piipravé byla zvifata umisténa do plexisklového boxu o
rozmérech 18x28x35cm s ptivodem a odvodem vzduchu. Box zamezoval rotaci zvifete,
které bylo napojeno na zdznamovy systém. Zmény regiondlniho mozkového krevniho
pratoku byly monitorovany béhem transcallosdlni stimulace s nartstajici frekvenci.
Stimulator (A-M Systems, Australia) vytvarel stimulacni bifazické pulzy o délce 0,5ms.

Béhem méfeni byla snimdna mozkova aktivita pomoci EEG ze Etyf snimacich elektrod.
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Signaly byly digitalizovany na 16bitovém ptfevodniku (TDT, USA) se vzorkovaci
frekvenci 2kHz. Tento pfistroj obsahuje dva signdlové procesory, které umoznuji
upravu signalu za redlného casu. Proto byl signal EEG filtrovan padsmovou propusti
v rozsahu 2 — 500Hz. Zaznamy byly prohlizeny v programu Matlab (Mathworks, USA).
Pro statistické porovnani dat byl pouzit t-test. Pro srovnani linearnich regresi vstupné

vystupnich kfivek byla pouzita analyza kovariace (ANOVA) [49].
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv transcallosalni stimulace senzomotorické kiry se zvySujici se

frekvenci na priitok krve mozkem pied a po aplikaci FeTTPS

Hodnoceny parametr byla zména pritoku krve mozkem reagujici na zvySujici se
frekvenci transcallosalni stimulace senzomotorické kury. Pratok byl méfen LDF na
kontralateralni hemisféfe. Zgrafu 1 vyplyva, ze pred aplikaci FeTTPS pfi
transcallosalni stimulaci dochazi ke zvySovani prutoku krve mozkem pfi vsech
frekvencich (3, 5, 10, 15 Hz). To potvrzuje nasi druhou hypotézu.

A dale z grafu vyplyva, ze po aplikaci FeTTPS také dochazi ke zvySovani pritoku
krve mozkem pti vSech frekvencich, hodnoty se 1i§i nepatrné od hodnot pied aplikaci
FeTTPS. Rozdil hodnot pted a po aplikaci FETTPS pratoku krve mozkem neni
signifikantné vyznamny (Tabulka 4). Coz neodpovida pfedpokladané hypotéze.

Time to max of CBF response

Time [s]
F—
—

O T T T T
3 5 10 15

Frequency of Stimulation [Hz]

H before
[ after

Graf 1 Zmény casu v odpovédi priitoku krve mozkem pri transcallosdlni stimulaci se zvySujici se

frekvenci pred a po aplikaci FeTTPS
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before after before - after
frequency [Hz] time to max [s] time to max [s]
3 3,130 3,067 0,063
5 5,620 3,302 2,318
10 5,528 5,882 -0,354
15 6,287 6,743 -0,456

" Tabulka 4 Rozdil time to max pred a po aplikaci FeTTPS pri transcallosalni stimulaci se zvysujici se
frekvenci (3, 5, 10, 15Hz)

Graf 2 zndzoriuje bazélni pritok krve mozkem v perfuznich jednotkach pted a

po aplikaci FeTTPS. Rozdil v hodnotach neni signifikantn€ vyznamny.

Basal levels of rCBF

120

100 A

T

40 -

rCBF [P.U]
3

20 A

0 T T
before after

Graf 2 Bazdlni pritok krve mozkem v perfiiznich jednotkdch pied a po aplikaci FeTTPS
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Graf 3 znazoriuje sklon vstupni a vystupni kiivky na zaklad¢ podilu AUC2/AUCL.
AUC?2 je obsah plochy pod kiivkou pratoku krve mozkem pfti stimulaci. AUCI je obsah
plochy pfi bazalnim pritoku krve mozkem. Rozdil hodnot pted a po aplikaci FeTTPS

neni signifikantné vyznamny.

