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Abstrakt

Nadorova onemocnéni patii mezi nejzavaznéj§i zdravotni problémy dne$ni doby.
Hledani novych indikatorti pro rozpoznani pocatku onemocnéni je klicovou ulohou dnesniho
vyzkumu. Je znamo, ze oxidacni stres souvisi s nerovnovahou mezi koncentraci prooxidantt a
antioxidacnich mechanismu. Navic se ukazuje, Ze tyto zmeény jsou velmi vyznamné u
patofyziologii kriticky nemocnych pacientd. Pfimé meéfeni reaktivnich kyslikovych radikalt
nebo markerd oxidacniho stresu je v klinické mediciné stale obtizné. Hladina oxidativniho
stresu je sledovana jako zména antioxidacni aktivity nebo alternativné jako antioxidacni
status.

Prace bude zaméfena na spektrofotometrické stanoveni antioxidacni aktivity a
markert signalizujicich poskozeni organismu. K ziskani experimentalnich dat bude vyuzivano

automatizovaného fotometrického analyzatoru. Data budou statisticky zpracovana.

Klicova slova

antioxida¢ni aktivita, metody méfeni antioxidacni aktivity, oxidacni stres, rakovina, nadory
détského veéku



Abstract

Tumour disease belongs to one of the most serious health problems of our time.
Finding of new indicators to recognise the beginning of the illness is the key role for today‘s
research. Oxidative stress is known to be related to the disharmony between the prooxidant
concentration and antioxidant mechanisms. Moreover, it is shown that these changes are very
important for patients. Further it appears that these changes are very significant with path
physiologically critically ill patients. Direct measuring of the reactive oxygen radicals or
oxidative stress’ markers is still very hard in clinical medicine. The oxidative stress’ level is

watched as the change of the antioxidant activity or alternatively as the antioxidant status.

Work is focused on the spectrophotometric fixing of the antioxidant activity and
markers signalising the damage of organism. The automated photometric analyzer is going to

be used to gain the experimental data. Data will be processed statically.

Keywords

Antioxidant aktivity, methods determine to antioxidant aktivity, oxidative stress, cancer,
tumours in children
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1 Uvod

Rakovina predstavuje druhou nejvyznamnéj§i pfi¢inu Gmrti a nemocnosti po
kardiovaskularnich onemocnénich v Evropé€, v roce 2004 bylo vice nez 3 miliony novych
ptipadd a atkoli 40% umrti na rakovinu lze zabranit, mortalita stoupa. V Ceské republice byl
zaznamenan rostouci trend onemocnéni plic, kone¢niku a tlustého stieva. Jednim z divodu je
to, ze délka Zivota se neustale zvysuje a vétSina nadora je Castéjsi u starnouci populace. Vétsi
vyznam ma globalni problém nezdravého zivotniho stylu. PfedevS§im uzivatelé tabakovych
vyrobku a alkoholu tvofi populaci s vysokym rizikem rakoviny a predstavuji 40% z celkového
poCtu onemocnéni. Spolu s obezitou, nevhodnou stravou a nedostatkem fyzické aktivity
procento onemocnéni rakovinou v disledku nezdravého zivotniho stylu vzroste na 60% [24].
V ramci primarni prevence tedy existuje mnoho pozitivnich krokd snizujici pravdépodobnost

onemocnéni.

Statistiky pfeziti rakoviny ukazuji, ze klicovym faktorem pro snizeni mortality a
zlepSeni prognézy pacienti je dualezita zejména vCasna diagnostika. Hledani novych
indikatord k dfivéjsimu a presnéjSimu zachyceni onkologickych onemocnéni je cilem
soucasnych vyzkumd, protoze vétSina pacientl je v Casnych stadiich rakoviny asymptoticka.
K dispozici je jen malo klinickych testt, které jsou efektivni, navic byvaji Casto invazivni a
omezené jen na nékolik malo typt rakoviny. Jako indikatory rakoviny byly navrzeny
genetické markery. Nejznaméj$i a Siroce vyuzivany je prostaticky specificky antigen PSA pro
diagnostiku rakoviny prostaty z krevnich testl, dale BRCA1 a BRCA2 u karcinomu prsu a
CDHI pro karcinom zaludku [2]. Uzitenym nastrojem v urceni spravné diagndzy a zvoleni
nejvhodnéj§i 1éCby je chromozomalni analyza (cytogenetika). Zakladnim principem této
metody je skuteCnost, Ze chromozomalni aberace a patognomické genetické zmény
charakterizuji urcité nadory. Tato technika umoziuje vysetfovat nadorové buriky na urovni
jednotlivych bazi. Proteomicka analyza nadorovych bun€k je vyuzivana k hledani novych
biomarkert, které umoziuji upfesnéni prognodzy u onkologickych pacienti a predikci 1éCby
[12]. Pro urcité druhy rakoviny je specifické, ze nekteré jejich metabolické a signalni drahy
jsou abnormalné aktivované nebo deaktivované. Nadorova buiika mé zvySenou aerobni
glykolyzu na ukor oxidativni fosforylace, je schopna prezit za podminek hypoxie a zvysen¢ho

oxidacniho stresu. Tato bakalafska prace je zaméfena na spektrofotometrické stanoveni



antioxidacni aktivity a marker( signalizujicich poskozeni organizmu. Vyznamnou roli ve
vzniku nadorovych onemocnéni ma i oxidacni stres souvisejici s nerovnovahou volnych
radikald a antioxida¢nich mechanismua. V klinické medicin€ je pfimé stanoveni reaktivnich
kyslikovych radikali nebo markerti oxida¢niho stresu stale obtizné. Velka cast je vénovana
analyze a interpretaci takto ziskanych informaci a jejich moznému vyuziti ke stanoveni
vhodnych terapeutickych postupt, diagnostice akutnich komplikaci protinadorové 1écby a
prevenci zajiSténou dispenzarizaci pacientd patfici do rizikovych skupin ohrozenych

snadnéjS$im vznikem nadorového onemocnéni [8].

V bakalarské praci nebyly na navrh konzultanta prace a po schvaleni vedouciho prace
stanovovany  polyfenolické  latky, nebot’ stanoveni antioxidacni aktivity

se ukazalo byt zna¢né rozsahlou problematikou.
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2 Historie vyzkumu rakoviny

Nazev rakovina (,,cancer®) je odvozen od latinského slova oznacujiciho kraba, protoze
tohoto Zivoticha starym Rekam piipominaly vyb&zky $edé hmoty nadoru (fecky: karcinos =
krab, onkos = rak). Z feckych kotent je také odvozen termin onkologie. Jako prvni popsali
rakovinu athénsky lékat Hippokrates a Galén, ktefi ji povazovali za vysledek zanétu
zpusobeny ,.Cernou zluci“. Historie vyzkumu je proto nesmimé dlouha a obsahuje tfi

vyznamné kroky.

Za prvé bunéCnou teorii, ktera se rychle rozvijela s objevenim mikroskopu a
vyslovenim teorie butiky Theodorem Schvannem roku 1838. Jeji hlavni stoupenec byl Rudolf
Virchow, popularizator aforismu ,,omnis cellula e cellula®“ (kazda butika pochazi z jiné
buriky). Diky této koncepci byla leukémie a lymfomy uznany jako rakovina. Tvorbu nadoru
popsal Wilhelm Waldeyertv. Byl také mezi prvnimi, kdo zacal rozliSovat benigni a maligni
tumor. Pravdépodobné nejdilezitéjsi experimentalni diusledek této teorie byl pokus o prvni
transplantaci nadoru provedeny J. Doutrelepontem v roce 1868, nasledovany M. Novinsky, A.
a H. Morau Hanau, a mnoho dalSich. Tyto rané studie oteviely cestu vyzkumu o uloze

imunitniho systému a hormon( v nadorovém bujeni.

V prabéhu 19. stoleti a prvni poloviny 20. stoleti se pivod a mechanismy nadorovych
onemocnéni hledal v oborech, které se vté dobé rozvijely - mikrobiologie, biochemie,
genetika, endokrinologie atd. Pfikladem muze byt hledani bakterie zptsobujici rakovinu a to
navzdory skuteCnosti, Ze se zjevné nejedna o nakazlivou nemoc. Tato studie byla podminéna
uspeéchy Roberta Kocha a Louise Pasteura. Objev Antoine Lacassagne v roce 1932, ze injekce
estrogenu u samci myS$i vyvolava vznik nadort prsu, vedlo k mnoha studiim o ucincich
hormont, zvlasté pohlavnich hormont, na vyvoj nadoru. Nasledné bylo prokazano, ze nékteré

formy rakoviny prsu nebo prostaty reagovali na hormonalni Iécbu.

