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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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POOH proteinovy hydroperoxid
RNS Reactive Nitrogen Species
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RONS Reactive Oxygen and Nitrogen Species
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ROS Reactive Oxygen Species
reaktivni slouceniny kysliku
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TNFa Tumor Necrosis Factor alpha

VFN V3eobecné Fakultni Nemocnice

VLDL Very Low Density Lipoprotein
lipoprotein o velmi nizké hustoté

VR volné radikaly

XO0D xanthinoxidasa

X0 Xylenol Orange

xylenolova oranz



2 SEZNAM POUZITYCH POJMYU
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3 UVOD

Oxida¢ni stres a antioxida¢ni kapacita jsou stale ¢astéji diskutovanym tématem v fadé
oblasti lékafstvi, mimo jiné také v akutni medicin€. Bylo prokazano, Zze oxidaéni stres je
jednou z moznych pfiin fady onemocnéni, jako napf. diabetes mellitus [1], cévnich
onemocnéni [2] a septického Soku [3]. Za fysiologického stavu vznikd 90 % reaktivnich
slouenin kysliku a dusiku (RONS, Reactive Oxygen and Nitrogen Species) b&éhem
procesu ziskdvani energie - pfi oxidativni fosforylaci v mitochondriich. Oxidaéni stres
nastava v okamziku, kdy mnozstvi RONS, které v organismu vznikaji, pfekro¢i mnozstvi,
které je organismus schopny sdm pomoci antioxidaénich systému eliminovat. Pfebyte¢né
mnozstvi RONS muze pak zplisobit poSkozeni bunéénych lipidl, coz vede k desintegraci
membran. Reaktivni slouceniny kysliku a dusiku poskozuji buriky oxidaci jejich
nukleovych kyselin a intracelularnich proteinti, poSkozuji DNA nebo inhibuji jeji normalni
funkci [4].

Nejcastéjsi pri¢inou zvySené tvorby RONS je aktivace imunitniho systému, ke které
dochazi pfi proniknuti antigenti do organismu. Typickym projevem aktivace imunitniho
systému je zanét, ktery je vyznamnym fysiologickym procesem, a je nezbytny pro
obranyschopnost organismu. V pfipadé, ze se jedna o tzv. lokalni zdnét, imunitni systém
organismu se s timto zanétem dokaze vyporadat. Pokud se zénét rozsifi, imunitni systém
ztraci kontrolu nad probihajicim zanétem a dojde k aktivaci systémové odpovédi (SIRS,
Systemic Inflammatory Response Syndrome). K aktivaci SIRS dochazi naptiklad po
transplantaci srde¢nich chlopni a kloubnich néhrad, po operacnich zakrocich nebo po
popaleni [5]. Antioxida¢ni systémy organismu nestac¢i kompensovat nadprodukci ROS a
RNS a dochazi k poskozeni bunék. Systémova odpovéd” SIRS je &asto spojena se
syndromem multiorganové dysfunkce (MODS, Multiple Organ Dysfunction Syndrome),
kdy dochézi k selhdvani organi. Bez vné&j$i terapeutické intervence nemiize byt pak
udrzena homeostasa organismu [6].

Sepse je jednou z velmi Castych pFi¢in umrti kriticky nemocnych pacientd [7].
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4 LITERARNI PREHLED

4.1 Volné radikaily a reaktivni slouc¢eniny kysliku

Vyzkumy poslednich let potvrdily, Ze v organismu b&ézné vznikd fada reaktivnich

slougenin kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) a reaktivnich slou€enin dusiku (RNS,
Reactive Nitrogen Species). Jsou to latky, které velmi snadno reaguji s biologickymi
strukturami — napf. lipidy (hlavné mastnymi kyselinami), aminokyselinami, s tfadou
nizkomolekuldrnich metaboliti a koenzymi .
Za reaktivni slouéeniny kysliku a dusiku povazujeme jednak nékteré jejich slouceniny
(napf. H,O,, HNO»), a dédle neutrdlni molekuly, atomy, sloueniny i ionty, které maji
neparovy elektron — volné radikdly. Ty mohou dale v molekuldch vznikat trojim
zpusobem: homolytickym S3té€penim, oxidaci a redukci. Vzorec radikdld oznaujeme
te¢kou, kterd symbolizuje volny elektron.

Tyto latky maji znaCny fysiologicky a patologicky vyznam. Jsou vyznamnymi
prostfedniky prenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalnimi molekulami bunééné
regulace. Za nékterych podminek (napf. oxidacni stres) jsou toxické, mohou organismus

poskodit nebo usmrtit, a proto jsou stale ¢ast&j$im predmétem zdjmu lékaiského vyzkumu

[8].

4. 1.1 Reaktivni slouc¢eniny kysliku

Béhem bunééného dychani dochdzi v respiraénim fetézci k redukei tripletového nebo

singletového kysliku ¢tyfmi elektrony na 2 molekuly vody:
0, + 4H'+ 4¢ — 2H,0

Béhem redukce vznikaji ROS. Produktem jednoelektronové redukce kysliku je

superoxidovy aniontovy radikal [8].

0; +e — 0,

Denné vyprodukuje kazda buiika okolo 10 molekul superoxidu. Kromg&

mitochondrialniho respira¢niho fetézce existuji jesté dalsi, endogenni zdroje reaktivnich
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molekul superoxidu O,¢". K celkové tvorbé O+ v organismu pfispivaji zejména leukocyty,
které superoxidovy aniontovy radikdl produkuji pfi setkdni s patogeny (napf.
mikroorganismy). Vné€j$im zdrojem molekul O,¢ je zejména cigaretovy kouf [9].

Pokud je k disposici dalsi elektron, pak produktem (dvouelektronové) redukce kysliku je

peroxid vodiku H,0».

02‘- +€ + 2 H+ and HzOz

Peroxid vodiku neni radikal, ale aktivné se tvorby radikald acastni. Sdm o sobé je pomérné
stabilni, difunduje pfes membrany podobnym zptisobem jako voda. V pfitomnosti kationi
piechodnych kovii v niz§im oxidagnim stupni (Fe**, Cu") se H,O, redukuje za vzniku

vysoce toxického hydroxylového radikalu (Fentonova reakce) [10].

Fe** + H,0, —» OHe + OH +Fe*

Pokud je k disposici tfeti elektron, peroxid vodiku se rozpadne na vodu a hydroxylovy
radikdl OHe. Hydroxylovy radikél je velmi silnym oxidaénim ¢inidlem, které ziskava
elektron z nenasycenych mastnych kyselin, hydroxyluje aminokyseliny a base nukleovych

kyselin.

H,0; + ¢ — OH* + OH

Ctvrty elektron redukuje hydroxylovy radikal na dali molekulu vody [8,11]:

OHs + ¢ + H — H,O0

Zminéna Ctytelektronova redukce molekuly atmosférického kysliku na dvé molekuly vody
je nezbytnou reakci pro aerobni zpiisob Zivota. Tato reakce je soucasti dychaciho fetézce,
probihd v aktivnim centru cytochromoxidasy, umoziiuje transformaci energie chemickych
vazeb do ATP. Reaktivni slouceniny kysliku vazané do aktivniho centra nejsou na rozdil
od volnych ROS 3kodlivé; volné ROS snadno reaguji se sousednimi molekulami nebo

z nich ziskavaji elektron a tim je aktivuji [8].
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Molekularni kyslik O, (triplet - 0-O * nebo singlet 0-O:)

l +1e 3

. o

o o NO- =

< Superoxidovy radikal 0, (+ 0-0:) ‘ONOO ——— -

+ =

@ +1e ©

o ©
L5 . Fe 2*,Cu* L
=] Peroxid vodiku H,0, (H-00-H) —— oy o—
o >0

ot c
oz > ©

+1e =

N

Hydroxylovy radikal OH' - (H-O) =

'

o

l +1e =<

o

Voda H,0 (H-O-H)

Schema : 1. Redukce molekuly kysliku a vznik RONS

0, - tripletovy kyslik,' O; - singletovy kyslik, Oy - superoxid, OHe - hydroxylovy radikdl,
NO- - oxid dusnaty, ONOO™ — peroxynitrit, e - elektron

4. 1. 2 Reaktivni slou¢eniny dusiku

Reaktivni slou¢eniny dusiku jsou stejné jako ROS tvoreny v burikdch organismu a diky
své vysoké chemické reaktivit¢ a nizké selektivité jsou schopny vazné poskodit buriky,
tkané i organismus jako celek [12]. Destruktivni funkce RNS je pevné spjata s ROS.
Kromé NOe patii mezi RNS i N,O3, NO; a OONO'.

Oxid dusnaty (NO) je jednoducha molekula s lichym celkovym poétem elektrond, a
proto vystupuje jako radikal. Oxid dusnaty se synthetisuje v mitochondriich pomoci
mitochondrialni NO—-synthasy pomérné slozitym enzymovym mechanismem; tento enzym

patii mezi kli€ové mitochondridlni enzymy [13]. In vivo NO’ reaguje s vétSinou biomolekul



véetné kysliku velmi pomalu, protoze jeho difuse do krve a inaktivace hemoglobinem je
mnohem rychlejsi:

Hb - Fe*- 0, + NO" — Hb-Fe?-00ONO — Hb-Fe*'+ NO5

Podstatné rychleji NOe v organismu reaguje s jinymi radikdly a pfechodnymi kovy.
Peroxynitrit (OONO’) vznikd NOe se superoxidem O,*. Tato reakce ma

z patologického hlediska nejvét§i vyznam.

NO' +0; — OONO

Peroxynitrit je toxicky a ma oxidaéni G¢inky. Fysiologické pH neni pro vznik peroxynitritu
vhodné diky nizké koncentraci NO™ a zvlasté pak nizké koncentraci superoxidu. Za tohoto
pH se protonovany peroxynitrit, vystupujici jako kyselina peroxydusitd, rozkladd na

hydroxylovy radikal a oxid dusicity:
OONO" + H' — HOONO — HO+ + NO,"

In vivo je peroxynitrit odpovédny za nitraci a hydroxylaci tyrosinu. Pfechodné kovy véetné
kovii v aktivnich centrech superoxiddismutasy katalysuji heterolytické $tépeni
peroxynitritu na hydroxidovy anion a nitroniovy kation NO,", ktrému je &asto ptipisovana
schopnost atakovat fenolové skupiny proteinli; mize ménit napf. tyrosin na 3-nitrotyrosin
(8, 14, 15].

Tabulka 1: Reaktivni slouc¢eniny kysliku

REAKTIVNI SLOUCENINY KYSLIKU

volné radikaly latky neradikalové povahy
Superoxid, Oy Peroxid vodiku, H;O,
Hydroxylovy radikal, HO® Kyselina chlorna, HCIO
Peroxyl, ROO’ Ozon, O3

Alkoxyl, RO’ Singletovy kyslik, 'O,
Hydroperoxyl, HOO’

R — organicka édst molekuly, — nepdrovy elektron, oznaceni radikadlu, ~ - zdporny ndboj,
oznaceni aniontu
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Tabulka 2: Reaktivni slouéeniny dusiku

REAKTIVNI SLOUCENINY DUSIKU

volné radikaly latky neradikalové povahy
oxid dusnaty, NO’ kyselina dusitd, HNO,
oxid dusicity, NO," (monomer) oxid dusity, N,Os

- oxid dusicity, N2O4 (dimer)

R peroxynitrit, ONOO"

- alkylperoxynitrit, ROONO

R — organicka ¢ast molekuly, — nepdrovy elektron, oznaceni radikdlu, ~ - kladny néboj,
oznaceni kationtu

4. 1.3 Vliv reaktivnich forem kysliku a dusiku na biomolekuly

Reaktivni slou€eniny kysliku a dusiku mohou atakovat vét§inu molekul. Cilem RONS

byvaji nenasycené mastné kyseliny, které jsou dilezitymi slozkami buné€nych membran.
Diky tomu dochdzi k redukci dvojnych vazeb a tvorbé reaktivnich metabolitd (aldehydy,
peroxidy) [8, 16]. Vysledkem miZze byt pozménénd fluidita a zmény v propustnosti
membrany [8].
Dal§im castym cilem ROSN jsou proteiny. Nékteré RONS mohou oxidovat
aminokyselinové zbytky, napf. cystein miize byt oxidovan na kyselinu cysteinovou
a oxidaci prolinu dochazi zrejmé k preruSeni peptidového fetézce. Pod vlivem RONS
proteiny ztraci svou enzymovou a signélni funkci [8, 16].

Dal§im vyznamnym cilem RONS je DNA, kde mohou zplisobit poskozeni basi, coz ma

za nasledek mutace nebo inhibice proteosynthesy [8, 17].
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4.2 Antioxidacni systém a antioxidacni kapacita

Antioxida¢ni systém je tvofen celou fadou sloucenin. Mezi tyto latky patfi napf.

enzymy (superoxiddismutasa, katalasa, peroxidasa) a latky s redukujicimi u€inky, které

poskytuji radikalu elektron, ¢imZ se samy méni na stabilng&jsi radikal. Mezi dalsi zastupce

patéi vitamin C, E, ubichinol, glutathion, latky s chelata¢nimi vlastnostmi - transferin,

feritin a dal$i. Antioxidanty jsou latky, které chrani buriky pfed u€inkem volnych radikald

a dal$ich reaktivnich oxidacnich Cinidel. Ochranu, kterou zprostfedkovava antioxida¢ni

systém, mutzeme rozdélit do tfi skupin:

a)

b)

<)

primarni antioxidaéni ochrana je zaloZzena na mechanismech branicich tvorbé
volnych radikalt. Do této skupiny patfi molekuly transferinu, feritinu, leukoferinu,
které vazi ionty pfechodnych kovi (Fe**, Cu"), &mz brani tvorb& hydroxylového
radikélu. Dale sem nalezi enzymy jako napt. katalasa a peroxidasa. Tyto enzymy
odstranuji molekuly peroxidu vodiku a tim brani jeho pfeméné na hydroxylovy
radikal. Treti slozkou primarni ochrany jsou latky inhibujici enzymy a katalysuji
tvorbu volnych radikald: napf. alopurinol inhibuje xantinoxidasu, ktera katalysuje
tvorbu superoxidu.

sekundérni antioxidacni ochranu tvofi mechanismy, které odstrafiuji jiz vzniklé
radikaly. Do této skupiny patfi enzymy katalysujici pfeménu nap¥. superoxidu na
peroxid vodiku (superoxiddismutasa) a latky s redukénimi vlastnostmi — volnému
radikalu poskytnou elektron a samy se tak stanou radikaly, které jsou vsak pro
organismus mnohem méné nebezpecné.

terciarni antioxidaéni ochrana je zaji§téna mechanismy, které odstrafiuji molekuly
poskozené volnymi radikal, napf. reparani endonukleasy (opravuji poSkozenou
DNA), glutathionperoxidasa (§tépi peroxid vodiku a lipidové peroxidy, ¢imz brani
vzniku reaktivnich aldehydd, které by se mohly vazat na riizné molekuly a tim je

poskodit.)

Nejcastéji vak antioxidacni systém organismu délime na 2 zakladni slozky, a to slozku

enzymovou a neenzymovou [14]:

a)

Enzymova slozka antioxidacniho systému organismu je tvofena paraoxonasou,
glutathionreduktasou, superoxidismutasou, katalasou a mnohymi dal§imi [18].
Kofaktory antioxidacnich enzymi jsou obvykle stopové prvky, jako napf. selen,

zinek, Zelezo, méd’ a mangan.
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b) Neenzymovou sloZzku antioxidaniho systému tvofi glutathion, kyselina mocova,
transportni proteiny (transferin, feritin, laktoferin, ceruloplazmin, haptoglobin,
hemopexin), vitamin C, E a dalsi [14, 19].

Piehled jednotlivych slozek je uveden v tabulce 3 a 4 [20].