Slope of I/O curve based on AUC2/AUC1

0.10

0.08 A

0.06 A

0.04 A

0.02 A

0.00 T T
before after

Graf 3 Sklon vstupni a vystupni kifivky na zdakladé podilu AUC2/AUCI pred a po aplikaci FeTTPS

Slope of I/0 curve based on % increse of AUC

1.6

1.4 4

1.0 A

0.8 A

0.6 A

y

0.2 A

0.0 T T
before after

Graf 4 Sklon vstupni a vystupni kifivky na zdkladé procentudlniho zvyseni AUC pred a po aplikaci
FeTTPS
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Slope of I/0 curve based on % MAX

before after

Graf 5 Sklon vstupni a vystupni kiivky na zdkladé procentudlniho maxima pred a po aplikaci
FeTTPS
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5.2 Vliv aplikace FeTTPS na sklon kfivky a prah drazdivosti evokovanych
potencialii a na pocet a dobu trvani naslednych vyboji (afterdischargii)

Pro zjiSténi u€inku FeTTPS na sklon kiivky a prah drazdivosti EP a pocet a
dobu trvani AD jsme u experimentalni skupiny (12 zvifat) sledovali rozdil hodnot pted
aplikaci latky, 30 a 180 minut po aplikaci. U kontrolni skupiny (11 zvifat) jsme
sledovali rozdil hodnot pied aplikaci fyziologického roztoku, 30 a 180 minut po
aplikaci.

Graf 6 a tabulka 5 ukazuji prah drazdivosti EP u experimentalni a kontrolni skupiny
pted aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a 180 minut po aplikaci. Rozdil

hodnot neni signifikantné¢ vyznamny. To odpovida nasi hypotéze.

Threshold for EP

25

2.0 1
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E P |
2
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g
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c
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B
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n

0.0 \ ‘ ‘

-10 30 180
time [min]
I Saline
FeTPPS

Graf 6 Prah drdazdivosti evokovanych potencidlii pied aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a
180 minut po aplikaci

saline FeTTPS saline - FeTTPS
before 0,867 1,343 -0,476
30 min 1,289 0,811 0,478
180 min 1,022 0,920 0,102

Tabulka 5 Rozdil prahii drazdivosti EP (mA) pied aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a 18¢

minut po aplikaci
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Graf 7 a tabulka 6 znazornuji sklon vstupni a vystupni kiivky EP pfed aplikaci

FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a 180 minut po aplikaci. Signifikantni rozdil

nastava u 30 minuty po aplikaci latek.

Slope of the I/O curve

0.6

0.5+

0.3 4

0.2

Slope

0.1

W

0.0 \
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BN Saline
1 FeTTPS

30

time [min]

180

Graf 7 Sklon vstupni a vystupni kiivky EP pied aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a 180

minut po aplikaci

saline FeTTPS saline - FeTTPS
before 0,247 0,373 -0,126
30 min 0,211 0,397 -0,186
180 min 0,361 0,427 -0,066

Tabulka 6 Rozdil ve skionu vstupni a vystupni kifivky EP pred aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku,

30 a 180 minut po aplikaci
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Graf 8 nazorn¢ ukazuje, ze zmény prahu drazdivosti evokovanych potencialit maji

po aplikaci FeTTPS klesajici tendenci. Tato klesajici tendence vSak neni signifikantné

vyznamna.
Threshold for EP
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Graf 8 Zmény prahu drazdivosti evokovanych potencidlii po aplikaci FeTTPS, procentudlni srovndni

pred, 30 a 180 minut po aplikaci
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Graf 9 a tabulka 7 ukazuji pocet naslednych vyboji pied aplikaci FeTTPS a
fyziologického roztoku, 30 a 180 minut po aplikaci. U kontrolni skupiny dochéazi po
aplikaci fyziologického roztoku k narGistu poctu néslednych vyboji po 30 i 180
minutach. U experimentalni skupiny se pocty naslednych vyboji po 30 a 180 minutach
témef neméni. To je v rozporu s nasi posledni hypotézou, podle které jsme uvazovali, Ze
pocet naslednych vyboji u experimentalni a kontrolni skupiny, métené pred aplikaci

fyziologického roztoku a FeTTPS, se bude rovnat.