Hypotéza, ze rakovina muze byt podminéna piitomnosti sloucenin v zivotnim
prostfedi, nebylo nic nového. Uz vroce 1775 se ukazala souvislost rakoviny Sourku u
kominiku, ktefi zacali pracovat jako chlapci. V roce 1920 E. Kennaway izoloval polycyklické
aromatické uhlovodiky z uhelného dehtu a prokazal jejich karcinogenni ucinek. Na konci

druhé svétové valky po svrzeni atomové bomby na Nagasaki a HiroSimu byl potvrzen
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rozsahlou lékatskou studii karcinogenni vliv zareni a radioaktivnich latek. Role cigaretového
koute na vyvolani rakoviny plic byla oficialné zalozena na dvou epidemiologickych studiich,

prvni v Anglii v roce 1962 a druha ve Spojenych statech o dva roky pozdéji.

Druhym vyznamnym krokem ve vyzkumu rakoviny byla pfedstava Lucien Cuénot po
objeveni Mendelovych zakont, Ze se geny podileji na vzniku rakoviny. Ve stejné dobé€ se
zacind vyuzivat k 1écbé X-zareni a radioaktivni latky (radium), po té co se proliferujici
nadorové buiky ukazaly byt na toto zafeni citlivéjsi nez normalni buiiky. Béhem roku 1970
dochazelo k zvySovani vyskytu rakoviny, Castecné v dasledku zmén zivotniho prostiedi, ale
pfedevsim prodluzovanim délky zivota a zanikem nebo poklesem jinych onemocnéni.
Vysledkem byl zvySujici se zajem zapadni spolecnosti o vyzkum rakoviny, ktery vedl k nové
vizi rakoviny jako molekularni nemoci. Vypracovani nové koncepce se soustfedilo na roli
onkogent, anti — onkogenti a tumor supresorovych gent. Zmeény v expresi nebo funkci téchto
gentl byly povazovany odpoveédné za bunécnou transformaci a vznik nadort. Nad¢je, ze tento
objev pomuze pii diagnostice, je jen CasteCné€ splnéna. BRCAI a BRCA2 genu jsou Siroce
pouzivany pro odhad rizika rakoviny prsu a na jejich zakladé se vyviji 1€k inhibujici enzym
tyrosin kinasu, ktery je specificky aktivovan u nekterych forem rakoviny. Pocet onkogent a
tumor supresorovych gena neustale roste. I pocet kategorii genti a mutaci, které se podileji na
vzniku nadort, se zvysil. Molekularni popis rakoviny je stale slozitéjsi. Kazdy typ nadoru ma
své specifické vlastnosti, kazda rakovina je jedineCnd a ma svou vlastni vyvojovou historii.
Tento novy pfistup k boji proti rakovine stimuloval vyvoj novych nastroju jako DNA cipy -
microarrays , které umoziuji v jednom experimentu odhadnout Cinnosti desitek tisic gent.
Také bylo prokazano, ze nekteré Spatné charakterizované formy rakoviny maji specificky
molekularni profil. Muzeme si piedstavit, ze za par let bude diagnoza rakoviny plné

automaticky proces [7].
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3 Etiologie a patogeneze nadorového procesu

3.1 Definice nadoru

Rakovina je onemocnéni zpusobené zhoubnym nadorem. Je to komplexni geneticka
choroba, ktera je zpusobena predevSim faktory zivotniho prostiedi. Nador vznika jako
disledek kumulace kritického mnozstvi mutaci v genech, které reguluji bunécné chovani,
vcetné miry proliferace, programované bunécné smrti, replikani potencial a rovnéz geny,
odpovédné za opravu poskozené deoxyribonukleové kyseliny (DNA), tzv. reparacni geny.
Tyto mutace vznikaji spontanng, jejich frekvence (10 na jedno bun&&né déleni) je vzhledem
k celkovému poétu bunéénych déleni &loveka béhem Zivota (10'®) velmi nizka, proto jsou za
vnik mutaci odpovédné i zevni faktory (mutageny) [5]. Na nddorové onemocnéni pohlizime
jako na geneticky podminény neregulovany rast bunééné tkanové hmoty klonalniho
charakteru, ktera jevi znamky abnormality a neni v koordinaci s ristem okolnich tkani a
rovnovaznym stavem organismu. Takto postizena tkan muze stlaCovat okolni struktury, ma

sklon k invazi do mizniho a krevniho systému a metastazovani [2].

Nadory délime z hlediska jejich biologického chovani na benigni (nezhoubné) a
maligni (zhoubné). Benigni nadory jsou obecné pomalu rostouci expanzivni masy
neinvadujici okolni tkéané. Jejich bunéfny povrch neni vyrazné odliSny proti jinym
proliferujicim buiikdm organismu, maji organoidni stavbu a jsou homologni. Nadory tohoto
typu jsou Casto vazivoveé opouzdiené, coz umoziuje jejich snadné chirurgické odstranéni.
Jako takové nepredstavuji velkou hrozbu, kromé piipadt, kdy rostou ve stisnéném prostoru
(CNS). Nicméné nekteré benigni nadory maji maligni potencial, zejména ty které se vyskytuji

v tlustém stfeve, zde je nutna vcasna chirurgické resekce [8].

Zhoubné tumory rostou agresivné vaci okolni tkani a maji schopnost metastazovani.
Nejsou lokalné ohranicené a opouzdifené, proto je jejich chirurgické odstranéni obtizné.
Atypie bunécnych povrchit vedou k propagaci intersticiem normalni okolni tkane -
infiltrativnimu ristu. Schopnost invazivniho ristu je podminéna aktivnim uvolfiovanim
proteaz a enzymu S§tépicich proteoglykany, kolagen a glykosaminoglykany. Pravé jejich

prostfednictvim nadorova buinka pronika bazalni membranou. Maligni nadory jsou
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klasifikovany podle vychozi tkané jejich vzniku na karcinomy, sarkomy, lymfomy, gliomy a

germinalni nadory [2, 11].

3.2 Vlastnosti nadorovych bunék

3.2.1 Imortalizace

VétsSina somatickych bunék ma omezeny pocet mitotickych cykla tzv. Hayflickiv
limit, ktery se pohybuje v rozmezi 50 — 70 replikaci. Proliferacni kapacitu urcuje zkracovani
telomer. Maligni nadorové buiky pokracuji v dé€leni, 1 kdyz presahli kritickou mez pro

normalni buriku. Tato schopnost neomezené replikace souvisi s aktivaci enzymu telomerazy.

3.2.2 Autokrinni stimulace

Néadorova burika se vyznacuje autonomnim chovanim, produkuje vlastni autokrinni a

parakrinni hormony ovliviujici rist. Ma snizené naroky na nutricni faktory.

3.2.3 Kontaktni inhibice

U nadorovych bunék dochazi ke ztraté kontaktni inhibice. Po dotyku s okolnimi

bunkami jsou schopny pokracovat v ristu a vytvaret vicevrstevné formace.
3.2.4 Anchorage independence

Transformované buiiky nejsou zavislé na ukotveni k pevnému médiu.

Nédorové buriky se lisi od normalnich bun¢k kromé zmén v genomu a pozménénym
antigennim slozenim (antigenicitou) i morfologickymi atypiemi jadra, cytoplazmy a mitoz [2,

5]
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Tabulka 1: Morfologické rozdéleni nadori podle biologické povahy [2]

Atypie cytoplazmy Atypie jadra Atypie mitéz

zmena velikosti bunék absolutni zvétSeni jadra zvySeny pocet mitdz

zmena specializovanych zmeéna nukleoplazmového tvarem abnormalni mitozy

struktur modelu

zména tvaru bunék hyperchromazie jadra poctem chromozomi
abnormalni mitozy

kanibalismus bunék zmnozeni a zvétSeni jadérek  atypie chromozomu

zmena barvitelnosti mnohojaderné bunky a) nahodné - nespecifické

strukturalni pfestavba zmeény jaderné membrany b) stabilni - specifické

a struktury chromatinu

3.3 Teorie kancerogeneze

Kancerogeneze oznacCuje vznik a prub€h nadorového bujeni, je to vicestupriovy
multifaktorialni proces. Rozvoj maligniho fenotypu neni vysledkem jen jedné somatické
mutace, ale koincidenci nejméné Ctyf po sobé& jdoucich genetickych zmén v burice. Celkem

lze rozeznat 3 etapy:

3.3.1 Iniciace — zahajeni procesu

Nastava prvni geneticka zména G¢inkem onkogennich faktori. Mutace buriky muze
byt podkladem pro nadorové onemocnéni, ale ve vétsin€ piipadi dochazi k opravé genomu.
3.3.2 Promoce

Etapa, ve které se objevuje vyrazna proliferace zptisobena dlouhodobym ptisobenim

promotoru. Méni se fenotyp bunék a vznika maligni klon. V klinickém obraze se nachazi

karcinom in situ.

3.3.3 Progrese

Stadium plného ireverzibilniho rozvoje nadorového onemocnéni. Dochazi k lokalnimu

rastu tumoru a posléze i k jeho Sifeni mimo hranice primarniho loziska — metastazovani.