Tabulka 3: Hlavni enzymové slozky antioxidaéniho systému

ENZYMOVE SLOZKY ANTIOXIDACNIHO SYSTEMU

Intracelularni Bunééna membrana | Extracelulirni kompartment
kompartment
katalasa fosfolipasa paraoxonasa

superoxiddismutasa

peroxidasa

DT-diaforasa

proteolytické enzymy

Tabulka 4: Hlavni neenzymové slozky antioxida¢niho systému

NEENZYMOVE SLOZKY ANTIOXIDACNIHO SYSTEMU

Intracelularni Bunééna membrana Extracelularni komparment
kompartment v

glutathion vitamin E albumin

vazebné proteiny kov B —karoten ceruloplasmin

kyselina askorbova transferin

opravné systémy DNA laktoferin

haptoglobiny

hemopexin

vitamin E

kyselina askorbova

kyselina mocova

bilirubin
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Antioxida¢ni systém je tvofen soustavou antioxidantt, které vzijemné spolupracuji.
Funkce jednoho antioxidantu ¢asto ovlivituje ¢innost jin¢ho ¢lanku soustavy — viz. schema

2[8].

HO+'20.
katalasa
Poskozeni Glutathion
<+ HCIO .
tkand NADR" reduktasa NADPH + H*
cr
Glutathion
soD \ GSH peroxidasa GSSH

Mitochondrie a 0, +0;+2H —» -+ \ /; H.0
enoplazmatické

retikulum /

Fe?
Oz’ 02
Mitochondrie a
endoplazmatické [—¥% |, ————— PUFA A—b RO, ‘
retikulum \
/ s a.togaferol a-tokoferyl 4-HNE
Poskozeni o ST
biomolekul B-karotenovy radikal ubichinol \<
GS ubichinon Poskozeni

Fez‘ —_— tkané
Fe®

H.O katalasa
OH,0;°, O,

GSH WG Ilpoat
dlhydrollpoat

Schema 2: Reakéni a funk¢ni vztahy mezi antioxidanty

HCIO — kyslina chlorna, O2" - superoxid, CI - chloridovy anion,OH' - hydroxviovy
radikal, PUFA — vicenenasycené mastné kyseliny, 4-HNE - 4-hydroxy-2-trans-nonenal,
SOD - superoxiddismutasa, GSH - redukovany glutathion, GSSH - oxidovany glutathion,
NADPH - nikotinamidadenindinukleotid fosfat, DHA - dehvdroaskorbct



4.3 Oxidacni stres

Oxida¢ni stres nastane v burice v pfipadé, Ze hladiny oxidanti v systému prekroci
kapacitu antioxidaénich mechanizmii. Oxidac¢ni stres byva vyvolan RONS, které vznikaji
pfi fadé metabolickych procesii, napf. pti procesu ¢asné imunitni odpovédi neutrofilti a
makrofagl na patogeny v organismu [21].

Burika pod vlivem oxidaéniho stresu podléha fadé charakteristickych zmén. Nésledkem
oxidaéniho stresu dochazi k peroxidaci lipidi v bunéénych membranach, Gbytku
thiolovych skupin v proteinech a také ke zna¢nému poklesu redukovaného glutathionu,
ktery je jednim zhlavnich nizkomolekuldrnich zdroji thiolovych skupin. Nésleduji
oxidaéni zmény daldich molekul, coz ma za nésledek metabolické vycerpani a funkéni

poskozeni buriky, poskozeni DNA, a vede az k bunécné smrti [22].

4.3.1 Sepse a jeji klinicky vyznam

Sepse je syndromem systémové zanétlivé odpovédi, ktery vznikd jako duasledek
infekéniho procesu [5, 6, 23]. Tento proces miize vést k zdvaznému poskozeni tkéni.
Sepse miZe byt vyvolana riznymi mikroorganismy. Definice jednotlivych stupfid sepse
byla formulovéana v roce 1992:

Sepse: Sepse se projevuje zvySenou teplotou nad 38 °C nebo sniZzenou pod 36 °C,
tepovou frekvenci niz§i nez 90/min, dechovou frekvenci niz8i nez 20/min, mnozstvim
leukocytl vy3$im nez 12 000/mm’ nebo naopak niz&im nez 4 000/mm>, nebo je
v organismu pfitomno vice nez 10 % nezralych forem leukocytt [5].

Tézka sepse: T€zka sepse je charakterisovana kromé jiz zminénych klinickych ptiznaki
i zménami védomi ¢i chovani, hypoperfusi, dysfunkci organti a hypotensi.

Septicky Sok: Ve stadiu septického Soku nastdva téZka hypotense a hypoxie. Hypotense
komplikuje té€Zkou sepsi pfi souCasné resuscitaci tekutinami. PFi¢inou je alterace
mikrocirkulace s naslednym tnikem tekutin do intersticia, tlak krve klesa pod 90 mm Hg.
VétSina pacientl pieziva pouze kratkodobe, Sokovy stav miize vést k umrti béhem nékolika
hodin [6]. Pokud se podafi pacienta ze Sokového stavu vyvést, ve vétsiné p¥ipadii dochazi
k rozvinuti pfiznaki MODS [23].

I ptes zlepSeni kvality podptrné intensivni péle a antibiotické 1éCby zistava
v poslednich dvaceti letech umrtnost pacientl v sepsi mezi 30 — 40 %. Samotna

diagnostika sepse je velmi obtiznéd diky nespecifickym pocate¢nim symptomiim (horecka,
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tachykardie) a riznorodym klinickym pfiznakiim (hypoglykemie, kombinované poruchy
acido-basické rovnovahy, jako respiraéni alkalosa a metabolickéd acidosa, hypotense ...)
[24].

Sepsi miiZze vyvolat cela fada infekénich agens, nejCastéjSim pivodcem jsou G-negativni
a G-positivni bakterie. Z G-positivnich bakterif je to hlavné Staphylococcus aureus, ktery
je pfi¢inou sepse z osteomyelitidy; Staphylococcus epidermidis ma vysokou afinitu
k povrchim z umélych hmot a tedy infikuje centralni katetry, umé&lé srde¢ni chlopné a
kloubni nahrady endotoxiny. Dal§imi G-positivnimi bakteriemi jsou bakterie z rodu
Meningococcus, Salmonella aj.

Mezi G-negativni bakterie patti E. coli, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella, Serratia. G-positivni bakterie z hlediska schopnosti iniciovat vznik septického
stavu jsou méné agresivni, tudiz mnoZzstvi G-positivnich bakterii nutné k propuknuti sepse
je vétsi nez u G-negativnich mikroorganismt. Pivodcem sepse mohou byt i plisné.

Gram-negativni bakterie maji buné€nou sténu, ve které jsou pfitomny lipopolysacharidy
a tzv. lipid A, ktery se vaze na imunokompetentni buriky pfes receptor CD 14. Tento
receptor je v plasmé v solubilni formé nebo vazany na imunocytech, pfedev§im na
makrofazich. Vz4jemnd interakce lipidu A a CD 14 vede k iniciaci tvorby cytokinl a
stimulaci celé prozanétové kaskady. Produkovany jsou hlavné¢ TNFa (tumor nekrotisujici
faktor alfa) a IL-1 (interleukin-1). Disledkem tohoto procesu je aktivace leukocytli a

aktivace komplementu [6].

4.3.1.1 Skorovaci systémy v intensivni péci

Skorovaci systémy v intensivni pé¢i se pouzivaji k ur¢eni zdvaznosti zdravotniho stavu
pacienta, k definovani naroCnosti péce a také jako prostiedek, ktery umoziuje porovnani
lé¢ebnych a o3etfovacich postupii.

Skore APACHE 11

Skore APACHE II (Acute Physiological and Chronic Health Evaluation) je skorovaci
systém pouzivany v intensivni pé€i. Hodnoti zdvaznost onemocnéni u pacienti star§ich 16
let. APACHE II skore je spocitano do 24 hodin po pfijeti pacienta na JIP z hodnot télesné
teploty, stiedniho arteridlniho tlaku, srde¢ni frekvence, frekvence dychani, arteridiniho pH,
plasmatické koncentrace sodiku, drasliku, kreatininu, hematokritu, poctu leukocyti a

stupné poruchy védomi hodnoceného dle GCS (Glasgow Coma Scale).

20



Skore SOFA

Skore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) je dal§im ze skorovacich systému
pouzivanych v intensivni péci; hodnoti postizeni krevniho obéhu, centrdlniho nervového
systému, vyluCovaci a dychaci soustavy a hemokolaguace. Tento skorovaci systém je
jednoduchy, hodnoti zévaznost systémové zanétlivé odpovédi organismu v zavislosti na
zatézi [25].

Skore APACHE 1l a skore SOFA jsou povazovéany za standardni skorovaci systémy

v intensivni a resuscitacni péci.

4. 3. 2 C-reaktivni protein, prokalcitonin a sepse

C-reaktivni protein (CRP) je proteinem akutni faze, ktery byl poprvé objeven v roce
1930 Tilletem a Francisem v séru pacienti s pneumonii; je produkovéan jaternimi burikami
a v séru zdravych lidi je pfitomen pouze v nizkych koncentracich (< 10 mg/l) [26].
V pribéhu zanétlivého procesu pii bakteridlni infekci se hodnoty CRP vyznamné zvyS$uji a
mutzeme je detekovat uz 3 - 6 hodin po zacatku infekce. C-reaktivni protein ma vyznam pii
monitorovani prib&hu nemoci, pfi monitorovani a kontrole pooperacnich stavii, a jiz
minimalné zvySené hodnoty (o 2 — 3 mg/l) pfedpovidaji risiko kardiovaskuldrniho
onemocnéni [27].

Pfi¢inou sepse je infekce [5,6]; C-reaktivni protein je povazovan za marker sepse uZ
mnoho let. V poslednich letech se ukazalo, ze dal§im ukazatelem sepse je prokalcitonin
(PCT) [28]. V priabéhu sepse dochazi ke zvy3eni hladin obou reaktantti akutni faze — CRP i
PCT. Hladiny CRP se vyrazné zvy$uji hlavné v pocétecnich stadiich sepse a organové
disfunkce; prechod mezi sepsi a t€Zkou sepsi mizeme pomoci CRP monitorovat jen
obtizn€, dochézi totiz jen k pozvolnému zvySovéani jeho hladiny. Ve stadiu tézké sepse a
septického Soku dochazi k vyznamnému zvy3eni hladiny PCT, zatimco v prvotnim stadiu
sepse nemusi byt zvySeni PCT odli$né od jinych klinicky zdvaznych diagnos [29].

Ke zvyseni hladin PCT i CRP dochézi béhem 3 — 6 hodin od po$kozeni tkan¢ a maxima
dosahuji béhem 12—48 hodin. Hladina PCT reaguje citlivéji na vaznost zdravotniho stavu
pacienta nez hladina CRP, coz prokazuji jeho zvy3ujici se hodnoty v zavislosti na poétu
selhavajicich organti a na rozvoji sepse [24]. Reaktanty akutni faze jsou sice citlivé, ale ne
zcela specifické z hlediska bakteridlni infekce. Hladina CRP se zvy3uje nejen pfi
bakteridlnich infekcich, ale k mirnému zvy3eni dochazi i pti virovych infekcich, ale i po

neinfekénich insultech napf. po operacich, po infarktu myokardu, &i p#i akutni
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pankreatitidé. Koncentrace PCT také neni zcela specifickym parametrem bakteridlni
infekce, k jejimu zvySeni dochédzi také zfady neinfekénich p#iCin. Pokud budeme
porovnavat koncentrace CRP a PCT vzhledem k mozZnosti rozlieni bakteridlni a virové
infekce, pak je PCT citlivéjsi a specifi¢téjsi pfi diferenciaci bakteridlnich a neinfekénich
pfi¢in zanétu. Z toho vyplyva, Ze je vyhodné v priibéhu sepse stanovovat jak mnozstvi
CRP, tak i mnozstvi PCT [24, 30].
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4. 4 Lipidové a proteinové hydroperoxidy

Méieni organickych hydroperoxidii v zivych organismech, které byly vystaveny
oxidaénimu stresu, je Siroce vyuzivano jako indikatoru Casného poSkozeni volnymi
radikaly a jinymi ROS. Drive byly mnohem castéji studovany lipidové nez proteinové
hydroperoxidy. MnoZzstvi lipidovych hydroperoxidi v podob& produkti peroxidace bylo
zjistovano pouzitim riznych technik, které Casto vedly k rozdilnym vysledkdm [31].
V poslednich letech se ukézalo, ze i v proteinech vystavenych pisobeni ROS mohou
vznikat hydroperoxidové skupiny [32]. Proteinové hydroperoxidy vznikaji ve velkych
mnozstvich, podporuji tvorbu novych volnych radikélt, oxidovaného GSH a inaktivuji
glutathion reduktasu. Z téchto zjisténi vyplyva, Ze i proteiny jsou dulezitymi cilovymi

molekulami ROS v Zivych organismech [31].

4. 4.1 Lipidové hydroperoxidy

Reaktivni kyslikové latky jsou generovany v eukaryotickych buiikach béhem

normalnich oxida¢nich déji nebo pfi elektronovém transportu v mitochondriich a
endoplasmatickém retikulu [33]. Lipidové hydroperoxidy jsou jednou z pfi€in oxidaéniho
poskozeni bunéénych membran, lipoproteint a dalSich struktur, které obsahuji lipidové
slozky [34, 35] .
Fofolipidy obsahujici ndsobné vazby, glykolipidy a cholesterol v buné¢nych membranach
jsou atakovany ROS, coz vede k lipidovym peroxidacim, které jsou degenerativnim
procesem s patofysiologickymi nasledky [36]. Lipidové peroxidace jsou €asto spojovany
s riznymi zdravotnimi obtizemi jako napf. s atherosklerosou, s procesy starnuti kiize,
karcinogenesi, ischemicko — reperfusnim syndromem. Lipidové hydroperoxidy jsou v
biologickych systémech generovany fotony nebo vznikaji reakci OH' (Fentonova reakce)
s bun&énymi lipidy. Lipidové hydroperoxidy mohou spolu s Fe®* wvstoupit do
jednoelektronové redukéni reakce, béhem které jsou preménény na epoxyperoxidovy
radikdl (OLOO), ktery spusti fetézovou reakci, jez produkuje velké mnozstvi dalSich
lipidovych peroxidi. Tato jednoelektronové redukce katalysovana Fe?* je toxick4, nebot
velké mnozstvi vzniklych LOOH miiZe oxidovat lipoproteiny (napt. LDL) [37].

Oxidované LDL jsou pfi¢inou casné atherosklerosy. Lipidové hydroperoxidy asociuji
s LDL, dojde k modifikaci apoB-100, coz zaktivuje makrofdgy a dochézi k iniciaci tvorby

atherosklerotického plaku. Kromé toho maji oxidované LDL chemotaktické a cytotoxické
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vlastnosti, které mohou vyvolat signalisaci typickou pro buriku, kterd byla vystavena
oxidaénimu stresu [37, 38].

Pokud lipidové hydroperoxidy nevstoupi do jednoelektronové redukéni reakce, vstupuji
do dvouelektronové redukéni reakce, jejimiz kone€nymi produkty jsou alkoholy. Tato
reakce je katalysovana glutathionperoxidasou (GPX). Alfa-tokoferol (aT-OH) a ferritin

jsou latky, které mohou zastavit vznik dal$ich lipidovych peroxidaci (viz. schema 3) [37].
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Schema 3: Peroxidace lipidu v biologickych systémech

30, — tripletovy kyslik, 'O, - singletovy kyslik, LH — lipid, OH - hydroxylovy radikdl,
GSH - redukovany glutathion, GSSG - oxidovany glutathion, O, - superoxid,
SOD - superoxiddismutasa, CAT - katalasa, LOOH - lipidovy hydroperoxid,
OLOQ' - epoxyperoxidovy radikdl, aT-OH — a-tokoferol, a-T-O" — a-tokoferolovy radikdl,
OLOOH - lipidovy epoxyperoxid, LOH — lipidovy alkohol, pathway — metabolicka cesta

Stejnym mechanismem vznikaji i lipidové hydroperoxidy, jejichz peroxidace je
iniciovana homolytickym §tépenim ONOOH na OH" a NO,'. Na rozdil od ONOOH a OH’
mize singletovy kyslik 'O, rovnou reagovat snenasycenymi mastnymi acylovymi
skupinami nebo s cholesterolem, coz produkuje LOOH, které obsahuji dvojné vazby.
V eukaryotickych burikach existuji primarni a sekundarni obranné systémy, které buriku
chrani pfed lipidovym peroxidacemi. Primarni systémy jsou preventivni, chrani buiiku pfed
nadbyteénym mnozstvim ROS nebo Fe® jejich inaktivaci pied tim, nez dojde k samotné

lipidové peroxidaci. Do této skupiny patii enzymy superoxiddismutasa (SOD), cytosolicka
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a mitochondridlni glutathionperoxidasa (GPX) a katalasa (CAT). Odstraiuji nadmérné

mnoZzstvi peroxidu vodiku a tim brani vzniku LOOH. Mezi sekundérni systémy chranici

buiiku pfed lipidovym peroxidacemi patfi nizkomolekularni antioxidanty jako napf.

aT-OH, které kompetitivné soutézi s lipidy o peroxidové radikdly. Do této skupiny

miZeme zahrnout i cytosolickou a mitochondrialni GPX [37].