Number of Afterdischarges
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Graf 9 Pocet naslednych vybojii (afterdischarges) pred aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a
180 minut po aplikaci

saline FeTTPS saline - FeTTPS
before 11,000 10,091 0,909
30 min 21,400 12,083 9,317
180 min 28,800 12,417 16,383

Tabulka 7 Rozdil v poctu ndslednych vybojii pred aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a 180

minut po aplikaci
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Graf 10 a tabulka 8 znazoriuje dobu trvani naslednych vyboju pied aplikaci
FeTTPS a fyziologického roztoku, 30 a 180 minut po aplikaci. U kontrolni skupiny
dochazi po aplikaci fyziologického roztoku k prodlouzeni doby trvani po 30 i 180
minutdch. U experimentalni skupiny zlstavad doba trvani po aplikaci FeTTPS témér

stejna. Coz je v rozporu s nasi hypotézou.
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Graf 10 Doba trvani naslednych vybojii (afterdischarges) pied aplikaci FeTTPS a fyziologického roztoku,
30 a 180 minut po aplikaci

saline FeTTPS saline - FeTTPS
before 4,052 4,192 -0,14
30 min 8,053 5,121 2,932
180 min 10,482 5,339 5,143

Tabulka 8 Rozdil v case (v sekunddich) ndslednych vybojii pred aplikaci FeTTPS a fyziologického

roztoku, 30 a 180 minut po aplikaci
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6 DISKUZE

Prvni z cili experimentdlni ¢asti diplomové prace bylo zjistit, k jakym zméndm
pritoku krve mozkem dochdazi pii transcallosalni stimulaci se zvySujici se frekvenci a
k jakym zménam dochazi po aplikaci FeTTPS. Zakladni uvahou byly dvé hypotézy:
 Transcallosalni stimulace senzomotorické kiiry se zvysujici se frekvenci zvySuje
pratok krve mozkem.

Tato hypotéza se nam potvrdila, coz je evidentni zgrafu 1. Stimulace
senzomotorického kontralateralniho kortexu vyvolala signifikantni zvySeni prutoku u
kontrolni skupiny. Z vysledk vyplyva, Ze ¢im vyssi je frekvence stimulace, tim vice
vzrustd hodnota bazalniho pritoku.

» ZvySujici se prutok krve mozkem pfii transcallosalni stimulaci bude mit tendenci ke
snizeni

Tato hypotéza se nepotvrdila. Po aplikaci FeTTPS dochézi ke zvySovani pritoku
pii1 vSech frekvencich. Rozdil v hodnotach pted a po aplikaci pti vSech frekvencich neni
signifikantn¢ vyznamny. Z grafu 1 a tabulky 4 vyplyva, ze aplikace FeTTPS nema

signifikantni vliv na pritok krve mozkem pfi transcallosalni stimulaci.

Podobny experiment provadéla ve své diplomové praci Strnadova (2011).
Sledovala zmény prutoku krve mozkem, které reaguji na zvySujici se frekvenci
transcallosalni stimulace pied a po aplikaci 7-nitroindazolu. 7-NI je relativné specificky
inhibitor neuronalni syntazy oxidu dusnatého. Vysledky potvrdily zvysujici se prutok
krve mozkem pii vSech frekvencich pied aplikaci 7-NI. Po aplikaci 7-NI doslo ke
snizeni pritoku ve srovnani s kontrolni skupinou. Snizeni vSak nebylo signifikantni
(graf 11).

Jak dale Strnadova uvadi, je n€kolik aspektili, které mohly ovlivnit validitu jejich a
naSich vysledkd. Prvnim z faktori mize byt extrakranialni ptilozeni sondy LDF. Dal§im

z faktori, ktery miize méfeni ovlivnit, je teplota v oblasti méfeni.
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Graf 11 Zména pritoku krve mozkem pred a po aplikaci 7-NI pFi transcallosdlni stimulaci

Dalsi cilem diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv ma aplikace FETTPS na sklon
kiivky a prah drazdivosti evokovanych potencialti a jaky vliv ma aplikace FeTTPS na
pocet a dobu trvani naslednych vyboji. Nase hypotézy byly:

» Sklon kiivky a préah drazdivosti evokovanych potencidlit se po aplikaci FeTTPS
nezméni.