Kancerogeny podilejici se na vzniku nadord mizeme podle jejich povahy rozdélit na

chemické, biologické a fyzikalni.
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Existuji dvé hlavni tfidy genl zapojenych do procesu kancerogeneze — protoonkogeny

a antionkogeny. [4,5, 6]

3.4 Molekularni podstata rakoviny

Ke vzniku nadorového onemocnéni muze vést akumulace genetickych zmén u tfi
skupin gent: protoonkogend, tumor supresorovych gent a reparacnich genu tzv. caretaker
genes, které byly navrZeny teprve nedavno. Onkogeny byly pavodné objeveny studiem
retrovira zpusobujici nadory u zvitrat, kde byly oznaeny jako v-onc (virové onkogeny). C-
onkogeny (bunécné onkogeny) vznikaji transformaci normalnich genl. Jsou to patologické
varianty protoonkogent, které reguluji rast, proliferaci a diferenciaci bunék. Jejich produkty -
onkoproteiny vyskytujici se v abnormalni formé nebo mnozstvi mohou indukovat maligni
transformaci. Bylo objeveno vice nez 100 onkogenu. Lze je rozdé€lit podle typu regulacnich
pochodut, které onkogenem produkované onkoproteiny ovliviiuje do nasledujicich hlavnich
kategorii: onkogeny kodujici transkripéni regulacni faktory (ski, fos, jun, myb, rel, myc);
nereceptorové kinazy (abl, src, ras) a receptory rustovych faktord (c-erb-B2, fins); rastové
faktory (c-sis, int-2, hst), signalni transduktory (mos, raf) a regulacni faktory apoptodzy (bcl-2,
rel). Aktivace téchto gend je dana chromozomalni aberaci, genovou amplifikaci, virovou

transdukci nebo inzerci a bodovou mutaci [2, 9].

Tumor supresorové geny prostiednictvim svych produktd negativné reguluji bunécnou
transformaci a proliferaci. Maji tedy opacny ucinek nez onkogeny. Inaktivace jejich funkce
znamena ztratu kontrolnich mechanismt nad burikou a rist nadoru. Mutace pfislusnych gena
jsou obvykle recesivni, aby doslo ke ztraté funk¢nich schopnosti, jsou nezbytné defekty obou
alel (knockout mutationst). Bylo stanoveno pfes 50 antionkogend. Zasadni roli jako nadorovy
supresor ma protein p53, produkt genu p53 lokalizovaného na 17. chromozomu, jeho mutace
jsou Castym nalezem u mnoha druhu nadori. Ma mnohostranné Gcinky a je povazovan za
,.strazce genomu®. Jako transkripcni faktor udrzuje stabilitu, reguluje proces senescence a
indikuje apoptézu. Aktivace p53 je spojena s narustem reaktivnich forem kysliku (ROS)
v krvi pfed programovanou bunécnou smrti. Ackoli prfesny mechanismus je do zna¢né miry
neznamy, rozsahlé studie vedli k zavéru, ze p53 hraje dulezitou roli v odpovédi buriky na
razné stresové signaly. Na zakladé miry a intenzity pusobeni téchto negativnich faktorti na

buitku dochdzi k poSkozeni, mezi které patfi: dvojfetézcové zlomy DNA,
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genové/chromozomové/genomové mutace a disregulace dulezitych bunéénych pochodi. Na
tento stav rychle a specificky odpovida protein p53 aktivaci mechanismu udrzujici
homeostazu a zabrafiujicich Sifeni aberantnich bun€k. Vysoky potencial genu p53 pro
eliminaci onkogennich transformaci je v souCasné dobé testovan s diagnostickym a

terapeutickym cilem [4, 10, 13].

Treti kategorie gena zajistuje opravy chyb vzniklé pii replikaci DNA. Nejsou piimo
zapojeny do tvorby nadoru, nicméné jejich porucha usnadiiuje maligni transformaci. Tvofi
dveé hlavni skupiny: systém MMR a NER. Produkty gent systému MMR kontroluji spravné
parovani bazi v DNA. Soubor geni NER opravuje excitaci bazi. Jejich mutaci vznika
predispozice k nadorovému onemocnéni, predev§im jsou zodpovédné za rozvoj syndromu

HNPCC [3, 11].

3.5 Genetické zmény

Vroce 1914 Theodor Bover jako prvni vyslovil hypotézu o souvislosti mezi
chromozomalnimi zménami a neoplazii. Cytogenetické a molekularné cytogenetické studie
prokazaly, ze kliCovou poruchou v patogenezi nadorového procesu jsou genetické
transformace, které maji charakter chromozomalnich abnormalit. Jsou specifické pro urcité
typy nadorovych onemocnéni a mohou slozit jako marker k diagnostice i prognoze. Terminem
primarni chromozomové aberace oznaCujeme specifické zmeény spojené s konkrétnim
nadorem, naopak sekundarni aberace jsou ziskané béhem progrese nadoru a odrazeji klonalni

evoluci stadia onemocnéni [22].

Existuje nékolik typt genetické nestability: Bodovd mutace zpusobena zaménou bazi
v DNA, jejich depurinaci nebo deaminaci. Tato situace muze nastat prostiednictvim
chemického poskozeni nebo ucinkem zatfeni; Delece znamena ztratu genetického materialu a
projevi se ztratou heterozygozity (LOH); Inzerce je piidani para bazi na témze chromozomu;
Inverze vznikd pievracenim urcitého chromozomalniho useku, coz nésledné ovlivni tvorbu
chimérického abnormalniho proteinu; Translokace je strukturni zmeéna, pii které dochazi
k vzajemné vyméné Casti nehomolognich chromozomu. Vysledkem je produkce normalniho
proteinu v abnormalnim mnozstvi nebo produkce proteinu chimérického. Amplifikace je

abnormalni proces zmnozeni genetického materialu, ktery puasobi aktivaci onkogenu a
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zvySenou produkci proteina s normalni funkci. V nékterych piipadech zpisobuje rezistenci na

1écbu a je Castym nalezem u solidnich nadora [15].

Somatické mutace nadorovych supresorovych a opravnych geni mohou byt, na rozdil
od mutaci onkogent, zodpovédné za dédicné nadorové syndromy. Predisponuji ke vzniku
urcitého druhu rakoviny. U nosiCe zarodeéné mutace ztratou zbyvajici funkCéni alely dojde
k aplnému vytazeni tumor-supresorového genu a pravdépodobnost vzniku nadoru je vysoka.
Tato teorie ,,druhého zasahu“ byla na zakladé studii retinoblastomu formulovana Knudsonem.
Zarodecné mutace v téchto genech v korelaci s mutaci gend reparacnich systému jsou Castym

nalezem u familiarné vyskytujicich se nadort [3, 16].

Dédi¢né nadorové onemocnéni predstavuje az 5 % ze vSech zhoubnych nadora. U
malignit lze vystopovat vrozenou dispozici a nékteré spolecné rysy: vyskytuji se v mlad§im
véku nez nadory sporadické, jsou multifokalni, duplicitni a nejcastéj§i jsou autozomalné
dominantni, patfi mezi né napf. retinoblastom, syndrom Li-Fraumeniho (zvySeny vyskyt
nadortt mekkych tkani, mozkovych nadora a karcinomu prsu v rodinné anamnéze), syndrom
von Hippel-Lindau (familiarni predispozice k riznym nadortiim s progresi v mlad§im veku) a
Wilmsav nador (embryonalni nador ledvin, jeho predispozice je dana deleci nékolika gent,
véetné WT-1. Podstatné vzacnéjsi jsou autozomalné recesivni onemocnéni, prikladem je
Bloomuv syndrom (vyskyt nadord GIT a lymfoma v détském véku) a Fanconiho anémie

(Casté leukémie a hepatocelularni karcinomy) [3, 11].

V lidském organismu existuje systém obrannych mechanismu, ktery zahrnuje opravné
systémy DNA, stresové proteiny a antioxidanty. Jejich porucha pfedstavuje znacné riziko

vzniku mutaci a poskozeni genetické informace v kritickych lokusech.

3.6 Nadory détského véku

Pfiznaky a prubéh nadorovych onemocnéni u déti a mladistvych jsou ve srovnani
s nadory dospélych ponékud odlisné a vyzaduji i jiné 1éCebné postupy. Incidence predstavuje
méné€ nez 1% z celkového vyskytu nadort. I pfes vysoké procento vyléCenych détskych
onkologickych pacientt (70%) je nadorové onemocnéni druhou nejCast€j$i pfi¢inou umrti
déti, hned za traumaty. NejCastéj§i nadory u Casné¢ho détského veku do péti let je akutni
lymfoblastickd leukémie, neuroblastom, nefroblastom, hepatoblastom, rabdomyosarkom,

retinoblastom a germinalni nadory. Specifické nadory druhého pétileti jsou mozkové a misni.
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Nadory mekkych tkani a kosti (osteosarkom a Ewingiiv sarkom) jsou specifické pro druhé
decennium. Diference détskych onemocnéni je nejen v lokalizaci, histogenetickém putvodu,

biologickém chovani, ale i v klinické symptomalogii a prognoze.