ROS
('O, , O¥H,0, . ONOO", Oy)

&

()()il 00" OO’ 00N
wgggg W &&8&&%
ooH OOl OOH 00N
No net L.PO Low LPO Moderate 1.PO High LPO
( Proox /Antiox Balance) ‘ + ‘
‘ Stress Signaling  Stress Signaling Gross Structural /
Survival ‘ Metabolic Damage
Antioxidant Death Program Membrane Lysis
Induction Induction
Survival Apoptotic Death Nevrotic Death

Schema 4: Riizné trovné peroxidace lipidi ptisobenim ROS

ROS — reaktivni slouceniny kysliku, 'O, - singletovy kyslik, O;" - superoxid, ONOO -
peroxymtrzt O; - ozon, LPO - lipiperoxidace

No net LPO — mnozstvi ROS a antioxidantii je v rovhovdze

Low LPO - nizka hladina lipidovych peroxidaci, Stress Signaling — signalizace
bunécného stresu, Antioxidant induction — indukce antioxidanti, survival -
preziti

moderate LPO — prumérné mnoZstvi lipidovych peroxidaci, Death Program
Induction — program indukujici smrt, Apoptotic Death — apoptosa

High LPO — vysoké mnozstvi lipidovych peroxidaci, Gross
structural/Metabolic damage — velké strukturdlni nebo metabolické poskozeni,
Membrane Lysis — lysy membrany, Necrotic Death - nekrosa buriky
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Neenzymova peroxidace lipidd probihd nize popsanym zplsobem (viz. schéma 5).
Touto peroxidaci vznikaji rtizné produkty, protoze fetézce modifikovanych mastnych
kyselin se snadno $§t€pi na krat$i, napf. ethan a pentan, které vydechujeme, nebo na
malondialdehyd a 4-hydroxynonenal, které jsou toxické, pevné se vazi na proteiny a méni
jejich Zivotnost a funkci. Diky témto peroxidacim dochazi ke zméné fluidity membran a

zvysuje se jejich propustnost pro ionty [8, 39].
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Schema 5: Peroxidace nenasycenych mastnych kyselin

LH - lipid L - lipidovy radikidl, LOOe< — lipidovy alkylperoxidovy radikdl,
LOOH - lipidovy hydroperoxid

4.4.1.1 Stanoveni produkti lipidovych peroxidaci

Pro méfeni lipidovych hydroperoxidi byla v porovnéani s proteinovymi hydroperoxidy
vyvinuta celd fada metod. Jednotlivé metody se 1iSi svou specifinosti a naro¢nosti
samotného stanoveni LOOH. VétSina metod je spektrofotometrickd. Mezi nejznaméjsi
patii jodometrickd metoda, kterd je v fadé publikaci uvadéna jako referenéni metoda pro

stanoveni lipidovych hydroperoxidd [31, 40] Dalsi metody pro stanoveni lipidovych
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hydroperoxid vyuzivaji oxidaci zeleznatych iontll na Zelezité v pfitomnosti xylenolové

oranze — napf. M-PCA-FOX, HPLC, amperometrii aj.

Jodometrické stanoveni lipidovych hydroperoxidi.
Tato metoda je v celé fadé publikaci uvadéna jako referencni [41, 42, 43]. Analysa

lipidovych hyroperoxidti je provadéna v plasmé a jeji podstatou jsou reakce:

2 + ROOH + 2H — I, + ROH + H;0
L+ 28,05" — 2 T+ S406%

Lipidy jsou z plasmy extrahovany ethylacetatem. Plasmu okyselime na pH 3,5 a ptiddme
destilovany ethylacetat, ktery obsahuje antioxida¢ni Cinidlo butylovany hydroxytoluen
(BHT). Organickou fazi rozpoustédel promyjeme ImM kyselinou chlorovodikovou a
vysu$ime pod proudem dusiku. Odparek rozpustime v ethanolu a pfiddme smés kyseliny
octové a methylchloridu v poméru 3:2 a vodny roztok KI. Poté inkubujeme ve tmég,
pfidame 0,35 % roztok CdCl,, centrifugujeme a prométfime absorbanci pfi 353 nm. Ve

stejné kyveté pak stanovime mnozstvi uvolnéného I, zpétnou titraci pomoci Na,S,0s.

Stanoveni lipidovych hydroperoxidu reakci Fe*'s xylenolovou oranzi
Principem této metody je oxidace Zeleznatych iontd lipidovymi hydroperoxidy na
zelezité. Zelezité ionty pak tvoii v kyselém prostiedi komplex s xylenolovou oranzi, jehoz

koncentraci miizeme stanovit pfi 560 nm [40].

LH + OH - L +H,0

L' + ‘0, - LOO

LOO' + LH — LOOH + L

LOOH + Fe' — Fe** + OH + LO
LO" +Fe**+H' — LOH +Fe**

Fe** + XO — Fe-XO

Na zéklad¢ tohoto reak¢niho schematu byla vyvinuta celd fada metod, které byly pouzity
pro méfeni lipidovych hydroperoxidii. Jednotlivé metody se vzajemné li§i jen malo. Lisi se
v typu a koncentraci pouzité kyseliny [40mM H,SO4, 25mM H,SO; — metoda FOX,
250mM H,S0Os4, HCl a HCIO4 — metoda PCA-FOX a M-PCA-FOX (methanol—perchloric
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acid—ferric—xylenol orange)], koncentraci a pfiddvanym mnozstvim xylenolové oranze a
Zeleznatych ionti. Nékteré metody stanovuji mnozstvi lipidovych hydroperoxidd v séru,
jiné v plasmé [44, 45, 46, 47].

Stanoveni produkti lipidovych peroxidaci (malondialdehydu) pomoci TBA [42]
Lipidové peroxidace, jak uz bylo feceno, jsou jednou z pfi€in buné€ného poskozeni.
Nenasycené mastné kyseliny jsou peroxidovéany, pfi€emz mj. vznikaji i aldehydy jako
napt. malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxy-2-trans-nonenal (4-HNE), dale pak
hydroperoxidy, lipofusciny aj. [48, 49]. Malondialdehyd je jednim z nejéastgji
publikovanych markerd lipidovych peroxidaci v plasmé. Nejcastéji se stanovuje
v pfitomnosti kyseliny 2-thiobarbiturové (2-TBA). Tuto metodu vyvinul v roce 1959 A.
Ottolenghi. Malondialdehyd tvofi s 2-TBA stabilni barevny komplex MDA-TBA,, ¢ehoz

se vyuziva pii spektrofotometrickém stanoveni [41]:

[+]
i S SH
¢H 4N, -OH  OM_N

i rd

M, +2 [ N - N me 2C i N H
g"l x}&. ,& \/ ) 'C‘ nox + 2 20
i 0" N g on oH

Reakce probéhne kvantitativné po hodinové inkubaci pfi 100 °C, poté je vznikly
komplex extrahovan do butanolu a jeho koncentrace stanovena spektrofotometricky pti
532 nm [49]. Kyselina 2-thiobarbiturovd poskytuje s MDA rizové zbarveny komplex;
s dal$imi slou¢eninami (aldehydy, Zlu€ova barviva) poskytuje komplexy zbarvené Zluté az
oranzové, které stanoveni MDA rudi. Proto se pfi vypoétu celkové koncentrace MDA
v plasmé pouziva tzv. Allenovy korekce. Méfeni probiha pfi tfech vinovych délkéach (485,

532, 560) nm, z nichz vypocteme korigovanou absorbanci Akor [50, 51]:
Axor = As3z2 — [(Ase0-A4ss)*0,63 + Ayss]

Stanoveni malondialdehydu pomoci HPLC

Dal$i metodou pouzivanou pro stanoveni malondialdehydu je HPLC [52, 53]. Stanoveni
volného MDA v biologickych vzorcich, buiikdch a bunénych frakcich pomoci HPLC je
Casové nenarotné (10-15 minut) a specifické v porovnani svySe zminénou
spektrofotometrickou metodou. Pomoci této metody mizeme detekovat i velmi mala

mnozstvi MDA ve vzorku.
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Roztok nebo suspenzi, kterd obsahuje MDA, okyselime na pH 6,5-8 a separujeme
pomoci HPLC. Detekci provadime spektrofotometricky pfi 270 nm, kde ma MDA své
absorpéni maximum. Malondialdehyd identifikujeme porovnanim eluéniho ¢&asu

s referenénim chromatogramem standardu. [54, 55, 56].

Amperometrické stanoveni lipidovych hydroperoxidi [57].

Tato metoda je zalozena na méfeni katodického proudu, ktery vznikd pfi
elektrochemické reakci ferricinia. Ferricinium vznikd oxidaci ferrocenu lipidovymi
hydroperoxidy. Metodu provadime v cele s tfielektrodovym systémem, ktery zahrnuje
uhlikovou pracovni elektrodu, Ag/AgCl referen¢ni elektrodu a platinovou pomocnou
elektrodu. Cela strielektrodovym systémem je naplnéna pufrem s0,ImM
ferrocenkarboxylovou kyselinou. V okamziku, kdy do cely pfiddme vzorek, zatiname
zaznamenavat narist reduk¢éniho proudu.

Tato metoda je citlivd, rychld a neni ovlivnéna jinymi hydroperoxidy. Nevyhodou této
metody je citlivost na pH a pfitomnost kysliku, ktery se také redukuje na pracovni

elektrodé.

Obrazek 1: Ferrocen CigHjoFe

Stanoveni a-tokoferolu pomoci HPLC

Alfa-tokoferol patfi mezi nizkomolekularni endogenni antioxidanty stejné jako askorbat
(vitamin C); je to antioxida¢ni latka pfitomnd v membranach diky svému lipofilnimu
charakteru. Pfi peroxidaci lipidi se peroxidy pfemeéni na radikaly LOO’, které zneskodni
glutathionperoxidasa. Pfi reakci LOO" a a-tokoferolu se a-tokoferol méni na tokoferylovy

radikal, ktery je v3ak stabilng;jsi, tudiz pro organismus méné skodlivy [8].
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Principem metody je extrakce a-tokoferolu z plasmy systémem rozpoustédel ethanol :
voda : hexan v poméru 1 : 1 : 1 a nasleduje analysa vrchni organické faze pomoci HPLC

s fluorescencni detekci pti 390 nm. Jako mobilni faze slouzi hexan/1% ethanol [58, 59].

Stanoveni lipidovych hydroperoxidii pomoci fluorescence

Tato metoda je zaloZena na oxidaci dichlorfluorescinu lipidovym hydroperoxidy na
dichlorfluorescein. Je to metoda velmi citlivd, umoZiiuje detekovat mald mnozstvi LOOH
[60].

4. 4.2 Proteinové hydroperoxidy

Prestoze je vétSina publikaci zaméfena na stanovovani lipidovych hydroperoxidd,
v poslednich letech vznikla celd fada praci, které poukazuji, Ze i proteinové peroxidace
maji velky vyznam [32]. Majoritni postaveni pfi proteinovych peroxidacich ma OH". Tyto
radikaly mohou byt generovany y-zafenim, redukci peroxidu vodiku v pfitomnosti Fe®*

nebo Cu?*, nebo reakci ozonu s fenolickymi latkami [61].

PH+Ox — P’ +Red

P '+ 0, - POO°

P+ 0, —» POO

POO '+ PH —- POOH+ P’

POO + H'— POOH

POO’ + X' -----> terminaéni reakce

P — protein, Ox — oxidacni ¢inidlo, Red — redukovand forma Ox, X' - jiny radikal

Proteiny reaguji s OH" a daldimi ROS za vzniku proteinového radikalu, ktery miize
v dal§im kroku reagovat s kyslikem nebo superoxidovym radikalem O, za vzniku POO" a
POO’. Proteinovy peroxid-radikal (POO’) ma pomérné dlouhy polocas Zivota; reaguje
priibéh fetézové reakce, dojde pii reakci POO™ s jinym POO’ nebo reakcis H'.

Proteinové peroxidy mazeme rozdé€lit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi POOH, u

nichz je peroxidova skupina navézana na a-uhliku. Tyto peroxidace jsou vyvolany ROS a

.....
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a-hydroperoxidy tvoti asi 90 % v3ech vzniklych POOH. Jejich vznik je zndzornén ve
schematech 6 a 7 [62].

~NH = CH == C(0)~

R

~NH= C — C{0)~
|

R
2-Carbon radical ~NH= CH ==C(0)-

R
o,

(o]0}
! OOH
~NH = C ==C(O)- H* i
| \ ~NH = C = C{O)~
R - e |
x-Carbon One-electron oxidation R
peroxyi radical a-Carbon hydroperoxide

One-electron reduction
2-Carbon alkoxy! radical

~NH = CH = C(0)~

|
R

-NH= CH —C(0)-
$
-

Side-chain carbon radical

Schéma 6:Vznik proteinovych a-hydroperoxidii

-NH-CH-C(0) - = schematické zndzornéni aminokyseliny vazané v peptidické vazbé proteinu
!

R

a-Carbon radical = o-uhlikovy radikdl — radikdl na uhliku vedle funkcni skupiny;
a-Carbon peroxyl radical = a-uhlikovy peroxidovy radikdl — peroxidovy radikdl navdazany
na uhliku vedle funkcéni skupiny; One-electron oxidation = oxidace jednim elektronem;
a-Carbon hydroperoxide = a-uhlikovy hydroperoxid — peroxidova skupina navdzand na
uhliku vedle funkcni skupiny; One-electron reduction = redukce jednim elektronem; Side-
chain carbon radical = uhlikovy radikdl na postrannim retézci.
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Do druhé skupiny patfi proteinové hydroperoxidy, které maji peroxidovou skupinu

navazanou na jiném uhliku nez a. Tvoti asi 10 % vSech POOH a vznikaji pfi reakci s Oz a

ROS.

~NH = CH =—C(0)-

I
R

~NH = CH =—C(0)~
$ ~NH = CH =—C(0)-~
-c |
I R
Side-chain radical

0,
~-NH= CH = C(O})~
-NH = CH = C(0)- $
$ H* - C - OOCH
. 1
= =00 - A Side-chain hydroperoxide
i One-electron oxidation
Side-chain

peroxyl radical
One-electron reduction

Side-chain alkoxyl radical

~NH - ('ZH - C(O)~ NH= C —C(0)-
|
R R
z-Carbon backbone radical

Schema 7: Vznik proteinovych hydroperoxidi, které nemaji peroxidovou skupinu

vazanou na a uhliku

-NH-CH-C(0) - = schematické zndzornéni aminokyseliny vazané v peptidické vazbé proteinu
!
R

Side-chain radical = radikdl na uhliku, ktery se nenachdzi primo vedle funkcni skupiny,
radikdl na jiném nez a-uhliku, Side-chain peroxyl radical = peroxidovy radikdl -
peroxidovy radikdl navazany na jiném neZ a-uhliku, One-electron oxidation = oxidace
Jjednim elektronem, Side-chain hydroperoxide = hydroperoxid, jehoZ peroxidova skupina
je navazanda na jiném uhliku nez a-uhliku, One-electron reduction = redukce jednim
elektronem, Side-chain alkoxyl radical = uhlikovy radikdl na postrannim retézci, a-Carbon
backbone radical = a-uhlikovy radikdl — radikdl na uhliku vedle funkcni skupiny.
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Proteiny jsou castymi terCi volnych radikald; jejich poSkozeni je Easto spojeno
s pozménénou funkci iontovych pump. Nejlast&ji se toto podkozeni tyka Na'/H' a
Na'/Ca®" transportert, které byvaji inaktivovany redukci -SH skupin. Zména koncentrace
bunééného kalcia ma vliv na intraceluldrni proteolysu. Véapenaté ionty se v cytosolu
hromadi, dochézi k aktivaci proteas a fosfolipas a ke zm&nam membranového potenciélu
[8]. Do dvou hodin mize dojit k bunééné smrti. Oxidace iontovych transportéri byly
studovany ve vztahu k ischemii, srde¢ni arytmii, Alzheimerové chorobé a diabetu mellitu
[16, 38, 63].