Hypotéza se potvrdila. Aplikace FeTTPS nema signifikantni vliv na sklon kiivky a
prah drazdivosti evokovanych potenciali (graf 6 a tabulka 5, graf 7 a tabulka 6). Jen
jeden rozdil hodnot byl signifikantné¢ vyznamny, a to pfi mefeni vstupni a vystupni
ktivky evokovanych potenciali ve 30 minutach po aplikaci FeTTPS a fyziologického

roztoku. Toto mohlo nastat chybou méfeni.

* Pocet a doba néslednych vyboji (afterdischarges) se po aplikaci FeTTPS nezméni.
Nasledny vyboj je prolongovand odpovéd v nervovém vldknu po skonceni

stimulace. K oveéfeni této hypotézy jsme pouzili srovnani experimentalni a kontrolni
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skupiny potkani. Experimentdlni skupiné jsme zméfili po€et a dobu trvani naslednych
vyboju pted aplikaci FeTTPS, 30 a 180 minut po aplikaci. Hodnoty byly pfi vSech
casech téméf stejné. U kontrolni skupiny potkanti byl postup stejny, jen se jim aplikoval
fyziologicky roztok. Pocet naslednych vyboji a doba trvani se zvétsili ve 30 i 180
minutach. Pfedpokladali jsme nartst hodnot i u experimentalni skupiny (graf 9 a tabulka
7, graf 10 a tabulka 8). Nase hypotéza se nepotvrdila.

FeTTPS patii do skupiny katalyzatord rozkladu peroxynitritu. Peroxynitrit je
oxida¢ni ¢inidlo, vznika reakci superoxidu s oxidem dusnatym. Aplikaci FeTTPS se
potla¢i vznik vySe uvedenych volnych radikali, a to podle nasich vysledki snizuje

pocet a dobu trvani naslednych vyboji ve srovnani s aplikaci fyziologického roztoku.
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7 ZAVER

Reaktivni slouceniny kysliku a dusiku (RONS) jsou fyziologickou soucast
zivotnich dé&jii a vyznamnymi ochrannymi prostfedky organismu. Byla odhalena fada
urovni, kde Ize Skodlivé oxidaci zasdhnout. Antioxidacni ochrana zastavuje tvorbu ROS
(inhibitory enzymu), odstranuje jiz vznikajici radikaly (vychytavace — scavengery),
zablokuje propagaci radikdlovych reakci (tokoferol) a posiluje oslabenou imunitu
(antioxidanty, vitaminy).

Prvnim cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo zjistit, zda FeTTPS,
katalyzator rozkladu peroxynitritu, ma vliv na prutok krve mozkem pfti transcallosalni
stimulaci. Vysledky ukazuji, ze transcallosalni stimulace se zvySujici se frekvenci
zvySuje prutok krve mozkem. Rozdil v hodnotich pritoku krve mozkem pii
transcallosalni stimulaci pted a po aplikaci FeTTPS neni signifikantn¢ vyznamny.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda FeTTPS ovliviiuje sklon kiivky a prah drazdivosti
evokovanych potenciali a zda ovliviiuje pocet a dobu trvani naslednych vyboju. Vliv
FeTTPS na sklon kiivky a prah drazdivosti evokovanych potencialii neni ve srovnani
s fyziologickym roztokem signifikantné vyznamny. Hypotéza, kterou jsem si stanovili,
se potvrdila. PocCet a doba trvani naslednych vybojt se po 30 i 180 minutach po aplikaci
fyziologického roztoku zvétSuje. Pocet a doba trvani naslednych vyboji po 30 a 180
minutach po aplikaci FeTTPS zdastavaji stejné. To je vrozporu snasi posledni
hypotézou. FeTTPS snizuje pocet a dobu trvani ndslednych vybojii se srovnani

s fyziologickym roztokem.
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