Zatimco u dospélych je charakteristicky relativné pomaly rast a pozdni metastazovani
nadortt ektodermalniho a entodermalniho pivodu, vétSina détskych nadorG vznika
z krvetvorné tkané€, neuroektodermu a mezodermu. Jejich velka raistova frakce nepochybné
souvisi s histogenetickym ptivodem nadoru, ktery vznika transformaci pluripotentnich bunék.
Vyznacuji se kratkym generaCnim a zdvojovacim c¢asem a bohatou neovaskularizaci.
Symptomalogie nadorovych onemocnéni déti je nespecificka, prevladaji paraneoplastické
ptiznaky nad lokalnimi, které jsou Casté u dospélych. Své odlisnosti ma 1 protinadorova lécba.

Muze mit trvalé nasledky pro dalsi somaticky vyvoj a zivot ditéte [1,3].

3.7 Vybrané typy nadoru

3.7.1 Nadory CNS

Incidence nadorti centralniho nervového systému déti predstavuje 15-20% vsech
zhoubnych onemocnéni, jsou tedy nejcastéjSimi solidnimi novotvary. Jejich vyskyt je Casto
asociovan s nékterymi syndromy a vrozenymi vyvojovymi vadami. Tumory této skupiny
vychazeji zbun€k embryonalniho pivodu, patii sem gangliové bunky, gliové buriky a
Schwannovy bunky. V patogenezi nadord CNS se uplatiiuje mutace genu p53 a zvySena
exprese PDGF. Pro détsky veék jsou typické gliové nadory (astrocytom), primitivni
neuroektodermalni nadory (meduloblastom) a germinalni nadory, které primarné vznikaji
mimo CNS s lokalizaci v pohlavnich zZlazach a jsou Castéjsi u déti s vrozenymi genetickymi

syndromy (Klinefelteriv syndrom) [1,3,4].

3.7.2 Neuroblastom

Neuroblastom (NBL), nador vychazejici z nezralych a nediferencovanych bunék
neuralni listy, které osidluji dfefi nadledvin, paraganglia a sympaticka ganglia. Je jednim
z nejcastéjSich solidnich nadort détského véku a predstavuje 15% vSech détskych timrti na
rakovinu. Jeho klinické chovani je vyrazné heterogenni. Casto se vyskytuje u nékterych

vrozenych vad napf. Sotiv syndrom, ,,Ondinova kletba“ (centralni hypoventilacni syndrom).

2 9
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U pacientt do jednoho roku zivota predstavuje nizké riziko, ¢asto samovolné regreduje nebo
spontanné diferencuje v ganglioneuroblastom ¢i benigni ganglioneurom. Naopak u pacientu
star§ich nez jeden rok je nador vysoce maligni a ma tendenci rast rychle a metastazovat —
nejcasteji do miznich uzlin, kosti a kostni dfené, u kojenct pak do jater a kiize. Nedavny
vyvoj chemoterapie vyrazné zvySil procento preziti pacienti, nicméné pokrocilé faze
neuroblastomu, zejména s amplifikaci protoonkogenu N-myc, jsou odolné proti jakékoli lécbe
a progndza pro pacienty je nepiizniva [14]. NBL spolu s Ewingovym sarkomem patii do
skupiny primitivnich neuroektodermalnich nador. Cytogenetické abnormality uplatiiujici se
v patogenezi neuroblastomu jsou inaktivace nadorovych supresort a aktivace onkogend na

chromozomu 1p36 [4, 17].

3.7.3 Ewingiv sarkom

Jedna se o malobunécny sarkom s vrcholem vyskytu mezi 10. -15. rokem. Nador
typicky vznika v dfefiové dutiné dlouhych kosti, osovém skeletu a panevnich kostech [3]. Pro
vétSinu jsou specifické translokace chromozomu t (11;22) (q24;q12), které vedou k tvorbé
fazniho genu spojujici nekteré atributy gend EWS a FLI1. Tyto abnormality vedou spolu
s dal§imi chromozomalnimi zménami ke vzniku chimérického onkogenu, ktery puisobi jako

transkripcni aktivator [19].

3.7.4 Osteosarkom

Osteosarkom, vysoce maligni nador vychazejici z kmenovych mezenchymalnich
bunék, je nejCastéj§im nadorem kosti s vrcholem vyskytu ve 2. a 3. dekade€. Incidence je
Cast€jsi u divek, coz muze byt spojeno s prudkym ristem kosti a hormonalnimi zménami.
Etiologie nadoru je neznama, presto je ziejmé, ze vyznamnym faktorem v procesu
kancerogeneze je deregulace supresorového genu p53 na chromozomu 17p a alterace genu Rb
na chromosomu 13q. U agresivnich forem osteosarkomu je zvySena exprese produktd
protoonkogend c-myc a FOS. Vysoké riziko predstavuje metastazovani predev§im do plic, u
pacienti po radikalnim chirurgickém zakroku a aplikaci chemoterapie je 80% Sance na

dlouhodobé preziti [1,3,23].
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3.7.5 Retinoblastom

Retinoblastom je malignim nadorem oka vyskytujici se vylucné u déti nejCastéji ve
véku do 2 let. Histologicky nador vychazi z neuroepitelovych nediferencovanych bunék.
Intraokularni postizeni mize byt jednostranné nebo oboustranné. Prognoza pacientii s Casnou
detekci je velmi pfizniva, pét let prezivda 95-100% déti. Nezbytna je celozivotni
dispenzarizace, divodem je vysoké riziko sekundarnich malignit. Retinoblastom patii mezi
autozomalné dominantni onemocnéni, pozitivni rodinnou anamnézu ma 10-15% pacienta.
[18] Nosicem nahodné somatické nebo zarodecné mutace je gen Rb-1 lokalizovan na
dlouhém raménku 13. chromozomu (13q 14). U hereditarni formy je mutovana alela genu Rb-
1 pritomna ve vSech buiikach. Druha mutace zbyvajici alely, primarné v buiikach sitnice,
vznika az béhem zivota. Pravdépodobnost vyvoje retinoblastomu je vyssi nez u sporadické

formy, u které vedou k onemocnéni dvé po sobé jdouci somatické mutace [1,2].

3.7.6 Nefroblastom

Nefroblastom neboli Wilmstiv nador (WN) je jednim z nejcastéjSich solidnich
zhoubnych nadort détského veku. Incidence se 1isi podle rasy, u kavkazské populace 8,1
onemocnéni na 1 milion déti mladSich 15 let, u cerno§ské populace je vyskyt vyssi a divky
jsou postizeny o néco Castéji nez chlapci [3]. Vétsina nadort je diagnostikovana v prvnich 5
letech zivota, s vrcholem vyskytu onemocnéni mezi 3. a 4. rokem. WN jsou velmi vzacné u
novorozencu, dokumentovany jsou ovSem i pripady vyskytu tohoto onemocnéni u dospélych
pacienti. Nefroblastom je zptusoben vrozenou nebo ziskanou mutaci genu W-T1, ktera ma
obvykle charakter delece nebo bodové mutace. U familiarniho vyskytu byl identifikovan dalsi
gen, podilejici se na tvorbé nadoru, W-T3 lokalizovan na 11. chromozomu. Jsou popsany i
jiné abnormality jako ztrata heterozygotnosti na 16q a 1p36, predstavujici agresivné)si
chovani, progresi onemocnéni a hor$i prognoézu. Pro tento nador je typickd asociace
s nékterymi  kongenitalnimi  syndromy, jmenovit¢ Beckwithovym-Wiedemannovym,
syndromem WAGR a s Denysovym-Drashovym syndromem. Procento pfeziti pacienti
ovlivilyje fada faktora (ve€k, 1écba, velikost nadort), u multimedialni 1é¢by je median tiiletého

preziti téméf 80% [4, 14, 20].
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3.7.7 Rabdomyosarkom

Rabdomyosarkom vychéazi z nediferencované mezodermové tkan€, histologicky lze
rozli§it nékolik variant liSicich se biologickym chovanim a lokalizaci: nejCastéjsi je
embryonalni RMS s lokalizaci v oblasti hlavy a krku, diagnostikovan je u déti do 15 let veku;
alveolarni RMS s podobnou distribuci jako u embryonalniho RBS, s incidenci mezi prvnim a
druhym decenniem a nejmén¢ Castym typem je pleomorfni RMS [3]. V patogenezi pievladaji
genetické faktory, nejvyznamnéjsi chromozomalni abnormalita je reciproka translokace mezi
2. a 13. chromozomem, diky které dochazi k fuzi genu PAX-3 a genu FKHR. K vyvoji nadoru
prispivaji i dalsi poruchy, jako napf. mutace genu p53, bodové mutace genti N-ras, K-ras a

LOH na chromozomu 11p [4]. Prognodza je pro pacienty pfizniva.

3.7.8 Maligni lymfomy

Spektrum malignich lymfomi je znacné heterogenni. U déti se prakticky vyskytuji dveé
chorobné jednoty: nehodgkinské lymfomy (NHL) a Hodgkinova choroba (MH). Postihuji asi

10-13% détskych pacientl, zaujimaji tak tfeti misto mezi malignimi nadory détstvi [1].