4.4.2.1 Stanoveni proteinovych hydroperoxidii

Pro stanoveni celkového mnoZstvi POOH bylo v porovnani s lipidovymi hydroperoxidy
vyvinuto vyrazné¢ mén¢ metod, které maji ve vétsin€ ptipadl spektrofotometrickou detekci.
Prvnim krokem je odstranéni lipidové slozky, a nasledujici stanoveni je modifikaci metod

ptivodné vyvinutych pro stanoveni produktt lipidovych hydroperoxidaci.

Stanoveni proteinovych hydroperoxidi reakci Fe*'s xylenolovou oranzi

Pomoci této reakce, kdy reaguji Zelezité ionty a xylenolovd oranz, miZzeme mé¥it
proteinové hydroperoxidy v krevnim séru a to az po odstranéni lipidové slozky séra. Na
tomto principu je zaloZzena napf. metoda G-PCA-FOX (guanidine—perchloric acid—ferric—
xylenol orange) pro méieni proteinovych hydroperoxidd. Proteinové hydroperoxidy oxiduji

pridavané Zeleznaté ionty na Zelezité, které nasledné reaguji s xylenolovou oranzi [31].

POOH + Fe¥ — Fe*'
Fe©' + XO — Fe-XO

Koncentraci komplexu Fe-XO stanovime spektrofotometricky pfi 560 nm a z ni vypoétem

koncentraci proteinovych hydroperoxidi [40].

MéFeni proteinovych hydroperoxidi systémem Cu2+/neocupr0in
Tato metoda je zaloZena na redukci Cu* proteinovymi hydroperoxidy na Cu’. M&dné
ionty tvofi barevny komplex s neocuproinem (2,9-dimethyl-1,10-fenantrolin) — jehoz

absorbanci mtizeme méfit pfi 450 nm [64].
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4.5 Konjugované dieny

Jednim z dalSich velmi cCastych cilovych molekul RONS jsou vicenenasycené mastné
kyseliny (PUFA, Polyunsaturated Fatty Acids), které jsou soucasti membranovych
fosfolipidl. Pod vlivem RONS dochézi k lipoperoxidaci molekul PUFA. Lipoperoxidace je
sled chemickych reakci, pfi kterych RONS odebiraji H* z molekuly PUFA, dochézi ke
zméné pentadienového uspotradani dvojnych vazeb a vzniku konjugovanych diend. Vétsina
konjugovanych dient tvoficich se v organismu vznika lipoperoxidaci kyseliny linolové
nebo jejich esterd.

Konjugované dieny velmi snadno reaguji s kyslikem za vzniku peroxylového radikalu
(LOO"), ktery atakuje dal3i fetézce PUFA, odebira jim H* a tim dochazi ke vzniku dalsich
lipidovych hydroperoxidt. Lipoperoxidaci kyseliny linolové nebo jejich esteri vznikaji
hydroperoxidy s konjugovanym sytémem dvojnych vazeb. Jejich hydrolysou vznikaji
toxické aldehydy jako napf. MDA a 4-HNE, alkoxyradikaly a nizkomolekularni tékavé
uhlovodiky (pentan, hexan).

Toxické aldehydy MDA a 4-HNE reaguji se skupinami -SH a -NH; bilkovin, vznikaji
intramolekularni a intermolekularni vazby a dochazi k tzv. zesitovani bilkovin, méni se

jejich chemicka struktura i funkce.

4. 5. 1. Stanoveni konjugovanych dieni

Konjugované dieny (CD) jsou jednim z produktd lipidovych peroxidaci nenasycenych
mastnych kyselin [65]. Konjugované dieny stanovujeme v mikrosomech nebo LDL
v ptitomnosti EDTA [58, 66].

Metoda pro stanoveni CD v LDL je zaloZena na jejich precipitaci ze séra pomoci
heparin — citratového pufru. Precipitované LDL rozpustime ve fysiologickém roztoku a
lipidy extrahujeme smési chloroform:methanol (2/1 v/v), inkubujeme 10 minut za
ob&asného michani pfi laboratorni teploté. Poté pfidame destilovanou vodou a promyjeme.
Spodni organickou vrstvu vysuSime pod proudem dusiku. Odparek rozpustime

v cyklohexanu a koncentraci CD stanovime spektrofotometricky pfi 234 nm [67,68].
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5. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo:
1. Zavést metody stanoveni lipidovych hydroperoxidi (metoda M-PCA-FOX) a
proteinovych hydroperoxidi (metoda G-PCA-FOX) do laboratorni praxe lipidové
laboratofe IV. Interni kliniky 1. lékaiské fakulty a VFN.

2. Vramci klinické studie zaméfené na sledovani oxida¢niho stresu u kriticky
nemocnych v septickém stavu stanovit koncentrace lipidovych a proteinovych
hydroperoxidii a konjugovanych dienti v séru septickych pacienti a u dvou

kontrolnich skupin pacienttli bez znamek sepse.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Parametry klinické studie

Pro klinickou studii byly odebirany krevni vzorky 3 skupin sledovanych osob. Prvni
skupina sestdvd z pacientd, ktefi byli hospitalizovdni na jednotce intensivni pée a
koronarni jednotce IV. interni kliniky 1. LF UK a byla u nich diagnostikovana sepse.
Druha skupina je tvofena kriticky nemocnymi pacienty, kteti byli taktéz hospitalisovani na
JIP nebo koronarni jednotce IV. Interni kliniky 1. LF UK a nebyl u nich diagnostikovan

septicky stav. Posledni sledovanou skupinou jsou ambulantni kontroly.

6.1.1. Kriteria vybéru pacientii
Skupina 1: septicti pacienti:

Pacienti, ktefi byli hospitalisovani na JIP nebo koronarni jednotce IV. Interni kliniky
1. LF UK VFN, u nichz byla diagnostikovéna sepse. Tito pacienti byli vybirani na zdkladé
kazdodenniho screeningu vSech pacientd.

1) vstupni kriteria:
a) priznaky spojené s definici sepse [5, 6].
teplota vy3$3i nez 38 °C nebo nizsi nez 36 °C
srde¢ni frekvence > 90 tepli/min
dechové frekvence > 20 dechli /min nebo parcialni tlak CO, <32 mm Hg
pocet bilych krvinek > 12 000 bunék/mm? nebo > 10 % nezralych bunék.
b) ptitomnost infekce (lokalisovana infekce, event. positivni hemokultura)
definovand CDC (Centres for Disease Control).
c) APACHE II skore (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) vyssi
nez 10.
2 ) wlucéovaci kriteria:
a) zavedend terapie antioxidanty (farmakologické davky vitaminu C,
vitaminu E, alopurinolu, N-acetylcysteinu)
b) diabetes mellitus
¢) generalisované tumory
d) imunosuprese, chemoterapie

e) chronicka dialysa
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U piijatych septickych pacientd byla v pribéhu prvnich 48 hodin hospitalisace
sledovana koncentrace CRP v séru a pokud nedoslo v tomto ¢asovém intervalu k jejimu

vyznamnému zvyseni (A = 60 mg/l), byla dana osoba ze studie vyloucena.

Casovy plan odbéru krve u kriticky nemocnych pacienti v sepsi
Prvni odbér krevniho vzorku byl proveden poté, co byla u pacienta diagnostikovana
sepse. Druhy odbér byl proveden po 7 dnech od dne, kdy byla sepse diagnostikovana. Tieti

odbér byl proveden po odeznéni pfiznaki sepse viz schema 8:

CAS (dny)

|

PFiznaky sepse Odeznéni

sepse pFiznakii sepse
| : ODBER KREVNICH VZORKU
SKUPINA SKUPINAV SKUPINA
VZNIK SEPSE PROBIHAJICi SEPSE ODEZNENi SEPSE

Schema 8: éasovy plan odbéru krve u kriticky nemocnych pacienta v sepsi

Tabulka S: Charakteristika kriticky nemocnych pacienti v sepsi

‘ y APACHE 1l CRP ZDROJ
PACIENT | POHLAVI VEK SKORE (mg/l) INFEKCE

S001 M 79 12 28 kanylova sepse
S002 M 37 11 347 pankreatitida
S003 F 83 16 62 plice
S004 M 6l 20 86,3 plice
S005 M 79 14 134 plice
S006 F 84 28 133 plice,urosepse
S007 M 61 15 105 kanylova sepse
S008 F 74 28 461 urosepse
S009 F 54 12 30,2 tenké stfevo
S010 M 66 14 185,5 plice
SOl1 F 64 23 332 plice
SO012 M 76 18 149 plice
S013 M 41 22 316 pankreatitida

SO001-013 - septicti pacienti v poradi podle prijeti do studie, APACHE I skore - Acute
Physiologic And Chronic Health Evaluation, CRP - C-reaktivai protein (mg/l séra), zdroj
infekce - misto primdrni infekce
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Skupina 2: Kriticky nemocni pacienti bez pFiznaki sepse:
1) Vstupni kriteria: odpovidajici hodnoty APACHE II skore, pohlavi a véku (£ 5 let)

vzhledem ke skupiné kriticky nemocnych pacientt v sepsi

2) Vylucovaci kriteria: a) ptiznaky sepse dané definici
b) ptitomnost infekce (lokalisovand infekce, event. positivni
hemokultura) definovana CDC kriterii
¢) pfitomnost n€kterého z vylucovacich kriterii skupiny pacientt
s diagnosou sepse

Tabulka 6: Charakteristika skupiny neseptickych kontrol

PAROVA
PACIENT | POHLAVi VEK Al;;%%’;jjn (S.l;}:) SEPTICKA
OSOBA
NKO001 M 84 14 4,8 S 001
NK002 M 37 13 8 S 002
NK003 F 81 17 <2 S 003
NK009 F 54 13 43 S 009
NKO010 M 66 17 17,4 S 010

NK 001-010 - neseptické kontroly ke skupiné kriticky nemocnych pacieniu, APACHE II
skore - Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation, CRP - C-reaktivni protein
(mg/l séra)

Skupina S: Ambulantni kontroly:
1) vstupni kritéria: a) stejné pohlavi jako septicky pacient

b) shodny vék +5 let

2) Vylucovaci kritéria: a) zavedend terapie antioxidanty (farmakologické davky
vitaminu C, vitaminu E, allopurinolu, N-acetylcysteinu)
b) chronicka dialysa
¢) diabetes mellitus
d) generalisované tumory

€) imunosuprese, chemoterapie

38




Tabulka 7: Charakteristika skupiny ambulantnich kontrol

' ] CRP PAROVA
PACIENT | POHLAVI VEK mgny | SEPTICKA
OSOBA

AK001 M 80 10,1 S 001
AK002 M 34 8,1 S 002
AK003 F 78 3,2 S 003
AK004 M 60 <2,0 S 004
AK005 M 80 5.8 S 005
AK006 F 80 3.8 S 006
AK007 M 59 2,1 S 007
AK008 F 77 <2, S 008
AK009 F 56 <20 S 009
AK010 M 68 <20 S 010
AKO11 F 69 2,2 S 011
AK012 M 78 11,0 S012
AKO13 M 36 <2,0 S013

AK 001-013 - ambulantni kontroly, CRP - C-reaktivni protein (mg/l séra)

Do klinické studie, ktera byla zapocata dne 1. fijna 2005, bylo celkem zafazeno 13
pacientt s klinickymi pfiznaky sepse, z toho 8 muzid a 5 Zen ve vékovém rozmezi 37 —
84 let, ktefi byli hospitalisovani na JIP a korondrni jednotce IV. Interni kliniky
1. 1ékarské fakulty a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

Druhy odbér byl proveden celkem u 11 pacientd, z toho bylo 7 muzi a 4 Zeny ve
vékovém rozmezi 37 — 83 let, 2 pacienti zemieli.

Treti odbér byl proveden pouze u 9 pacientli, z toho bylo 5 muzi a 4 Zeny ve
vékovém rozmezi 41 — 83 let, 2 pacienti zemfeli.

Do druhé skupiny byli zafazeni celkem 3 kriticky nemocni muzi a 2 Zeny
hospitalisovani na JIP, u kterych nebyly diagnostikovany pfiznaky sepse. Do této
skupiny byli vybirani pacienti vzdy s ohledem na pohlavi a stafi septického pacienta.

Posledni tfeti skupina je tvofena ambulantnimi kontrolami odpovidajiciho véku a
pohlavi viici septickym pacienttim.

Po stanoveni diagnostickych parametrti pro klinickou studii byl pacientim v sepsi
odebran krevni vzorek na zpracovani séra (srazliva krev), plasmy a krevnich bunék.
V prubéhu studie byly k septickym pacientim hleddny vhodné ambulantni a neseptické

kontroly.
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6. 2 Material a metody

6. 2.1 Pouzité chemikalie a pFistroje

1. Pouzité chemikalie pro stanoveni lipidovych hydroperoxidu
chloroform s 4 mM BHT: (chloroform: Penta, CR, BHT: Sigma USA)
navazka: 0,0882 g BHT rozpusténo ve 100 ml chloroformu
uskladnéni: uzaviratelna sklenéné tmava nadoba se zabrusem
na 250 mi
skladovatelnost: 3 mésice pti 8 °C
methanol s 4 mM BHT: (methanol: Chromservis, CR, BHT: Sigma USA)
navazka: 0,0882 g BHT rozpusténo ve 100 ml methanolu
uskladnéni: uzaviratelna sklenéné tmava nadoba se zabrusem
na 250 ml 4mM BHT
skladovatelnost: 3 mésice pii 8 °C
kyselina chlorista — 110 mM: (Penta, CR)
4,726 ml 70% kyseliny chloristé rozpusténo v 500 ml
destilované vody
uskladnéni: uzaviratelna sklenéna svétla nadoba se zébrusem
na 500 ml
skladovatelnost: 3 mésice pri 8 °C, mozno i déle
kyselina chlorista - 2,093 M: (Penta, CR)
17, 99 ml 70% kyseliny chloristé rozpusténo ve 100 ml
destilované vody
uskladnéni: uzaviratelna sklenénéa nadoba se zabrusem
na 250 ml
skladovatelnost: 3 mésice pfi 8 °C (v lednici mozno i
déle)
Xylenolova oranz — XO 5mM: (Sigma, USA)
navazka: 0,019 g XO rozpusténo v 20 ml destilované
vody
uskladnéni: uzaviratelna sklenéné naddoba na 20 ml

skladovatelnost: 3 mésice pii 8 °C
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Siran Zeleznato —amonny — SmM: NH eSO, .12 H,O (Spolek pro chemickou a hutni
vyrobu, Narodni podnik Praha, CR)
navazka: 0,098 g siranu Zeleznato—amonného rozpusténo v
50 ml destilované vody
uskladnéni: uzaviratelna sklenéné nadoba
skladovatelnost: 1h v uzaviené nadobé pii 8°C
Trifenylfosfin— TPP — 10M: (Sigma USA)
navazka: 0,0053 g TPP rozpusténo ve 20 ml chloroformu
uskladnéni: uzaviratelna sklenénd svétla nadoba se
zabrusem na 20 ml

skladovatelnost: 3 mésice pii 8 °C

2. Pouzité chemikilie pro stanoveni proteinovych hydroperoxidi:
Kyselina chlorista 0,5M: 4,76 ml 70% kyseliny chloristé doplnit do 50 ml destilovanou
vodou
uskladnéni: uzaviratelna sklenéné naddoba se zabrusem na 100 ml
skladovatelnost: 3 mésice pfi 8 °C, mozno i déle
Kyselina chlorista 0,2M: 3,81 ml 70% kyseliny éhloriste’ doplnit do 100 ml destilovanou vodou
uskladnéni: uzaviratelna sklenéna nadoba se zdbrusem na 100 ml
skladovatelnost: 3 mésice pii 8 °C, mozno i déle
Guanidin hydrochlorid 6M: (Sigma USA)
navazka: 28,66 g rozpusSténo v 50 ml destilované vody
uskladnéni: uzaviratelnd tmava nadoba na 100 ml se zdbrusem
skladovatelnost: 1 mésic pii 8°C
Dithionicitan sodny 0,01M: (Sigma USA)
navazka: 0,87 g rozpusténo v 50 ml destilované v
uskladnéni: uzaviratelnd tmavé nadoba se zabrusem
skladovatelnost: 3 mésice pfi 8 °C