Etiologie a patogeneze MH neni znam4, urcitou roli hraje genetickd predispozice
v korelaci s primarni nebo sekundarni imunodeficienci. V nadorové transformaci se uplatiiuje
infekce virem Epsteina a Barrové (EBV) v buiikach Reedové-Sternberga, které predstavuji
zakladni diagnosticky element, jejich prekurzory jsou tzv. Hodgkinovy bunky. Hodgkintv
lymfom je charakteristicky tim, ze je tvofen relativné malym poctem malignich bunek, které
jsou obklopeny reaktivni masou lymfocyti a histiocytt. MH je systémové onemocnéni

s vékovou distribuci v druhém decenniu a ve vysokém procentu je kurabilni [1,4,21].

Nehodgkinské lymfomy vznikaji neoplastickou transformaci bunék z B lymfoidni fady
a z T nebo NT buné¢k. Vrchol vyskytu onemocnéni je kolem 10. roku, zvySené riziko je u déti
s vrozenou nebo ziskanou imunodeficitou (AIDS) a autoimunitni chorobou (systémovy lupus,
celiakalni sprue). U Casti pacientd je asociace s virem EB. V patogenezi NHL maji roli
genetické alterace, které jsou specifické pro urCité typy lymfoma a jejich stanoveni je
dilezitym diagnostickym faktorem. Tyto procesy zahrnuji chromozomalni translokace.

Procento vyléCenych pacienta kolisa mezi 75-85% [3, 25].

_02 -



3.8 Lécba nadorového onemocnéni

Z hlediska 1écebného cile se v klinické praxi déli protinadorova 1écba na kurativni a
nekurativni. Kurativni 1é¢ebna strategie ma predpoklad totalni odstranéni nadoru, tedy vylécit
pacienta. U nekurativni 1é¢by se nepfedpoklada smrt vSech nadorovych bunék. Neusiluje o
vyléceni, ale je zaméfena na prodlouzeni zivota pacienta a na zmirnéni obtizi v pribéhu
nadorového onemocnéni. Kazdy 1ékar indikujici onkologickou 1é¢bu musi zvazovat jeji prinos

pro pacienta proti negativnim alteracim kvality zivota.
Onkologickd lécba ma 4 terapeutické modality:

e Operacni 1écbu
e Radia¢ni 1écbu
e Medikamentozni [é¢bu

e Podptrnou 1écbu

U vétsiny nadort se postupné uplatiuji vSechny dostupné moznosti. Jednim z nejvice

vyuzivanych postupt protinadorové 1écby je chemoterapie.

3.8.1 Protinadorova chemoterapie

Protinadorova farmakologicka 1écba je Siroky pojem, ktery zahrnuje protinadorovou
hormonalni 1é¢bu, protinadorovou chemoterapii, 1é¢bu retinoly a stale vice se uplatiiuji rizné
formy bioterapie vyuzivajici pokroky genetiky a molekularni biologie. Nejnoveéjsi
farmakologickou 1écbou je vyuziti monoklonalnich protilatek cilenych proti nékterym
nadorovym antigeniim, ktera mohou nést toxin nebo radioaktivni prvek. Chemoterapii se v
onkologii rozumi podavani 1€kt s cytotoxickym ucinkem. Tyto latky maji riznou chemickou
strukturu, mohou byt syntetického ptivodu nebo se jedna o derivaty latek ziskanych z plisni a
rostlin. Jejich farmakokinetika je ovlivnéna ctyfmi aspekty: absorpci, distribuci,
metabolismem a vyluCovanim. Cilem cytostatické 1é¢by je dosdhnout idealniho stavu, kdy
v intervalu po kazdém podani cytostatik dochazi ke zmenSovani poctu malignich bunék a
zarovell modifikovat davky tak, aby toxicita 1écby byla co nejpfijatelnéjsi pro ostatni

nenadorové buriky [49].

Vsechny metody protinadorové terapie predstavuji velkou zaté€z pro organismus

pacienta, mnoha 1éCiva jsou charakteristickd svoji toxicitou, praveé tato vlastnost vyzaduje

-23 -



monitorovani zdravotniho stavu pacienta a tedy podminénou optimalizaci 1é¢by spolu s

individualnim pfistupem v priabéhu onemocnéni.
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4 Oxidativni stres a rakovina

Termin oxidativni stres definuje nerovnovahu mezi volnymi kyslikovymi radikély
(ROS) a antioxidacni obranou buiiky. V poslednich letech je vénovana znacna pozornost
expozici ROS v roli kancerogeneze. Tento faktor nepochybné ovliviiuje vznik a progresi

nadoru, nékteré posledni studie predpovidaji i jeho terapeuticky potencial.

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni molekuly diky pfitomnosti jednoho nebo vice
neparovych elektroni. Vznikaji nékolika rGznymi procesy: jako syntetizované enzymy
(NADPH oxidaza a myeloperoxidazy) z fagocytarni buriky k boji proti bakterialni infekci;
pusobenim ionizujiciho zafeni na biologické molekuly a pii bunétném dychani - aerobni
organismy jsou schopny dosdhnout mnohem vétsi Ucinnosti vyroby energie ve srovnani s
anaerobnimi organismy pomoci mitochondrialniho respiraéniho fetézce, nicméné za cenu
kontinualniho vzniku vedlej§iho produktu superoxidu [27]. Skupina ROS zahrnuje nékolik
typu reaktivnich kyslikovych metabolitd: superoxidovy anion, singletovy kyslik, peroxynitrit
a dale non-radikaly, jako je peroxid vodiku. Tyto molekuly hraji dialezitou roli v mnoha
fyziologickych procesech, skodi v piipadé piekonani kontrolnich mechanismi. Nedochazi-li
dostatecné rychle k neutralizaci volnych radikali antioxidativnimi enzymy nebo
neenzymatickymi antioxidanty, nastava poskozeni biomolekul a jejich bunéénych membran,
kde vlivem pfitomnosti polynenasycenych mastnych kyselin, nastava fetézova reakce vedouct
k oxidaci proteind, ztraté nebo oslabeni funkce bunétné membrany a produkci aldehydd, jako
je akrolein, HNE a malondialdehyd (MDH), ktery se vyuziva jako marker miry poskozeni
oxidanim stresem. Prestoze maji tyto latky dualezitou roli v procesu bunécné proliferace,
transformace, diferenciace a apoptozy, jsou také silné karcinogenni [26]. Je nutné zminit, ze
volné radikaly nemaji jen endogenni plivod, kdy jsou produkovany organizmem, ale i
exogenni. Mezi nejvyznamnéj§i zevni oxidanty patii ozon, barbituraty, genotoxické a
negenotoxické karcinogeny a cigaretovy kouf. I pasivni koufeni je spojovano se zvySenou
produkci volnych radikalt (jeden oblacek cigaretového koufe obsahuje celkem 1014 volnych
radikald) [28]. Organismus je schopny branit se nadmérné tvorbé ROS a udrzet buriky ve
stavu homeostazy vyuzitim antioxidativnich enzymu: superoxid dismutaza, glutation

peroxidaza a katalazy. Efektivita antioxidacnich systému je zavisla na genetické predispozici
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a genomova variabilita kazdého jedince je zodpovédna za rozdilnou klinickou manifestaci

oxidacniho stresu [29].

Rada studii v poslednich letech popsala né&kolik rdznych vztaht mezi mirou
oxidativniho stresu k vzniku a prognéze nadorového onemocnéni. V etiologii rakoviny hraji
vyznamnou roli exogenni volné radikaly a také prostfedi chronického zanétu, kde dochazi
k dlouhodobému ptsobeni oxida¢niho stresu s naslednou manifestaci rakoviny (virova
hepatitis - hepatocelularni karcinom). Snizena prevence v reparaci DNA vlivem akumulace
mutagenniho vlivu pfispiva k procesu karcinogeneze. Zejména polymorfismy antioxidativnich
enzymu (AOE) vedou ke snizeni schopnosti bunky eliminovat ROS a branit se tak
oxidativnimu stresu. Zména aktivity AOE u vytvorené malignity je hlavni pfi¢ina zvySené
produkce volnych radikalti butikami karcinomu v porovnani s okolni tkani. Volné radikaly
stimuluji expanzi bunék zvysenim koncentrace intracelularniho Ca*? ktera nasledn& aktivuje
protoonkogeny , jako je c-myc, c-fos a c-jun nebo protein kinazy C, coz vede k vétsi
proliferaci a propagaci. Dle vyzkumu Connie S. a kol. postnatalni nadorova onemocnéni
koreluji s nizkou urovni antioxidanti a omezenou ¢innosti vétSiny antioxida¢nich enzymui u
embrya. Tato snizena kapacita Cini plod vice senzitivni k vyvojovym anomaliim v disledku
ROS [30]. Dalsi uroveri poskozeni oxidacnim stresem je mechanismus zrychleného zkraceni
telomer. Telomery odpovidaji za integritu a stabilitu genomu, jsou obzvlasté citlivé na
reaktivni formy kysliku a byl prokazan vztah mezi jejich délkou a rizikem rakoviny. U
onkologicky nemocnych pacienti je vyznamnym zdrojem oxidativni zatéze i samotna
radioterapie. Zatim neni uplné objasnéno, ktery faktor hraje dominantni roli v kancerogenezi,

pravdépodobné jde o kombinaci v§ech [26,29].

4.1 Prehled reaktivnich forem kysliku

Superoxid O *

- Kontinualné tvorfen nékolika procesy, pfedevS§im v ramci dychaciho fetézce
mitochondrii nebo produkci fagocytujicich bunek

- Poskozuje enzymy s aktivnim centrem Fe-S, coz ma za nasledek zahajeni apoptdzy
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Peroxid vodiku H,O,

- Muze vznikat spontanné z molekularniho kysliku v peroxisomech nebo ze
superoxidu katalytickou reakci puisobenim superoxid dismutasy (SOD)

- Vznika z n¢j velmi reaktivni hydroxylovy radikal

- Pres jeho mensi reaktivitu ve srovnani sjinymi ROS hraje vyznamnou roli

v kancerogenezi, je schopny inaktivovat n¢které enzymy
Hydroxylovy radikal OH*

- Vznika prostfednictvim Fentonovy reakce

- NejSkodlivejsi forma ROS, je schopny poskozovat purinové a pyrimidinové baze
v nukleovych kyselinach
Oxid dusnaty NO*

- Radikal s kratkym polocasem rozpadu

- Jetvoren enzymem syntazou oxidu dusnatého a vyskytuje se ve tfech formach

- Ma vyznamné fyziologické ucinky (neurotransmitér parasympatiku, ucastni se
likvidace baktérii)

- Podili se na fazi progrese nadoru zvysSenim angiogeneze

- Reakci se superoxidem vytvafi velmi silny a difizni oxidant peroxynitrit ONOO’,

ktery reaguje s proteiny, lipidy a DNA

[26, 31]
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5 Antioxidaéni aktivita

5.1 Antioxidanty

Vlivem evolu¢niho tlaku se vyvinula fada antioxidacnich strategii chranici pied
oxidativnim poSkozenim. Existuje fada obrannych systémi zalozenych na principu regulace
exprese a aktivity enzymu eliminujicich VR nebo na zachyceni a odstranéni jiz vzniklych
endogennich ¢i exogennich VR. Soucasti obrannych mechanismi jsou specifické enzymy
jako je katalasa, superoxiddismutasa, glutathionreduktasa, glutathionperoxidasa a dale
nizkomolekularni latky, které se mohou vyskytovat v membrané (lipofilni) — tokoferoly a
karotenoidy a latky nemembranového puvodu (hydrofilni) - glutathion, thioly, feritin, kyselina
askorbova, cystein, ceruloplasmin, transferin, albumin, kyselina mocova a bilirubin.
Antioxidanty mizeme definovat jako slouCeniny schopné predchazet oxidaci substratu za
podminky, ze jejich koncentrace je niz§i nez koncentrace oxidovatelného substratu. Lze je

rozdélit podle piisobeni na primarni, sekundarni a terciarni [36].

5.1.1 Hlavni antioxidanty krevni plazmy

Albumin (referencni rozmezi 34-38 g/l) je hlavni protein krevni plazmy s kli¢ovou
antioxida¢ni funkci. Je tvofen jednim polypeptidovym fetézcem o 585 aminokyselinach,
veetné 35 cysteinovych zbytki. Ve své struktufe obsahuje SH-skupinu, ktera reaguje
s peroxylovymi radikaly a vaze méd’. Experimentalni data ziskana pokusy in vitro prokazala
jeho vyznamny antioxidacni potencial, ovSem pii testovani in vivo dochazi k jeho vysoké

oxidaci.

Kyselina mocova (referencni rozmezi 140-340umol/l ) je konecnym produktem
odbouravani purini. Predstavuje nejb€znéjsi extracelularni antioxidant a dlouho byla
povazovana pouze za inertni metabolicky odpad. V plazmé je KM obsazena ve velké
koncentraci, coz souvisi s absenci enzymu urikasy, ktery by katalyzoval jeji pfeménu na
alantoin, ale béhem evolu¢niho vyvoje se pfestal tvorit. Jeji antioxidacni ucinky jsou zalozeny
zejména na reakci s hydroxylovymi radikaly a kyselinou chlornou. Dokéze stabilizovat ionty

zeleza a médi do formy nepodporujici radikalové reakce. Reakcei s hydroxylovym radikalem
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se sama meéni v potencidlné nebezpecny radikal. Spolu s kyselinou askorbovou a albuminem

tvoti vice nez 85% celkové antioxidacni kapacity plazmy.

O
:
HN
G
O H H

Obrazek 1: Kyselina mocova [35]

Bilirubin (referencni rozmezi: dospéli: do 20 umol/l, novorozenci do 205 umol/l,
primy bilirubin do 5 umol/l) je degradacnim produktem sloucenin obsahujici hem (katalasa,
myoglobin, hemoglobin...). V plazmé se typicky vyskytuje ve vazbé na albumin v poméru
1:1, tim se méni na biliverdin nerozpustnym ve vod¢. Chrani vitamin A pfed autooxidaci a
vychytavanim peroxylovych radikalt zabrariuje inhibici kyseliny linolové. Jeho antioxida¢ni
role u dospélych a déti neni vyznamna, ovSem u novorozenci kompenzuje nedostateCnou

kapacitu antioxidacnich mechanismii zejména v prvnich dnech Zzivota pii fyziologické

zloutence.

[34, 36, 37, 50]
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6 Metody stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Antioxidacni aktivita se definuje jako eliminac¢ni kapacita slouCeniny schopné
inhibovat radikéaly. V poslednich desetileti byla vyvinuta fada analytickych metod k jejimu
stanoveni. Z hlediska jejich principu je muzeme rozdé€lit do dvou skupin. Prvni skupina
zahrnuje metody zalozené na sledovani zhaseni radikalovych Ccastic antioxida¢nimi
slouCeninami. Testy v této skupiné maji rdzna provedeni a zahrnuji hodnoceni celkové
antioxida¢ni kapacity (TEAC, ORAC, FRAP, DPPH). Druh4 skupina obsahuje metody
zalozené na hodnoceni schopnosti vzorku eliminovat radikaly (cyklickd volumetrie). Se
studiem antioxidacni kapacity koreluje 1 oxidacni poSkozeni organismu, stanoveni volnych
radikald je vzhledem k jejich nizké stabilit¢ velmi narocné, proto se spiSe méfi ukazatele
jejich pusobeni na biomolekuly nebo produkty radikalovych reakci a celkové zmény

v antioxidacni aktivité [37].

S rostoucim trendem zajmu o pasobeni, zejména Skodlivych, volnych radikali je spjat
i paralelni narast metod pro odhad u¢innosti téchto latek. Stanoveni jednotlivych LMWA (low
molecular weight antioxidant) v t€lnich tekutinach, potravinach apod. predstavuje pomeérné
slozity analyticky problém. V této casti budou shrnuty nejznaméjs§i postupy pro jejich
stanoveni. Ty, jez jsou vyuzity k méfeni této prace, budou podrobnéji popsany v

experimentalni Casti.

6.1 Metody zalozené na eliminaci radikalu

U téchto metod hodnotime schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly. Ty mohou
byt v reakéni smeési generovany nebo piidany. Jedna se o kyslikové radikaly (hydroxyl,
peroxyl, superoxidovy anion-radikal) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPH, ABTS",
galvinoxyl) [39].

6.1.1 ABTS metoda-TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity
Vyuziva se jako jedna z nejzékladnéjSich a nejpouzivanéjSich metod pro celkové
stanoveni antioxidacni aktivity. Princip je zaloZen na vzniku radikalu ferryl myoglobinu, jez

je tvofen z metmyoglobinu a peroxidu vodiku. Tento radikal muze oxidovat s ABTS (2,2 — bis

- anzino (3 — ethyl -2,3 -dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)) a vytvaret kation-radikal ABTS",
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ktery je zelené barvy a muze byt méfen pomoci absorbance pii 670 nm. Vzhledem k tomu, ze
vysledna aktivita je srovndvana s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Troloxu
(6hydroxy-2,5,7,8tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), je nékdy oznafovana jako
metoda TEAC [40,43].

pocatecni reakce: metmyoglobim + H,0, — ferryl myoglobin + H,0

nasledujici reakce:  ABTS + ferryl myoglobin —» ABTS* + metmyoglobin

2 b1
-S S N=
7 \©i >=N S s7°

Obrazek 2: ABTS [41]

6.1.2 Dimethyl-p-fenylendiamin - DMPD

Je to metoda vyuzivajici hydrofilni slouCeniny N, N-dimethyl-p-fenylendiaminu
(DMPD). V pfitomnosti antioxidanti lze pozorovat zabarveni roztoku diky radikalnimu
kationtu této smési. Tento test vychazi ze schopnosti radikalniho donoru vodiku zhaset jeden

elektron z DMPD".