Xylenolova oranz - XO S5SmM, chloroform s 4 mM BHT, siran Zeleznato —amonny — SmM

3. Pouzité chemikalie pro stanoveni konjugovanych dieni:
Fysiologicky roztok: NaCl

navazka: 9 g NaCl rozpustime v 1 litru destilované vody
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uskladnéni: uzaviratelna nadoba z irého skla

skladovatelnost: 3 tydny pfi 8 °C

Pufr citrat — heparin (pH 5,05): citrat sodny (Sigma, USA)
heparin (Zentiva a.s., CR)
navazka: 3,678 g citratu sodného rozpustime v 196 ml
destilované vody, pfidame 2 ml heparinu a pomoci
kyseliny chlorovodikové upravime pH 5,05
uskladnéni: uzaviratelna nadoba z irého skla
skladovatelnost: 3 tydny pii 8 °C

Cyklohexan (Chromservis s.r.o., CR)

4. Pristroje pro méreni:
Spektrofotometr: Ultrospec 111 (Pharmacia LKB Biotechnology, Svédsko)
pH metr: PHM 62 standard pH meter (Radiometr Kopenhagen, Déansko)
Vidhy: digitalni analytické vahy MC1 Analytic AC 120 S (Sartorius, Némecko)
Centrifugy: typ MPW-341 a MPW-310 (Mechanika Precyzyjna, Polsko)
typ K23D (Janetzki, Jena, Némecko)
Uprava destilované vody: reversni osmosa MILLI-RO60 water purification system
(Millipore, USA)
TFepacka: Micro-Shaker type 326 m (Premed, Polsko)
Kyvety: LABO-MS, spol. s r.o. (CR)

6. 2. 2 Preanalytické zpracovani vzorki

1. Priprava plasmy:

Po odebrani krve do vacutainerti s antikoagulaénim cinidlem K,EDTA vzorek
transportujeme v ledové lazni. Krevni buiiky oddélime od plasmy do 2 h po odbéru
centrifugaci v pfedem vychlazené centrifuze na 4 °C pfi 3500 rpm po dobu 7 minut.

Plasmu rozpipetujeme do zkumavek podle Eppendorfa a skladujeme pfi teploté -80 °C.

2. Isolace erytrocyti

Po oddéleni plasmy od cervenych krvinek tyto buriky opatrné promyjeme 3x
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vychlazenym fysiologickym roztokem v poméru 1:15, centrifugujeme 7 min pti 3500 rpm.

Po centrifugaci odstranime supernatant, promyté cervené krvinky rozpipetujeme do

zkumavek podle Eppendorfa a skladujeme pfti -80 °C.

3. Priprava séra:

Po odebrani krevniho vzorku do vacutainerti bez antikoagulaéniho Cinidla, nechame

krev 30 minut stét pfi laboratorni teploté, ¢imz docilime Gplné koagulace krve. Poté sérum

separujeme v predem vychlazené centrifuze na teplotu 4 °C po dobu 7 min. pfi 3500 rpm.

Sérum oddélime od krevnich bunék a rozpipetujeme do zkumavek podle Eppendorfa po

650 pl a 450 pl a zamrazime do 1 h po odebréani vzorku. Sérum pro stanoveni proteinovych

a lipidovych hydroperoxidii skladujeme pfi -80 °C po dobu 14 dnd.

Tabulka 8: zpracovani krevniho vzorku pro pFipravu séra

UCHOVAVAN |cENTRIFU |MATE- [PARVAT avikvor  [skLapo-|, 0 oo
PO ODBERU |-GACE RIAL ALIKVOTU (ul) VANI
bezbarva/2 150 -80 °C | nitrity/nitraty
, 250 + 25 .
modra/2 10% EDTA -20°C CD
30 min stani ’Z min, ' bezbarva/2 300 -80 °C PON
25 °C 3500 rpm, |]sérum
25°C Zlutd/2 250 -80 °C VR
zelend/2 650 POOH
-80 °C
zelend/2 650 LOOH
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Tabulka 9: Zpracovani krevniho vzorku pro pfipravu plazmy a erytrocyti

UCHOVA- BARVA/
vaNipo | TENTRC maT. | POCET ALIRYOT ISKEAD0L anaLyT
ODBERU ALIKVOTU (nh)
bezbarva/2 100 -80 °C [ Nitrotyrosin
modré/1 1000 -20°C | Profil MK
Plasma
zelend/2 500 -80 °C | Fosfolipidy
Ziuta/3 200 kapal,ny Homocystein
dusik
Odbérnaled] = . bezbarva/2 100 GR
7 min,
aokamZitd {3500 rpm,
. 4°C bezbarvé/2 250 GPX
centrifugace
bezbarvé/2 250 +goc |CAT
RBC
bezbarva/2 350 SOD
500
bezbarva/2 |+ 100 6% CH;COOH GSH/GSSG
+ 400 sulfosalicyl. k.
zelend/2 500 -80 °C | Fosfolipidy

6. 2. 3 Princip stanoveni lipidovych a proteinovych hydroperoxidi

Stanoveni lipidovych hydroperoxidi metodou M-PCA-FOX a proteinovych
hydroperoxidi metodou G-PCA-FOX je zaloZeno na jejich reakci s Fe?* a néasledném
spektrofotometrickém stanoveni koncentrace Fe** ve formé& komplexu s xylenolovou
oranzi. Xylenolové oranz je do reakéniho roztoku pfiddana v nadbytku. Stechiometrie této
reakce za daného experimentélniho usporadani je v poméru 1 : 1 [31]. Oxidace Fe®* na
Fe’* ve slepé zkousce, kterd je individudlni pro kazdy vzorek, je potladena v ptipadé
lipidovych hydroperoxidii pfidanim definovaného mnozstvi trifenylfosfinu (TPP)
v chloroformu, v pfipadé proteinovych hydroperoxidii pomoci dithioni¢itanu sodného.
Trifenylfosfin a dithioniCitan sodny redukuji peroxidové skupiny lipidi a proteind. Ze
zmény absorbance vypofteme pomoci molarniho extinkéniho koeficientu koncentraci

proteinovych i lipidovych hydroperoxidt.
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LOOH + Fe** — Fe* + LO" + OH
POOH + Fe** — Fe** + PO + OH

6.2.3.1 Stanoveni koncentrace lipidovych hydroperoxidi metodou
M-PCA-FOX

Lipidové hydroperoxidy stanovujeme v séru, které bylo zamrazeno do 2 hodin po
odebrani krevniho vzorku a skladovéno pfi teploté -80 °C nejdéle 14 dni. Mnozstvi

lipidovych hydroperoxidi stanovujeme spektrofotometricky pfi 560 nm.

1. Extrakce lipidi:

Do zkumavky podle Eppendorfa (2,5 ml) odpipetujeme 200 pl séra, pfidame 900 pl extrakéni
smési (CHCl; a CH3;OH 2:1 s 4mM BHT) a tfepeme 5 min. Po dal§im 5 min sténi
centrifugujeme pfi 11500 rpm po dobu 6 min. Po centrifugaci odebereme 500 pl spodni

chloroformové vrstvy, pfeneseme do dalsi zkumavky a vysu§ime proudem N pfi 40 °C.

2. Stanoveni lipidovych hydroperoxidii:

K vysu$enému extraktu pfiddme reagencie podle rozpisu v tab.10.

Tabulka 10: Reagencie pro stanoveni lipidovych hydroperoxidi

REAKCNI ROZTOKY VZOREK BLANK
Chloroform s 4mM BHT 250 pl 250 pl
Metanol s 4mM BHT 460 pl 460 pl
Kyselina chlorista 2,093M 41 pl 41 pl
Xylenolové oranz SmM 30 pl 30 pl
Fe™ 5mM 20 ul 20 pl
Trifenylfosfin 0,1M 0 pl (ptiddme 20 pl CHCI3) 20 pul

Po pridani ptisludnych roztokd nechdme inkubovat 1 hodinu pfi laboratorni teploté a pak

zméfime zménu absorbance pfi 560 nm.
3.Vypocet koncentrace lipidovych hydroperoxidi

Vypocet koncentrace provedeme pomoci Lambertova — Beerova zékona s vyuzitim

publikovaného molarniho extinkéniho koeficientu £ = 51200 [dm*/(mol*cm)] [31].
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6. 2. 3. 2 Stanoveni koncentrace proteinovych hydroperoxidi

metodou G-PCA-FOX

Proteinové hydroperoxidy stanovujeme v séru za stejnych podminek jako lipidové

hydroperoxidy spektrofotometricky pti 560 nm.

1. Extrakce proteinii:

Do zkumavky podle Eppendorfa odpipetujeme 100 pl séra, proteiny srazime 500 pl
0,2M HCIO4 a 10 min nechame stat v ledové lazni. Poté centrifugujeme pfi 11500 rpm po
dobu 6 min. Odstranime supernatant, proteinovou slozku rozpustime v 1100 ul 6M GuHCI,
pfidame 1100 pl CHCI; s 4mM BHT, protiepeme a odebereme 850 pul horni vodné féze.
K 850 pl vodné faze priddme 850 ul CHCl; s 4mM BHT, protfepeme a odebereme 700 pl
vodné faze, ktera je zbavena moznych lipidovych komponent. Pfi odebirani horni vodné
faze musime dbéat zvlastni opatrnosti, nebot’ i nepatrné mnozstvi organické faze mize

znehodnotit cely vzorek.

2. Stanoveni proteinovych hydroperoxidi:

K proteinovému extraktu v 6M GuHCI (700 pl) pfiddme reagencie podle rozpisu v tab. 11.

Tabulka 11: Reagencie pro stanoveni proteinovych hydroperoxidi

REAKCNI ROZTOKY VZOREK BLANK
Kyselina chloristd 0,5M 40 pl 40 ul
Xylenolova oranz SmM 25 ul 25 pl
Destilovana voda 25 pl 25 pl
Fe' 5smM 10 pl 10 pl
Dithioni¢itan sodny 1mM 0 pl (20 pl destil. vody) 20 ul

Po ptidani pfislusnych roztokd zamichdme a nechame inkubovat 1 hodinu pti laboratorni

teploté a zméfime zménu absorbance pfi 560 nm.
3.Vypocet koncentrace proteinovych hydroperoxidi

Vypocet koncentrace provedeme pomoci Lambertova — Beerova zdkona s vyuZzitim

publikovaného molarniho extinkeniho koeficientu € = 35900 [dm3 /(mol*cm)] [31].
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6.2.4 Stanoveni konjugovanych dient

Konjugované dieny stanovujeme v séru, do kterého bylo pfidano 10 % objemu 10%
Na,EDTA. Sérum skladujeme zamrazené pfi teploté -20 °C po dobu tfi tydnti. Celkovou

koncentraci konjugovanych dient stanovime spektrofotometricky pfi 234 nm.

1. PFriprava precipita¢niho pufru:
V 196 ml destilované vody rozpustime 3,764 g citratu sodného (Na3;CsHs0O-), pfidame
2 ml heparinu (5000 Ul/ml) a pomoci kyseliny chlorovodikové upravime pH na 5,05.

2. Precipitace

Do sklenénych zkumavek odpipetujeme 110 pl séra s Na,EDTA, pfiddme 1 ml
precipitaniho pufru a dobfe zamichame. Po desetiminutové inkubaci v temnu pfi
laboratorni teploté centrifugujeme 10 minut pfi 2800 rpm. Odebereme supernatant a
okamzit¢ pridame 100 pl fysiologického roztoku, ve kterém rozmichame vzniklou
srazeninu. Pfiddme 1500 ml extrakéni smési (CHCl; a CH3OH 2:1 s 4mM BHT) a diikladné
promichdme. Nechdme stat 10 minut pfi laboratomni teploté za ob¢asného promichani. Po 10
minutich pfiddme 250 ml destilované vody, zamichdme a centrifugujeme 5 min pfi 2800 rpm.

Poté odebereme 800 pl spodni organické vrstvy a vysusime proudem N pfi 40 °C.

3. Méreni:
K odparku pfiddme 300 pl cyklohexanu, promichdme a b&éhem nejkrat§siho mozného
Casového intervalu proméfime zménu absorbance vzorku pti 234 nm proti Cistému

cyklohexanu.
4. Vypoéet koncentrace konjugovanych dieni

Vypocet koncentrace provedeme pomoci molarniho extinkéniho koeficientu

£ = 29500 [dm*/(mol*cm)] podle vzorce:

c=Ax300/2,95 x 1,375 [umol/l]
Ciselné koeficienty (300, 2.95, 1.375) zohlediiuji fedéni, & a piepodet objemu.
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6. 2. 5. Stanoveni Kklinicko-biochemickych parametri vzorku

Stanoveni klinicko-biochemickych parametrd vzorkii bylo provedeno Centréalni

laboratofi Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1.LF UK a VFN.

Stanoveni C-reaktivniho proteinu

Kvantitativni stanoveni CRP v séru se provadi imunoturbidimetrickou metodou pomoci
komeréné dostupného kitu K-ASSAY CRP (Kamiya Biomedical Company, USA) na
automatickém analysatoru Hitachi Modular (Japonsko). Reakci specifické kozi protilatky
proti lidskému CRP vznikd stimto proteinem precipitat imunokomplexu. Na ¢&asticich
precipitatu dochazi k rozptylu svétla. Mnozstvi CRP je pfimo umémé stupni turbidity
v kyveté, ktery se méfi jako nardst optické hustoty pfi 340 nm a 700 nm. Referencni

rozmezi: 0,0 - 7,1 mg/l, vy$8i koncentrace ukazuje na pfitomnost infekce nebo zénétu [20].

Stanoveni koncentrace celkového, HDL a LDL cholesterolu

Koncentrace celkového cholesterolu v séru se stanovuje enzymatickou metodou
pomoci soupravy BIO-LA-TEST CHOLESTEROL 2500 (Pliva-Lachema, CR) na
automatickém analysatoru Cobas Mira (Roche, Svycarsko) p¥i 500 nm.

Koncentrace HDL-cholesterolu se stanovuje v supernatantu po selektivni precipitaci
lipoproteinu LDL sraZecim roztokem (kyselina fosfowolframovd, chlorid hofeénaty) ze
soupravy BIO-LA-TEST HDL-CHOLESTEROL (Pliva-Lachema, CR) stanovuje stejnou
enzymatickou metodou jako koncentrace celkového cholesterolu.

Fysiologické rozmezi koncentrace celkového cholesterolu v séru je u osob od 15 do
40 let 3,10 — 5,20 mmol/l a u osob nad 40 let 3,83 — 5,80 mmol/l. Fysiologické4 koncentrace

HDL cholesterolu v séru je u muzd 1,10 — 1,40 mmol/l, u Zen 1,30 — 1,60 mmol/1 [20].

6. 2. 6 Statistické zpracovani vysledki

Statistické hodnoceni vysledki bylo provedeno pomoci téchto statistickych programi:
SigmaStat verse 3.1 (SysStat Software Inc. CA, U.S.A.), MiniTab (MiniTab Inc. PA, US.A)) a
GraphPrism (GraphPad Software, CA, U.S.A.). Statistickd vyznamnost ziskanych vysledkd byla
uréena Studentovym-Newmanovym-Keulsovym testem (t-test) v programu SigmaStat. Za
statisticky vyznamné byly povazovany rozdily na hladin¢ p <0,05. Korelace (Pearsoniv
koeficient) mezi stanovanymi parametry byly provadény v programu MiniTab. Koneéna

graficka presentace vysledki vznikla s pomoci programti MiniTab a Microsoft Excel.
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7 VYSLEDKY
Metody M-PCA-FOX a G-PCA-FOX byly vypracovany podle prace Gaye a Gebickiho

[31]. P¥i zavadéni metody bylo zjisténo, ze vysledky muze ovlivnit fada faktori, a proto

bylo nutné metodu optimalisovat.