Barevny radikal je tvofen pfidanim chloridu Zelezitého k DMPD (Fe’* : DMPD v
poméru 1:10). Absorbance tohoto je méfena pii 505 nm a je konstantni pfi pokojové teplote
az 12 hodin. Antioxidacni aktivita se vypocita jako procentni podil z nespoutaného radikalu
podle rovnice:

antioxidacni aktivita (%) = [1—(Esossmpie ! Epypp: )1 100

[48]
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6.1.3 Oxygen radical absorbance capacit -ORAC

Je zalozena na zpomaleni oxidacni degradace fluorescenéni molekuly (bud’ beta-
phycoerythrin nebo fluorescein), po smiseni generatoru volného radikalu, jako je azo-iniciator
slouCeniny. Ten muze vznikat zahfanim radikalu peroxylu, ktery poskozuje fluorescencni
molekuly, coz ma za nasledek ztratu fluorescence. Antioxidant je schopen tyto molekuly
chranit. Stupefi ochrany se zaznamenava na tzv. Decay kiivky - intenzita fluorescence v

zavislosti na Case [39, 42].

6.1.4 Vychytavani OH- radikala

Principem metody je vytvafeni volnych OH-radikalti a antioxidanty je eliminovat.
Generovani OH-radikali muze probihat napf. Fentonovou reakci, UV fotolyzou peroxidu

vodiku nebo fotolyzou syntetickych derivatu.
Mozné postupy vychytavani:
e salycylova kyselina - produkty se kvantifikuji metodou HPLC a detekuji UV

e 2.2dimethyl-2H-pyrrol-1-oxid (DMPO) - kvantifikace pomoci ESR (Electron Spin
Resonance) nebo HPLC-ECD

e deoxyribosa - degradacni produkty jsou sledovany thiobarbiturovou kyselinou (TBA)

e specifickou chemiluminiscen¢ni sondou indoxyl--glukuronidem (IBG) [39]

6.1.5 Diphenylpicrylhydrazyl - DPPH

Jedna z popularnich metod je zalozena na vyuziti volnych radikala
diphenylpicrylhydrazyl a dale jeji ekvivalentni koncentraci s 50% - nim efektem — EC50, jez
je momentalné pouzivana pro experimentalni vyklad metody. ZhaSeni radikalu u DPPH testu
probiha dvéma reak¢énimi mechanismy a to pfenosem atomu vodiku (HAT - Hydrogen Atom
Transfer) a prenosem elektronu (SET - Single Electron Transfer). Vyhodnoceni muizeme
provadét spektrofotometricky pfi 517 nm bud’ po uplynuti konstantniho Casu, nebo kineticky.

Jako standart pro tuto metodu se vyuziva trolox nebo kyselina askorbova.
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Puvodni metoda Blois

Prvotni postup byl predstaven jiz téméf pied 50. lety Marsdenem Bloisem pracujicim
na Stanfordské Univerzit€. Jeho model pouziva antioxidant thiol - obsahujici aminokyselinu
cystein. Reprezentujici DPPH radikal Z+ a cystein molekuly RSH. Pocatecni reakce je pak:
Z'+ RSH =ZH + RS.

1. Redukovana forma volnych radikalu

Je  charakterizovana  diky schopnosti stabilntho ~ volného  radikalu
(2,2—difenyl—1—(2,4,6—trinitrofenyl)hydrazyl) pfemistovat elektrony ptes celou molekulu bez
schopnosti dimerze, tedy vytvoreni sloucenin, jak by tomu v ostatnich pfipadech nastalo, coz
vyvola fialovou barvu. Pokud je roztok DPPH smichan s latkou, ktera mize darovat donor
vodiku (HAT - Hydrogen Atom Transfer) dojde k redukované formé barvy svétle zluté.
Reprezentujici DPPH radikéal Z« a donor molekuly AH. Pocatecni reakce je pak: Z* + AH =
ZA + H', kde ZH je redukovana forma a H je volny radikal produkovany v prvnim kroku [38].

CHs CH,
HaC——CHs HaC——CHs
o CHs CHs &
] 02N O,N
' 13C H3C 3
N@ NO, r~® NO,|
O,N > O2N
H3C H3C ‘.
CH3 CH3 \
- CHs CHs
HsC op, HsC ch,

< DPPH radicd > < Reduced DPPH >

Obrazek 3: Princip metody DPPH - redukovana forma volnych radikalii[44]

6.1.6 Metoda Free Radicals

U této metody je vyuzivano schopnosti chlorofylinu (sodno-médnata sl chlorofylu)
pfijimat a odevzdavat elektrony za soucasné stabilni zmény absorpéniho maxima. Tento d¢j je

podminén alkalickym prostfedim a ptidavkem katalyzatoru [45].
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6.1.7 Chrom peroxid - CrOs

Chrom peroxid (Cr (02),.H,O nebo zkracené CrOs) je extrémné silny oxidant. Tato
sloucenina je produktem reakce: (NH,),Cr,0, +4H,0, +2H" — 2Cr(0,),.H,0+4H,0 +
sul amonnd. Je to temné modry produkt, stabilni v organickych rozpoustédlech. Rozsah

zabarveni, spektrograficky méfené pfi 596 nm, predstavuje antioxidacni kapacitu [47].

6.1.8 Metoda pouzivaji galvinoxyl

Metoda spociva v redukci stabilniho radikéalu galvinoxylu (2,6di-terc-butyl-4-[(3,5di-
terc-butyl-4-oxocyklohexa-2,5dien-1-yliden)methyl]fonoxyl) latkou poskytujici  vodik,
podobné jako u DPPH. Reakci mizeme sledovat pii vinové délce 428 nm nebo na zakladé

ESR [39].

6.1.9 Metody hodnotici eliminace lipidové peroxidace

Lipidova peroxidace je jedna z nejvyznamnéjSich patologickych pochodi v
organismu. Ve zkratce je to oxidacni degradace lipidu, kdy volné radikaly "kradou" elektrony
lipidim, ¢imz dochazi k poskozeni bun¢k. Latky, které potlacuji lipidovou peroxidaci mohou
detekci vlivu antioxidantt na lipidovou peroxidaci se vyziva mnoho jednoduchych fazovych

systému, ale i slozité molekuly simulujici situaci in vivo.

e detekce produkti linolové kyseliny — inicatorem je AAPH, sledovano pii 234 nm

e sprazena oxidace P-karotenu a linolové kyseliny vzdusnym kyslikem - sledovano pfi
470 nm

e metoda TBA-MDA - stanoveni malondialdehydu na zakladé jeho reakce s kyselinou
thibarbiturovou, sledovano pii 532 nm

[39, 40, 46]

6.2 Metody zalozené na hodnoceni redoxni vlastnosti latek

Na antioxidacni aktivitu lze nahlizet jako na posouzeni redukéni schopnosti latek.
Neenzymové antioxidanty mohou reagovat s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Miizeme

je tedy charakterizovat jako reduk¢ni ¢inidla.

-34 -



6.2.1 Ferric reducting antioxidant potential - FRAP

Je zalozena na principu redoxni reakce, pfi niz je u antioxidant méfena spise redukéni
schopnost. V priibdhu analyzy antioxidanty redukuji ze vzorku komplex Fe** -2.4,6-tri
(2pyridyl-1,3,5triazin) -TPTZ. Vysledky ziskavame jako absorbanci pii 593 nm, jez je mirou
aktivity vzorku odpovidajici mnozstvi komplexu Fe’*-TPTZ. Tato metoda je rychla a
jednoduchéd a je mozno ji automatizovat. Vysledky snizeni aktivity nemuseji ovSem nutné
vyjadfovat antioxidagni kapacitu, odraZi pouze schopnost latek redukovat ion Fe®*. M&feni
probiha pfi nefyziologicky nizké hodnoté pH (3,6). Pivodni vyuziti bylo plivodné pro plazmu,
ale pozdé&ji se rozsifila a pouziva se i u jinych biologickych tekutin, rostlin, potravin aj. [40,

46, 39].

6.2.2 Cyklicka voltamerie

Redoxni vlastnosti Ize touto metodou hodnotit u latek, jez indikuji schopnost
odstépovat elektrony. Na pracovni elektrodu se vklada potencidlovy pulz s urcitou rychlosti
polarizace a soucasné se sleduji proudové odezvy v roztoku analyzované latky. Redukcni
schopnost latky urcuji dva parametry. Prvnim z nich je potencional anodického oxida¢niho
piku E,, jez vyjadiuje ochotu latky odevzdavat elektron - ¢im je hodnota nizsi, tim muze byt
latka lepsi antioxidant. Druhym je anodicky proud I, z jehoz vysky ur¢ime koncentraci latek.
V tadé pripadi hodnoty potencialu Ea koreluji s antioxida¢ni aktivitou urCenou jinymi

metodami, napt. DPPH [39, 40].

6.2.3 HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky mtizeme velmi presné detekovat za pouziti amperometrickych
nebo coulochemickych detektord pii analyze HPLC-ECD. Na pracovni elektrodu se vlozi
urcity kladny potencial. Jen tehdy, pokud je pfi tomto potencionalu latka oxidovana, se

projevi pik [39].