7.1 Optimalisace podminek pro stanoveni lipidovych

hydroperoxidi metodou M-PCA-FOX

Vliv teploty a skladovani materialu
Pfi stanoveni stability lipidovych hydroperoxidd v krevnim séru jsme se zaméfili na
zmény jejich koncentraci v zavislosti na teploté skladovani (pti 4°C, -20 °C a -80 °C) ana

délce skladovani (po dobu 1 az 35 dni).

Tabulka 12: Vliv teploty a délky skladovani na koncentraci LOOH

Doba 1:iskladnéni 4°C I Tepl_ozt:; c:lCSkladnen[l -80 °C
(dny) Koncentrace LOOH [pmol/de]
1 3,20 + 0,02 3,22 +£0,03 3,24 £ 0,02
2 1,72 £ 0,02 2,81 + 0,01 3,15+ 0,01
3 1,05 + 0,03 2,72 £ 0,03 3,13+ 0,01
4 0,83 + 0,05 2,70 + 0,02 3,13 +0,02
5 0,75 £ 0,03 2,66 + 0,03 3,15+ 0,03
6 0,69 + 0,01 2,60 = 0,01 3,13+ 0,01
7 0,66 + 0,05 2,51 £ 0,02 3,13+ 0,01
14 0,48 + 0,02 1,59 + 0,02 3,12 +£0,03
21 0,42 + 0,01 0,75 £ 0,04 2,93 + 0,02
28 0,39 + 0,04 0,54 + 0,02 2,06 + 0,06
35 0,37 £ 0,02 0,44 + 0,05 2,10 + 0,04

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze 3 namérenych hodnot + SEM

PFi méfeni stability LOOH se ukézalo, Ze nejvhodnéj$i podminky pro skladovani materialu jsou
je teplota -80 °C a doba maximalné 14 dni. Pfi teploté -20 °C doslo k poklesu koncentrace
LOOH jiz po jednom dni o 12,7 %, po 14 dnech pak o 50,5 %. Pfi teplot€ 4 °C doslo k poklesu

koncentrace 0 46,2 % jiZ po jednom dni.

Vliv rozpoustédla pro trifenylfosfin na absorbanci blanku a vzorku LOOH
Trifenylfosfin se v polarnich rozpoustédlech prakticky nerozpousti. Trifenylfosfin hraje

dtlezitou roli v blankovém vzorku, brani oxidaci Zeleznatych iontli na Zelezité, které by se
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nasledné vézaly na xylenolovou oranz a tvofily tak barevny komplex. NaSim cilem bylo sniZit

absorbanci blankového roztoku na minimum a to pouZitim rtiznych organickych rozpoustédel:

Tabulka 13: Vliv rozpoustédla pro trifenylfosfin na absorbanci blanku a vzorku
lipidovych hydroperoxidi

Rozpoustédlo A (560) blanku=A (560) vody A (560) vzorku— A (560) blanku |
methanol 0,300 = 0,01 0,055 + 0,01
ethanol 0,266+ 0,01 0,094 + 0,02
chloroform 0,220 + 0,02 0,139 + 0,02
diethylether 0,260 + 0,01 0,100 + 0,01
heptan 0,226 + 0,01 0,119 + 0,01
cyklohexan 0,240 £ 0,02 0,104 + 0,02
dichlormethan 0,250 + 0,01 0,111 +0,01
aceton 0,236 = 0,01 0,125 + 0,02
n-hexan 95" 0,266 + 0,01 0,091 £ 0,10
propanol 0,242 + 0,02 0,117 £ 0,01

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze 3 namévenych hodnot + SEM

Z tabulky 13 vyplyva, Ze nejvhodnéj§im organickym rozpoustédlem pro piipravu

roztoku TPP, ktery v blankovém roztoku bréni oxidaci zeleznatych iontli na Zelezité, je

chloroform. Po pfidani tohoto roztoku do blankového vzorku je absorbance nejniZsi.

Nejméné vhodnym rozpoustédlem pro TPP je methanol.

Vliv koncentrace trifenylfosfinu na absorbanci blanku a vzorku LOOH

Vliv koncentrace TPP byl sledovan pro 0,001M; 0,01M; 0,1M; 0,5M roztoky TPP v

chloroformu; vysledky ukazuje tab. 14.

Tabulka 14: Vliv koncentrace trifenylfosfinu na absorbanci blanku a vzorku
lipidovych hydroperoxidi

Koncentrace
trifenylfosfinu v
chloroformu [mol/dm’]

A (560) blanku — A (560) vody

A (560) vzorku — A (560) blanku

0,001 0,283 £ 0,01 0,070 £ 0,02
0,01 0,270 + 0,02 0,080 + 0,02
0,1 0,246 + 0,01 0,111 + 0,01
0,5 0,269 + 0,01 0,090 + 0,01

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze tFi namérenych hodnot + SEM

Z tabulky 14 vyplyva, ze 0,1M TPP je pro stanoveni koncentrace LOOH nejvhodnéjsi.

Absorbance blankl s niz§im obsahem TPP jsou vy3$i, ¢imz dochazi ke sniZeni citlivosti

metody. Absorbance blanku s 0,5M TPP v chloroformu je vy$$i neZz blanku s 0,1M TPP,
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coz miiZe byt zplisobeno Zlutym zbarvenim pfi vy$8ich koncentracich TPP.

Vliv koncentrace Kkyseliny chloristé na stanoveni koncentrace LOOH
Pro dosazeni co nejvy$si citlivosti metody jsme sledovali zavislost absorbance na
koncentraci kyseliny chloristé pfi konstantni koncentraci Zelezitych iontd 12,44 uM a

vinové délce 560 nm [31]. Zavislost je uvedena v grafu 1.

Graf 1: Absorbance komplexu Fe**-xylenolova oranZ p¥i riiznych koncentracich
Kyseliny chloristé.
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Z grafu 1 je zfejmé, Ze nejvhodnéj$i koncentrace kyseliny chloristé v prostiedi, ve
kterém stanovujeme koncentraci LOOH, je v souhlase s literaturou 110 mM. P#i niZ§i nebo
vy&8i koncentraci kyseliny chloristé dochazi k poklesu absorbance. Hodnota pH reakéniho
prostiedi ma vyznamny vliv na stanoveni LOOH. Aby zistal zachovan objem vzorku,
upravili jsme koncentraci zdsobniho roztoku kyseliny chlorist¢ na 2,093M oproti

literarnimu 0daji, ktery doporuéuje koncentraci 2M [31].
Vliv BHT v extrakéni smési na stanoveni lipidovych hydroperoxidi

V dostupné literatufe jsme nasli rizné nazory na pfidavéni antioxidacniho Einidla BHT

do methanolu a chloroformu. Néktefi autofi tvrdi, ze pfidavek BHT do reakéni smési neni
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nutny, protoZe neovliviiuje mnoZstvi naméfenych hydroperoxidu {67]. Druhéd €ast autora
naopak tvrdi, ze ptidani BHT do rozpoustédel je nezbytné nutné [31]. Tyto dva nazory

jsme se v nasi studii pokusili oveéfit.

Tabulka 15: Vliv BHT na celkové mnozZstvi lipidovych hydroperoxida

A (560) blanku — A (560) vody A (560) vzorku — A (560) blanku
v pritomnosti BHT 0,245 + 0,01 0,093 + 0,02
bez pritomnosti BHT 0,268 + 0,01 0,121 +£ 0,01

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér ze t¥i namérenych hodnot + SEM

Z piedchozi tabulky je zfejmé, Ze antioxidacni Cinidlo BHT mé& vyznamny vliv na
mnoZstvi LOOH. V piitomnosti BHT jsme naméfili niz8i absorbance blankového vzorku i
niz§i koncentraci LOOH. Z toho miZeme usoudit, Ze BHT chrani vzorek pted moZnou

propagaci radikélové reakce.

Stanoveni reprodukovatelnosti metody M-PCA-FOX

Pied zavedenim metody M-PCA-FOX do laboratorni praxe jsme stanovili
reprodukovatelnost dané metody. Zvolili jsme krevni vzorek septického pacienta a k nému
vékem a pohlavim odpovidajici krevni vzorek zdravé kontroly. U obou pacientti jsme

stanovili mnozstvi LOOH 10x a ur€ili smérodatnou odchylku naseho méfeni.

Tabulka 17: Reprodukovatelnost metody M—PCA-FOX

Zdrava kontrola Septicky pacient

Vzorek A ¢ [pmol/l] Vzorek A ¢ [pmol/l]
V1 0,056 1,09 V1 0,129 2,52
V2 0,061 1,19 V2 0,130 2,54
V3 0,051 0,99 V3 0,125 2,44
V4 0,060 1,17 V4 0,123 2,40
V5 0,550 1,07 V5§ 0,127 2,48
Vé 0,056 1,09 Vé 0,122 2,38
v7 0,059 1,15 v7 0,127 2,48
\%.] 0,060 1,17 \4:] 0,129 2,52
V9 0,053 1,04 V9 0,130 2,54
V10 0,049 0,96 V10 0,126 2,46
pramér 1,09 prumér 2,48

SD (RSD) 0,062 (3,26) SD (RSD) 0,045 (1,8)

Hodnoty RSD 3,26 % resp. 1,8 % ukazuji na dobrou reprodukovatelnost metody a

vhodnost jejiho pouziti pro nasi studii.
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7.2 Optimalisace podminek pro stanoveni proteinovych

hydroperoxidi metodou G-PCA-FOX

Vliv teploty a skladovani materidlu
Pfi stanoveni koncentrace proteinovych hydroperoxidi v zévislosti na teploté a délce
skladovani jsme zvolili teploty -80 °C, -20 °C a +4 °C, pri kterych jsme sledovali zménu

koncentrace POOH v zavislosti na ¢ase.

Tabulka 18: Vliv teploty a délky skladovani na koneénou koncentraci proteinovych

hydroperoxidi
Teplota uskladnéni
Doba uskladnéni 4°C | -20 °C ] -80 °C
(dny) Koncentrace POOH [umol/dm3]
1 3,56 £ 0,01 3,56 + 0,02 3,56 + 0,01
2 2,03 0,01 3,01 = 0,01 3,49 + 0,01
3 1,65 + 0,01 2,85 £ 0,02 3,48 + 0,01
4 0,99 £ 0,02 2,80 £ 0,02 3,49 + 0,01
5 0,91 + 0,01 2,72 £ 0,01 3,48 + 0,03
6 0,87 + 0,01 2,51+ 0,02 3,47 £ 0,02
7 0,79 = 0,01 2,30 £ 0,01 3,47 £ 0,01
14 0,77 + 0,02 1,19 +£ 0,03 . 3,45+ 0,01
21 0,71 + 0,01 0,86 + 0,04 3,31+ 0,01
28 0,69 £ 0,05 0,78 + 0,02 2,74 + 0,03
35 0,64 = 0,03 0,67 + 0,06 1,99 + 0,04

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze t¥i naméfenych hodnot + SEM

Pfi méfeni stability POOH se stejné¢ jako v ptripadé¢ LOOH ukézalo, ze nejvhodnéjsi
teplota pro uskladnéni materialu je -80 °C a doba maximalné 14 dni. Pfi teploté -20 °C
doslo k poklesu koncentrace POOH jiz po jednom dni o 15,5 %, po 14 dnech pak az o0 66,6 %.
Pfi teploté 4 °C doslo k poklesu koncentrace 0 43 % jiZ po jednom dni.

Vliv koncentrace dithionicitanu sodného na absorbanci blanku a vzorku POOH
Dithioni¢itan sodny mé pfi stanoveni POOH obdobnou ulohu jako TPP pti stanoveni
LOOH. Vliv jeho koncentrace byl sledovan pro 0,001M; 0,01M; 0,1M roztoky. Vysledky

jsou uvedeny v tab. 19.
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Tabulka 19: Vliv koncentrace dithioni¢itanu sodného na absorbanci blanku a
vzorku proteinovych hydroperoxidi

Koncentrace Na,S;04

[mol/dm’] A (560) blanku — A (560) vody A (560) vzorku — A (560) blanku
0,001 0,190 + 0,02 0,120 + 0,01
0,01 0,149 = 0,01 0,115 < 0,02
0.1 0,146 0,01 0,123 £ 0,01
0,5 0,148 + 0,01 0,119 + 0,01

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze 3 namérenych hodnot + SEM

Z tabulky 19 je zfejmé, ze 0,01M roztok dithioni¢itanu sodného postaéi k Gplné redukci

POOH, ¢imz se zabrani nezddoucimu snizeni naméfenych hodnot. K redukci LOOH jsme

museli pouzit roztok TPP, ktery mél 10x vy$3i koncentraci.

Vliv BHT v extraké¢ni smési na stanoveni proteinovych hydroperoxidi

Butylhydroxytoluen je jednim z antioxidac¢nich Cinidel, které brani nasledné propagaci

volnych radikdli a tim nekontrolovatelné tvorbé dalSich volnych radikali ve vzorku.

Vzhledem k rozdilnym nazortim autord dostupné literatury na ptidavani BHT do reaké&nich

¢inidel jsme ovéfili vliv BHT i na mnozstvi POOH méfenych metodou G-PCA-FOX .

Tabulka 20: Vliv pfidani BHT do methanolu a chloroformu na celkové mnoZstvi
proteinovych hydroperoxidi

A (560) blanku — A (560) vody

A (560) vzorku — A(560) blanku

v pritomnosti BHT

0,176 + 0,01

0,118 + 0,02

bez pritomnosti BHT

0,193 + 0,01

0,154 + 0,02

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze t¥i naméfenych hodnot + SEM

Z tabulky 20 je patrné, ze ve vzorku, do kterého nebyl pfidin BHT, doslo k nartistu

absorbance o 23 %. Samotna absorbance blanku se také nepatrné zvysila. Z tohoto diivodu

miizeme usuzovat, ze i BHT se svymi antioxidaénimi G¢inky podili na redukci

proteinovych hydroperoxidovych skupin v blanku.

Stanoveni reprodukovatelnosti metody G-PCA-FOX

Pred zavedenim metody G-PCA-FOX do laboratorni praxe bylo nutné urcit jeji

reprodukovatelnost.

Pouzili

jsme stejné  krevni

vzorky jako u

stanoveni

reprodukovatelnosti metody M-PCA-FOX. Vysledky ukazuje tab.21.
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Tabulka 21: Reprodukovatelnost metody G-PCA-FOX

Zdrava kontrola Septicky pacient

Vzorek A ¢ [pmol/l] Vzorek A ¢ [pmol/l]
V1 0,076 1,48 V1 0,155 3,02
V2 0,07 1,37 V2 0,159 3,11
V3 0,08 1,56 V3 0,16 3,13
V4 0,083 1,62 V4 0,157 3,07
V5 0,072 1,41 V§ 0,161 3,14
V6 0,069 1,35 Vo6 0,149 2,91
V7 0,081 1,58 V7 0,153 2,99
V8 0,077 1,5 \4:] 0,155 3,02
A\ 0,079 1,54 V9 0,16 3,13
V10 0,085 1,66 V10 0,158 3,09

priumér 1,51 primér 3,06

SD (RSD) 0,085 (5,6) SD (RSD) 0,061 (1,99)

Hodnoty RSD 5,6 % resp. 2,0 % ukazuji na dobrou reprodukovatelnost metody a vhodnost

jejiho pouziti pro nasi studii.
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7.3 Stanoveni koncentrace produktu lipidovych a proteinovych

peroxidaci v klinické studii

7. 3.1 Charakteristika sledovaného souboru

Mezi sledované parametry osob jsme zahrnuli vék, pohlavi, intensitu odpovédi na zanét
(CRP), zéavaznost sepse (APACHE II skore), celkovou koncentraci cholesterolu,
koncentraci HDL a LDL cholesterolu (viz tab. 22). Do klinické studie bylo zafazeno 13
septickych pacientti, jejichz v€kovy primér byl 66,1 let (8 muzl, 7 Zzen). K nim byly
vybrany vhodné neseptické kontroly (primérny vék 64,4 let) a ambulantni kontroly
(prémérny veék 65,8 let). Parovani osob ve skupinach bylo provedeno na zékladé pohlavi,
véku a hodnoty APACHE II skore. U septickych pacientti byl krevni vzorek odebiran 3x
(1. odbér — v okamziku, kdy byla diagnostikovéna sepse, 2. odbér — 7 dni od 1.odbéru, 3.
odbér — po odeznéni sepse). Treti odbér byl proveden pouze u 8 pacientti, ktefi se uzdravili.
Pét pacientil zemfelo.

Koncentrace CRP byla nejvy3si u septickych pacientii v ramci 1. odbéru. Béhem 2.
a 3. odbéru jeji hodnota klesala v zavislosti na zlepSovani celkového zdravotniho stavu.
Koncentrace CRP se béhem 3. odbéru blizila k hodnotdm ambulantnich kontrol.

Koncentrace celkového cholesterolu u pacientl v sepsi pfi 1. odbéru byla o 33 % nizsi
nez pii 3. odbéru (p < 0,001); v porovnani s ambulantnimi kontrolami byla signifikantn&
snizena u vSech odbéri (p < 0,001).

Koncentrace HDL a LDL cholesterolu byly u pacienti vsepsi v porovnani
s ambulantnimi kontrolami také signifikantné snizeny b&hem vsech tfi odbéri. Obé
koncentrace vzristaly v zavislosti na positivnim vyvoji zdravotniho stavu pacienta. (viz
tab. 22).
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Tabulka 22:

a ambulantnich kontrol

Klinicko-biochemické parametry septickych pacienti, neseptickych

PARAMETR SI SI11 SIII AK NK
pocet osob 13 11 8 13 5
pohlavi (m/Z) 8/5 8/5 8/5 8/5 3/2
vék 66,1 + 15,20 66,1 + 15,20 66,1 + 15,20 65,8+ 16,10 | 64,4+ 19,50
APAC,HE 11 17,9+ 5,9 nehodnoti se nehodnoti se nehodnoti se 14,8 £2,10
skore
CRP 182,23 + 137,71 76,81 + 72,89 14,30 £ 5,93 4,25+3,24 46,4 + 73,35
Celkovy
cholesterol 2,95 £ 0,75+ 3,30 £1,10%*%* | 440+ (0,98*** 5,58 £1,15 4,60+ 1,19
(mmol/l)
HDL (mmol/l) 0,64 £ 0,27%** 0,63 + 0,27%** 0,93 +£0,28* 1,40 + 0,40 1,17+ 0,23
LDL (mmol/l) 1,68 £ 0,61 *** 1,68 £ 0,92%* *™* | 273 +0,72* 3,54 £ 0,84 2,31+ 1,35

SI - sepse 1. odbér, SII - sepse 2. odbér, SIII - sepse 3. odbér, AK - ambulantni kontroly,
NK - neseptické kontroly, CRP - C-reaktivni protein, HDL - HDL cholesterol, LDL - LDL
cholesterol, APACHE II skore - Acute Physiologic And Chronic Health Evaluation, * p < 0,05 vs
AK, *** p < 0,001 vs AK, p <0,05vs SIII, " " p < 0,001 vs SIIL

7. 3.2 Koncentrace lipidovych hydroperoxidi

V tab. 23 je uvedeno srovnani koncentrace LOOH u pacienti v sepsi, kriticky
nemocnych pacienti a ambulantnich kontrol. U pacientd v sepsi (1. odbér) byla
koncentrace LOOH v porovnani sambulantnimi kontrolami signifikantné zvy3Sena
(p <0,001), stejné jako u druhych a tfetich odbérd (p < 0,001). Signifikantni rozdil byl
pozorovan i ve skupiné septickych pacientG pfi prvnim (SI) a tietim (SIII) odbéru
(p <0,001). Rozdil v koncentraci LOOH mezi skupinou septickych pacientti (1. odbér) a
skupinou neseptickych kontrol byl také signifikantni (p < 0,05), ale v ptipadé této skupiny

pacientdi bychom méli zohlednit maly pocet osob, ktery byl ve skupiné NK sledovén.

Tabulka 23: Koncentrace lipidovych hydroperoxidi v séru

SI SII SIII AK NK
LOOH (n =13) (n=11) (n=8) (n=13) (n=5)
(nmol/dm®) [ 2411 037%%* | 227+028%** | 1,53 +0,24%%* 1,17+£0,17 | 1,63 +0,28"

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér + SEM, n = pocet osob ve skupiné, LOOH ~
lipidové hydroperoxidy, SI — sepse 1. odbér, SII — sepse 2. odbér, SIII — sepse 3. odbér, AK -
ambulantni kontrola, NK — neseptickad kontrola, *** p < 0,001 vs AK, + p < 0,05 vs SI, +++ p <
0,001 vs SI

57



Korelace mezi koncentracemi lipidovych hydroperoxidii a C-reaktivniho proteinu
V grafu 2 je znazornéna korelace mezi koncentraci LOOH a CRP, ktery je jednim
z ukazatell pfitomnosti infekce v organismu a ma vyznam pii monitorovani prubéhu

nemoci. Mezi koncentraci LOOH a CRP byla nalezena positivni korelace (p < 0,0001).

Graf 2: Korelace mezi koncentracemi lipidovych hydroperoxidi a CRP
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Regression
4.0 Pd ——  95%¢Cl
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Korelace mezi koncentracemi lipidovych hydroperoxidii a HDL cholesterolu
V grafu 3 je zndzornéna korelace mezi koncentracemi LOOH u zkoumanych skupin
pacient(l a mnozstvim HDL cholesterolu. Mezi témito parametry byla prokazana negativni

korelace (p < 0,0001).
Korelace mezi koncentracemi lipidovych hydroperoxidi a LDL cholesterolu

Mezi koncentracemi LOOH a LDL cholesterolu byla prokazana negativni korelace

(p <0,0001), viz. graf 4.
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Graf 3: Korelace mezi koncentraci LOOH a HDL cholesterolu
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Graf 4: Korelace mezi koncentraci LOOH a hladinou LDL cholesterolu
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LDL - LDL cholesterol, LOOH - lipidové hvdroperoxidy, CI - interval spolehlivosti
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7. 3. 3. Koncentrace proteinovych hydroperoxidu

Tabulka 24 ukazuje srovnani koncentrace POOH u pacientd se sepsi, ambulantnich a
neseptickych kontrol. Koncentrace POOH u pacientl v sepsi byla signifikantn¢ zvy3ena pfi
1., 2.1 3. odbéru (p < 0,001, resp. <0,01) v porovnani s ambulantnimi kontrolami; klesala
s lepSicim se zdravotnim stavem pacienta. Signifikantni rozdil byl pozorovan i mezi
prvnim a tfetim odbérem ve skupiné septickych pacientti (p <0,001). Rozdil v koncentraci
POOH mezi skupinou septickych pacientti (1. odbér) a skupinou neseptickych kontrol byl
také signifikantni (p < 0,05), ale i zde bychom méli zohlednit maly pocet osob, ktery byl ve

skupiné NK sledovan.

Tabulka 24: Koncentrace proteinovych hydroperoxidiu

POOH SI SII SIII AK NK
(umolidm®) —8—13) (n=11) (n=8) (n=13) (m=5)
. 3,65+ 0,57*** | 201 +£0,33%** [ 204 +0,21*%* 1,62 +£0,2 2,43 +0,25"

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky priumér + SEM, n = pocet osob ve skupiné,
POOH - lipidové hydroperoxidy, SI — sepse 1. odbér, SII — sepse 2. odbér, SIII — sepse 3. odbér,
AK - ambulantni kontrola, NK — nesepticka kontrola, ** p < 0,01 vs AK, *** p < 0,001 vs AK,
+++ p <0,001 vs SI, + p <0,05 vs SI

Kolerace mezi koncentracemi proteinovych hydroperoxidi a C-reaktivniho proteinu
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace POOH byla u skupiny sledovanych pacientti nejvyssi
v okamziku zachytu septického onemocnéni a klesala s positivnim vyvojem zdravotniho
stavu pacienta, sledovali jsme korelaci mezi koncentracemi POOH a CRP, ktery je
ukazatelem pfitomnosti infekce v organismu.
V grafu 5 je znazornéna positivni korelace (p < 0,0001) mezi koncentracemi POOH
a CRP.
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Graf 5: Korelace mezi koncentracemi POOH a CRP
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CRP - C-reaktivai protein, POOH - proteinové hvdroperoxidy, CI - interval spolehlivosti

Korelace mezi koncentracemi proteinovych hydroperoxidii a HDL cholesterolu
V grafu 6 je znazornéna korelace mezi koncentracemi POOH u zkoumanych skupin
pacienti a mnozstvim HDL cholesterolu. Mezi témito parametry byla prokazana negativni

korelace (p <0,001).

Korelace mezi koncentracemi proteinovych hydroperoxidi a LDL cholesterolu
Mezi koncentracemi POOH a LDL cholesterolu byla prokazana negativni korelace

(p <0,001), viz. graf 7.
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Graf 6: Korelace mezi koncentracemi proteinovych hydroperoxidii a LDL cholesterolu
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LDL - LDL cholesterol, POOH — proteinové hvdroperoxidy, CI - interval spolehlivosti

Graf 7: Korelace mezi koncentracemi proteinovych hydroperoxidu a HDL cholesterolu
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7. 3. 4. Koncentrace konjugovanych dienii

Tabulka 25 ukazuje srovnani koncentrace konjugovanych dienti u sledovanych skupin
pacientd v séru u nichz byla diagnostikovana sepse (SI), ambulantnich kontrol (AK) a
neseptickych kontrol (NK). Ani u jedné z uvedenych skupin nebyla zjisténa signifikance

v porovnani s ambulantnimi kontrolami.

Tabulka 25: Koncentrace kojugovanych dieni

CD SI SII SIII AK NK
(nmol/dm®) (n=13) (n=11) (n=8) (n=13) (n=5)
n 52,94 £ 12,26 | 56,17 +17,96 | 55,76 16,51 | 60,34 = 11,44 | 52,14 £ 11,65

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér + SEM, n = pocet osob ve skupiné, CD —
konjugované dieny, SI — sepse 1. odbér, SII — sepse 2. odbér, SIII — sepse 3. odbér, AK - ambulantni
kontrola, NK — neseptickd kontrola

Korelace mezi koncentracemi konjugovanych dieni a HDL cholesterolu
V grafu 8 je zndzornéna korelace mezi koncentracemi konjugovanych dienii a HDL
cholesterolu u zkoumanych skupin pacienti. Mezi témito parametry byla prokazana

negativni korelace (p < 0,001).

Korelace mezi koncentracemi konjugovanych dieni a LDL cholesterolu
Mezi koncentracemi konjugovanych diend a LDL cholesterolu byla prokézéna negativni

korelace (p <0,001), viz. graf 9.

Korelace mezi koncentracemi konjugovanych dieni a CRP
Vgrafu 10 je znazornéna korelace mezi koncentracemi konjugovanych dienli u
zkoumanych skupin pacientii a hladinou CRP. Mezi témito parametry byla prokazana

positivni korelace (p < 0,001).
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Graf 8: Korelace mezi koncentraci konjugovanych dieni a LDL cholesterolu

y = 560,9 - 78,06 x

700 A

Regression
- — 95% ClI
600 1 p < 0.001
R-Sq =0,478
500
= 400
]
300 +
200 -
100 4
T T T T I 1
0 1 2 3 4 5
CD [umol/}

LDL - LDL cholesterol CD — konjugovand dieny, CI - interval spolehlivosti

Graf 9: Korelace mezi koncentraci konjugovanych dienii a HDL cholesterolu
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Graf 10: Korelace mezi koncentraci konjugovanych dienid a hladinou CRP
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Korelace mezi koncentracemi LOOH a konjugovanych dient

Konjugované dieny jsou jednim z produktl lipidovych peroxidaci a proto byla zji§tovana
vzajemna korelace mezi koncentraci LOOH a koncentraci konjugovanych dien(i v séru
vybranych skupin pacienti. Mezi zmifiovanymi hodnotami byla nalezena positivni

korelace (p < 0,001).
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Graf 11: Korelace mezi koncentracemi LOOH a konjugovanych dieni
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7.3.5 Klinicko — biochemické parametry a produkty lipidovych
proteinovych peroxidaci v zavislosti na véku

V tabulce 26 jsou septicti pacienti, ambulantni a neseptické kontroly rozdéleni podle
véku do dvou skupin - 1. skupina vék 30 — 70 let 2. skupina vek 70 — 85 let. Po provedent
statistického zhodnoceni danych parametri jsme zjistili, Ze vék nema signifikantni vliv na
zadny ze sledovanych parametri (koncentrace LOOH, koncentrace POOH, koncentrace

konjugovanych diend.
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Tabulka 26: Koncentrace produkta lipidovych a proteinovych peroxidaci v zavislosti

na véku
VEK 30 -70 VEK 70 - 84

PARAMETR SI AK NK SI AK NK
Pohlavi (M/F) 5/2 5/2 2/1 3/3 3/3 1/1

LOOH R .

243 +04 1,18+0,08 | 1,86+0,15 | 241+ 0,3 | 1,16+022 | 1,56+0,02

(pmol/T)

POOH 367+0,62 | 1,52£0,13 | 2,7+027 | 3,62+0,46 1,9+0,52 | 2,22+0,09

(numol/l)

CD 58,99+ 122 | 64,01 £10,72 | 51,36 3,09 | 45,89 7,15 | 56,28 £ 10,3 | 53,49 £14,55
(pmol/l)

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér + SEM, LOOH - lipidové hydroperoxidy,
POOH - proteinové hydroperoxidy, CD — konjugované dieny, SI — sepse 1. odbér, AK -
ambulanini kontrola, NK — nesepticka kontrola

7. 3. 6 Klinicko-biochemické parametry v zavislosti na pohlavi

V tabulce 27 jsou uvedeny klinicko-biochemické parametry, které byly v nasi studii

zkoumany v zavislosti na pohlavi. U skupiny septickych pacienti nebyl nalezen vliv

pohlavi na zZadny ze sledovanych atribut. Ve skupiné ambulantnich kontrol (zeny) jsme

zjistili signifikantni rozdil v porovnani s ambulantnimi kontrolami (muzi) v koncentraci

LDL cholesterolu (p < 0,05) a HDL cholesterolu (p < 0,01).

Tabulka 27: Klinicko—biochemické parametry v zavislosti na pohlavi

MUZI ZENY
PARAMETR ST AK ST AK

pocet osob 8 8 5 5
APACHE 11 15,75 + 3,88 nehodnoti se 21,40 £ 7,20 nehodnoti se
CRP 168,85 £ 110,45 5,87+ 3,94 203,64 + 185,64 2,64 0,82
Cholesterol (mmol/l) 2,72 + 0,80 5,27+ 1,19 3,31 +£0,55 6,48 + 0,87
HDL (mmol/l) 0,55 +£0,29 1,13 £ 0,22 ** 0,75+ 0,19 1,79+ 0,13
LDL (mmol/) 1,44 + 0,53 3,17+0,59 * 2,08 £0,55 4,13+0,89
LOOH (pmol/l) 2,41 £0,37 1,19£0,18 2,41 0,34 1,1I3£0,13
POOH (pmol/l) 3,7+ 0,55 1,64 £ 0,24 3,56 0,55 1,59 + 0,02
CD (pmol/l) 5324+7,54 | 64,04+1279 52,45+16,28 | 44,85+18,52

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky prumér + SEM, SI - sepse 1. odbér,AK — ambulantni kontrola,
APACHE Il skore - Acute Physiologic And Chronic Health Evaluation, CRP - C-reaktivni protein,
HDL - HDL cholesterol, LDL — LDL cholesterol, LOOH — lipidové hydroperoxidy, POOH -
proteinové hydroperoxidy, CD — konjugované dieny

** p < 0,01 AK muzi vs AK Zeny, * p < 0,05 AK muzi vs AK Zeny
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7.3.7 Zkoumané parametry v zavislosti na zdroji sepse

Pro statistické vyhodnoceni parametrii v zéavislosti na zdroji sepse byla skupina 13
septickych pacienti rozdélena do dvou skupin dle zdroje infekce: plice (n = 7) a jiné
organy (n = 6). Po statistickém zpracovani uvedenych parametrii bylo zjisté€no, ze zdroj
sepse nema vliv na koncentraci produktd lipidovych peroxidaci, CRP, celkového i HDL

a LDL cholesterolu.

Tabulka 28: Zkoumané parametry a zdroj sepse

Parametr Plice Jiné organy
CRP (mg/l) 154,54 + 88,12 214,53 + 184,04
cholesterol (mmol/l) 2,94 + 0,85 2,96 + 0,70
LDL (mmol/l) 1,71 £ 0,66 1,65 £ 0,60
HDL (mmol/l) 0,62 + 0,29 0,66 + 0,28
LOOH (pmol/l) 2,33 +£0,12 2,5+0,5
POOH (pmol/) 3,68 + 0,32 3,61+0,73
CD (pmol/l) 50,75 + 8,42 55,49 + 14,46

CRP — C-reaktivni protein, LDL — LDL cholesterol, HDL — HDL cholesterol, LOOH -
lipidovy hydroperoxid, POOH — proteinovy hydroperoxid, CD — konjugovany dien

68



8 DISKUSE

Ukolem této diplomové prace bylo stanovit koncentrace produkti lipidovych a
proteinovych peroxidaci za podminek oxida€niho stresu, ktery tzce souvisel se septickym
stavem.

Studie byla zaméfena na zhodnoceni oxidacniho stresu u vybranych skupin pacientt
(septi¢ti pacienti, kriticky nemocni pacienti bez pfiznakii sepse, ambulantni kontroly).
Septiéti pacienti jsou vystaveni vyrazné zvySenému ptisobeni volnych radikald. ZvySena
zanétlivé odpovédi produkuji velké mnozstvi superoxidu; ten se méni na daldi reaktivni
slou€eniny kysliku. Dalsi pfi¢inou mize byt reperfuse (napf. béhem ischemie dochazi ke
konversi xanthin oxidoreduktasy na xanthinoxidasu, kterd ma schopnost tvofit ROS) [14].

Metoda pro stanoveni koncentrace konjugovanych dienti byla zavedena podle préce
Wielanda a Seidela [69]. Pfi stanoveni koncentrace produktd lipidovych a proteinovych
hydroperoxidt jsme vychazeli z n€kolika publikovanych praci [31, 40, 41, 44, 45, 46, 47].
Jako stéZejni jsme vybrali metodu M-PCA-FOX pro stanoveni produktd lipidovych
peroxidaci a metodu G-PCA-FOX pro stanoveni produkti proteinovych peroxidaci podle
Gaye a Gebickiho [31]. Béhem optimalisace podminek stanoveni LOOH a POOH jsme
viak zjistili, Ze nékteré parametry, které vyznamné ovliviiuji samotné stanoveni a i
nasledné mnozstvi produktt lipidovych a proteinovych peroxidaci, nebyly dostate¢né ve
zminénych pracech popsany. Tyto parametry musely byt pred zaCatkem klinické studie
upfesnény. Jednalo se o ovéfeni doby a teploty skladovéni séra, vliv rozpoustédla a
koncentrace TPP, vliv koncentrace dithionicitanu sodného, vliv koncentrace HCIO; a vliv
ptitomnosti BHT na méfené hodnoty koncentraci LOOH a POOH.

Dtive nez jsme zacali odebirat vzorky od sledovanych skupin pacienti, bylo nutné ovéFit
stabilitu stanovovanych parametri v odebraném vzorku télni tekutiny. V na$i studii jsme
ovéfovali stabilitu LOOH a POOH v séru pfi riznych teplotach a délce uskladnéni.

Vysledky ukazaly, Ze koncentrace LOOH a POOH postupné klesé v zavislosti na délce
skladovéni. Rychlost poklesu koncentrace LOOH a POOH je vyznamné ovlivnéna teplotou
skladovani. Nejvhodnéjsi teplota pro skladovani vzorki séra byla pfi -80 °C. Béhem dvou
tydnt se koncentrace LOOH a POOH meénila jen miniméalné. K vyznamnému poklesu
dochézelo az béhem 3. a 4. tydne skladovéani. Skladovéni pfi teploté -20 °C a 4 °C se

ukézalo pro skladovéni vzorkii naprosto nevhodné, dochéazelo k vyraznému poklesu hladin
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LOOH i POOH. Nepotvrdili jsme tedy vysledky jinych autori, ktefi uvadéji, ze
koncentrace LOOH je stabilni nékolik mésict pfi -80 °C [31], 1 mésic pfi -20 °C [44] nebo
nékolik mésici pfi 4 °C [40]. Pro podminky klinické laboratofe doporucujeme stanoveni
LOOH a POOH ze zamrazeného séra. Skladovéni séra doporuujeme maximélné 2 tydny
pii -80 °C.

Trifenylfosfin a dithioniCitan sodny jsou vyuzivany v blankovém roztoku k redukci
peroxidovych skupin lipidi a proteinf, které by zvySenim absorbance blanku rusily
stanoveni. Trifenylfosfin byl pouzit k redukci LOOH v nékolika publikacich [31, 46, 65].
V zadné z nich v3ak nebyl feSen problém rozpoustédla pro TPP. Trifenylfosfin je latka,
ktera se v polarnich rozpoustédlech prakticky nerozpousti. V nadi studii jsme zjistili, Ze
druh rozpoustédla TPP ma vyznamny vliv na hodnotu absorbance blanku; cilem bylo jeji
snizeni na minimum. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo se ukazal chloroform, ve kterém je

Dal§im dilezitym faktorem, ktery ma vyznamny vliv na koncentraci LOOH, je
koncentrace TTP. V jedné z publikovanych praci bylo uvedeno, ze vhodna koncentrace
TPP pro redukci LOOH v blanku je ImM [31]. Z naSich méfeni vSak vyplynulo, Ze
vhodnéjsi je 0,1M roztok TPP v chloroformu. Pfi této koncentraci je absorbance blanku
niz$i, tudiz se miZzeme domnivat, Ze tato koncentrace zajisti redukci vétsitho po¢tu LOOH.
Dals$i zvySovéni koncentrace TPP naopak vedlo k nardstu absorbance blanku. Tento jev
mizeme odidvodnit tim, Ze s rostouci koncentraci TPP v chloroformu vzristd intensita
Zlutého zbarveni roztoku, coZz ma vliv na zvyseni absorbance blanku.

Doporu¢end 1mM koncentrace dithionicitanu sodného pro stanoveni hladiny POOH
podle Gaye a Gebickiho [31] byla upravena na 10mM, protoZe pfi této koncentraci byla
opét zjist€na nejnizsi absorbance blankového roztoku. Vzhledem k hydrofilnimu
charakteru analytu jsme pracovali svodnymi roztoky. Pro redukci proteinovych
hydroperoxidi posta€ila 10mM koncentrace reduk&niho ¢inidla (dithioni¢itan sodny),
zatimco pro redukci lipidovych hydroperoxidii jsme museli pfipravit redukéni €inidlo
(TPP) o koncentraci 100mM.

Dal3i ¢asto diskutovanou otazkou v literatufe je, zda je nutné piidavat do reak&ni smési
BHT. Neé&kteti autofi zastavaji ndzor, Ze pritomnost antioxida¢niho ¢inidla BHT v reakéni
smési je nezbytna [31, 41, 46, 69], jini se ptiklangji k nazoru, Ze pfidavek BHT nem4 na
konecnou koncentraci produktd peroxidaci vliv [40, 44, 65, 70]. Z nadeho méieni

vyplynulo, Ze pfidani antioxida¢niho ¢inidla BHT do reakéni smési p#i stanovovani LOOH
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a POOH metodami M-PCA-FOX a G-PCA-FOX ovliviiuje kone¢né koncentrace LOOH a
POOH. Ve vzorku i v blankovém roztoku, do kterého bylo pfidano definované mnozZstvi
BHT, byly naméfeny niz8i absorbance. Z toho usuzujeme, ze BHT bréni propagaci a tim i
vzniku dal$ich hydroperoxida.

Dal$im, velice citlivym parametrem, na kterém jsou metody zalozené na tvorbé
komplexu zelezitych ionti s xylenolovou oranzi zavislé, je pH reakéniho prostiedi.
Publikované hodnoty pH se vzajemné lidi stejn€ jako druh kyseliny [31, 40, 41, 42, 44, 46,
65, 69, 70]. Stanovili jsme koncentraci LOOH v zavislosti na koncentraci kyseliny
chloristé a zjistili, Ze nejvhodné&jsi je koncentrace 110 mM [31, 71]. Pfi niz8ich i vysSich
koncentracich dochazelo k poklesu absorbance barevného komplexu a tim ke sniZeni
citlivosti metody. Vzhledem k tomuto faktu jsme museli upravit koncentraci zasobniho
roztoku kyseliny chloristé z ptivodni 2M [31] na 2,093M, abychom zachovali konstantni
objem méfeného vzorku.

Do klinické studie byli zafazeni pacienti v sepsi, ke kterym byly vybirdny ambulantni

kontroly a kriticky nemocni pacienti odpovidajiciho véku a pohlavi. Kriticky nemocni
pacienti museli navic spliiovat kriterium shodného APACHE II skore se septickymi
pacienty. APACHE II skore se stanovovalo pro potvrzeni probihajici sepse a pro ureni jeji
zavaznosti. APACHE II skore také umoziiuje predpovédét pravdépodobnost amrti
konkretniho pacienta [72]. Spolecn¢ s jeho hodnotou byla u pacientd stanovena
koncentrace CRP, ktery je obecné pouzivan jako indikator zanétu [26, 27]. U septickych
pacienti byly hladiny CRP zvySeny a postupné s odeznivanim pfiznaki septického
onemocnéni se navracely k fysiologickycm hodnotdm [28, 29, 30, 73]. Fysiologicka
hodnota CRP u ambulantnich kontrol slouzila jako ukazatel absence zanétu.
Podobné jako v pracech jinych autorti byly i v na$i studii plice nejcastéj$im mistem
primarni infekce. Plice jsou vstupni branou pro mikroorganismy a tudiz i velice nachylnym
organem k infekci u pacientd, ktefi jsou upouténi na lizko. Byly také jednou z pf¥i€in sepse
u pacienti s vét§im mnoZstvim primarnich lozisek infekce. Dalsi Casta loziska infekce u
sledované skupiny pacienti byla v pankreatu (2), tenkém stfevé (1) a v misté¢ zavedeni
kanyly (2).

Vramci této klinické studie jsme se zaméfili na stanoveni produktd lipidovych
a proteinovych peroxidaci u septickych pacientti, kriticky nemocnych pacienti a k nim
odpovidajicich ambulantnich kontrol. V né&kolika literarnich zdrojich jsou zhodnoceny

koncentrace POOH nebo LOOH u kriticky nemocnych pacientd nebo pacientd v sepsi [74,
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75]. Autofi téchto publikaci se shoduji, ze u kriticky nemocnych pacientli dochazi
k signifikantnimu zvy3eni hladiny hydroperoxidi v porovnani se zdravymi kontrolami, coz
je v souladu i s naimi vysledky.

Koncentrace LOOH a POOH jsou u pacientli v sepsi signifikatné zvySeny. V zavislosti
na zlep$ujicim se zdravotnim stavu pacienta dochézi k poklesu jejich hladin
k fysiologickym hodnotdam (hodnotdm u ambulantnich kontrol). Koncentrace LOOH a
POOH byly po uzdraveni septického pacienta ve srovnani se skupinou ambulantnich
kontrol jen mirné zvySeny. Koncentrace LOOH a POOH u septickych pacientli a
neseptickych kontrol se signifikantné liily, s odeznivanim sepse se k sobé& pfiblizily.
Nizky pocet neseptickych kontrol v8ak nedovoluje z tohoto nalezu vyvozovat zaveéry.

Daéle bylo zjisténo, ze koncentrace LOOH a POOH uzce souviseji s hladinou CRP.
S rostoucimi hladinami CRP se signifikantné zvySovaly i koncentrace LOOH a POOH.
Korelace mezi koncentracemi CRP a produkti hydroperoxidaci u onemocnéni spojenych
s oxidaénim stresem (kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus, aterosklerosa) byly
publikovény v fad¢ praci [76, 77, 78].

U pacientli v sepsi byla prokdzéna sniZzené hladina celkového, HDL i LDL cholesterolu
[79, 80, 81, 82]. U produktti lipidovych i proteinovych peroxidaci byla nalezena negativni
korelace s koncentracemi LDL a HDL cholesterolu. Ke snizené hladiné LDL u septickych
pacientti by mohlo dochézet diky tomu, ze lipidové, ale hlavné proteinové hydroperoxidy
oxiduji LDL. Oxidativné modifikovany apo B je signdlem pro vychytdvani ox-LDL
»Zametacimi“(scavenger) receptory [83, 84, 85]. Oxidativné modifikované LDL jsou
pohlcovany makrofagy, ty se pak méni v pénové buriky, které jsou jednou z pficin
atherosklerosy. Porudeni rovnovahy v intimé€ by mohlo byt pti€inou snizené hladiny LDL
v krvi. HDL cholesterol hraje dilezitou roli v transportu cholesterolu do jater. Na druhou
to zpisobi, ze makrofagy zacnou akumulovat cholesterol [86, 87]. Byla rovnéz popsana
schopnost LOOH a POOH inhibovat za vy$e uvedenych podminek tvorbu konjugovanych
diend [87]. Pokud by ktomuto efektu dochazelo také in vivo, mohlo by to &aste¢né
vysvétlit nesignifikantni rozdily hladin konjugovanych diend u jednotlivych skupin.

Déle jsme neprokazali zévislost koncentrace LOOH, POOH ani CD na klinicko-
biochemickych parametrech (APACHE II skore) ani na v&€ku, pohlavi ani na zdroji sepse.
U zdravych Zen jsme pozorovali vys$si koncentrace HDL i LDL cholesterolu ve srovnani

s muZi, coz je v souladu s literaturou [88].
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9 SHRNUTI

V ramci této diplomové prace jsme zavedli nové metodiky pro stanoveni lipidovych
hydroperoxidii metodou M-PCA-FOX a proteinovych hydroperoxidii metodou G-PCA-
FOX vséru a optimalisovali podminky stanoveni. Zjistili jsme maximalni dobu a
nejvhodné;jsi teplotu skladovani séra pro zmiriované metody. Upravili jsme koncentrace
jednotlivych reagencii (kyseliny chloristé, trifenylfosfinu a dithioni¢itanu sodného) tak,
aby bylo dosaZeno co nejvyssi citlivosti metody.

V klinické studii, ktera sledovala oxida¢ni stres u pacientd v sepsi, v prub&hu septického
onemocnéni a po odeznéni sepse, byly méfeny koncentrace produktd lipidovych a
proteinovych peroxidaci (LOOH, POOH a konjugovanych dient). Byl prokézan nérist
koncentrace LOOH i POOH u pacientl v sepsi, kterd klesa se zlepSujicim se zdravotnim
stavem hospitalisované¢ho pacienta. Po odeznéni sepse se hodnoty LOOH i POOH navraci
k fysiologickym hodnotdm (naméfenych u ambulantnich kontrol). Hladiny konjugovanych
diend nevykazaly zadné zmény.

Byly zjistény positivni korelace mezi LOOH i POOH a CRP. Negativné korelovaly
LOOH i POOH s koncentracemi celkového, HDL a LDL cholesterolu. Nebyla zji§téna
zavislost hladin LOOH, POOH ani konjugovanych dient na pohlavi, véku, pivodu sepse,
ani na zavaznosti septického stavu.

Rozhodnout, zda lze zavedenych metod vyuZzit jako daldich parametrti podrobnéjsi
analyzy septickych stavii (s ohledem na moznost terapeutické intervence) a diagnostiky
sepse, bude mozné pouze po dostate€ném rozsifeni jednotlivych skupin. Za soucasného
stavu nemiZeme rozdily hodnot mezi septickymi pacienty a odpovidajicimi neseptickymi

kontrolami povazovat za prikazné.
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