6.2.4 Elektronova spinova rezonance

Elektronova spinova rezonance urcuje na zakladé zmeény spinového stavu, jak

antioxidanty inhibuji zahajeni procesu volnych radikald. Hydroxylovy radikal je generovan
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bud’ Fentonovou reakci, nebo fotochemicky — homolytickym §tépenim peroxidu vodiku pfi
UV zafeni. Antioxidanty zmensSuji signal ESR, ktery je zavisly na jejich aktivité. K analyze
antioxidaéniho potencialu riznych kofeni pouzil tuto techniku Lindberg Madsen (1996), také

Gardner ji vyuzil k testovani antioxidanéniho potencialu u ¢erného a zeleného Caje [48].
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7 Cile bakalarské prace
Tato bakalarska prace bude primarné zaméfena na spektrofotometrické stanoveni
antioxidacni aktivity a markerd oxidacniho stresu predstavujici indikatory poskozeni

organismu nadorovym onemocnénim u déti a mladistvych.

Dil¢im cilem mé studie bude urCeni vztahu mezi parametry ziskanych dat a

onkologickou charakteristikou pacientli v korelaci s 1écbou.

8 Experimentalni ¢ast

8.1 Material a metody

8.1.1 Charakteristika souboru vzorku

Do prospektivni studie bylo zahrnuto celkem 190 détskych onkologickych pacientd
(72 zen, 118 muzl, primémy vek 12 let, minimalni a maximalni vék 2 a 25 let) léCenych na
Klinice détské hematologie a onkologie fakultni nemocnice v Motole. S diagnézou nadort
specifickych pro déti a mladistvé (graf 1). VSechny vzorky byly zpracovany pod kédovym

znacéenim.

Graf 1: Diagnoza
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8.1.2 Priprava vzorku

Vzorky krve, ziskané opakovanym odbérem, byly nasledné zpracovany za stejnych
laboratornich podminek centrifugaci po dobu 10 min pfi 2000 rpm-min” , po té byla
separovana plazma sbirana do mikrozkumavek a fedéna fosfatovym pufrem pH 7 v poméru
1:12 (vzorek plazmy:fosfatovy pufr) na pozadovany objem 400ul. Takto zpracované vzorky
byly podrobeny analyze.

Béhem experimentalniho feSeni bakalaiské prace byla analyza biologickych vzorkt
roz§ifena o stanoveni biochemickych parametri v krevnim séru. Piehled jednotlivych

parametru véetné charakteristik shrnuje tabulka:

Tabulka 2: Biochemické parametry v krevnim séru [50, 51]

analyt referencni rozmezi klinicky vyznam

snizena koncentrace, tedy
albumin 34-38 g/l hypoalbuminémie, provazi fadu
jaternich chorob, mize byt pfiznakem
ascitu nebo i nadort
20 pmol/l,
205 pmol/l (novorozenci) hyperbilirubinémie vznika pfi poskozeni
jaternich bunék, hemolytickych

bilirubin celkovy

bilirubin pfimy 5 umol/l procesech a dédi¢nych poruchach
diagnostika poruch sacharidového

glukosa 3,9-5,6 mmol/l ;I(;?;;lgzlcils{?ﬁ;;l;a;?ﬁéﬁilitu a
sledovani onemocnéni ledvin a

kreatinin 27-60 umol/l celkového zdravotniho stavu lidského

organismu

souhrnnd informace se zménami
stanoveni proteinu reakci s 20/l doprovazejici patologické stavy (u
biuretovym c¢inidlem pacienti s myelomem je zjiStovana

hyperproteinémie)
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8.1.3 Priprava pracovnich roztoka

Priprava reagencie pro metodu ABTS

7 mmol.l' ABTSe (navazka: m = 0.03841 g/10 ml) a 4.95 mmol.I"! peroxodisiran
draselny (navazka: m = 0,01338 g/10 ml) byly smichany a rozpustény v ACS vodé. Roztok

byl po té nafedén s ACS vodou v poméru 1:9 a inkubovan po dobu 12 h ve tmé.
Priprava reagencie pro metodu DMPD
Roztok 1: acetatovy pufr (0,2 mol.I", pH 5.25)

- 2,17 g octanu sodného trihydrat bylo rozpusténo v 80 ml ASC vody, 300 pl
koncentrované kyseliny octové (>99,5 %, v/v) bylo zfedéno na objem 20 ml s ACS

vodou, tyto dva roztoky byly nasledné smichany k dosazeni pH 5,5
Roztok 2: 0,74 mmol.I" chlorid Zelezity
- 1 mgFeCl3-6H20 byl rozpustén v 5 ml ACS vody
Roztok 3: DMPD
- 25 mg DMPD bylo rozpusténo v 5 ml ASC vody
Tyto tfi roztoky (roztok 1, 2 a 3) byly smichany v poméru 20:1:1 (v/v/v).
Priprava reagencie pro metodu FRAP
Roztok 1: 10 mmol.I"' roztok TPTZ
- 0,07802 g TPTZ bylo rozpusténo v 25 ml kyseliné chlorovodikové (40 mM)
Roztok 2: 20 mM roztok FeCl;.6H,0O
- 0,13513 g FeCl3.6H,0 bylo rozpusténo v 25 ml ACS vody
Roztok 3: 20mM acetatovy pufr, pH 3,6

- 0,27216 g octanu sodného trihydrat bylo smichano se 100 ml ACS vody a néasledné

upraveno pH pomoci kyseliny octové

Tyto tfi roztoky (roztok 1, 2 a 3) byly smichany v poméru 1:1:10 (v/v/v). Ziskana

reagencie byla uchovana pii teploté 4°C v temném prostiedi.
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Priprava reagencie pro metodu Free radicals

5 ml reak&niho pufru (100 mmol.I"! HCL) bylo zfedéno 45 ml ACS vody, do tohoto
reakéniho pufru bylo pfidano 100 pl chlorofylinu a po jeho kompletnim rozpusténi bylo
pfidano 0,25 ml katalyzatoru. Ziskand reagencie byla skladovana pii teploté 2 - 8 °C

v temném prostiedi.

8.1.4 Stanoveni vybranych biochemickych parametri v krevnim séru

Pro stanoveni albuminu, bilirubinu, glukosy, kreatininu a proteini byl pouzit
automaticky spektrofotometr BS-400 (Mindray, China), ktery se sklada z kyvetového prostoru
(temperovany na 37+ 0,1 °C), reagencniho prostoru s karuselem pro reagencie a pripravu
vzorkt (temperovany na 4+1 °C) a optického detektoru. Zdrojem svétla je halogeno-
wolframova zarovka. Pfenos vzorkl a reagenci zabezpeCuje robotické rameno s davkovaci
jehlou. Obsah kyvet je promichan automatickym michadlem ihned po pfidani Cinidla nebo
vzorku o objemu 2-45ul. Kontaminace je minimalizovana diky proplachovani jak davkovaci
jehly, tak michadla MilliQ vodou. Pro detekci bylo mozné vyuzit vinovych délek: 340, 380,
412, 450, 505, 546, 570, 605, 660, 700, 740, 800 nm.

- Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200 pl reagencie pro stanoveni a)bilkovin,
b)glukosy, c)kreatininu. Nasledné bylo ptfidano 20 ul méfeného vzorku.

- Absorbance byla méfena 10 minut pii: a)bilkoviny A = 570 nm, b)glukosy A = 505, ¢)
kreatinin A =505 nm.

- Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance samotné reagencie a hodnoty
absorbance po 10 minutové inkubaci se vzorkem.

- Hodnoty byly od sebe odecteny a vysledek prepocitan dle kalibra¢ni kfivky kyseliny

galové na obsah daného parametru.

8.1.5 Stanoveni antioxidaéni aktivity

Pro stanoveni antioxidacni aktivity byl pouzit automaticky spektrofotometr BS-400

(Mindray, China).
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Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody ABTS

- Do plastovych kyvet bylo pipetovano 245 ul reagencie ABTS’ s naslednym
pfidanim 5 pl vzorku.

- Parametry méfeni absorbance: 670 nm po dobu 15 min

- Pro vypocet antioxidacni aktivity byla pouzita hodnota absorbance samotné
reagencie (Ao) a hodnota absorbance vzorku s reagencii po 15 minutach inkubace
(A1s)

- Vzorec pro vypocet vysledné hodnoty A = A15-Ao

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody DMPD

- Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200 pl reagencie DMPD’ s naslednym
pfidanim 5 pl vzorku.

- Parametry méfeni absorbance: 510 nm po dobu 15 min

- Pro vypocet antioxidacni aktivity byla pouzita hodnota absorbance samotné
reagencie (Ag) a hodnota absorbance vzorku s reagencii po 15 minutach inkubace
(A1s)

- Vzorec pro vypocet vysledné hodnoty A = Ai5-Ao

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP

- Do plastovych kyvet bylo pipetovano 245 ul reagencie FRAP  metody s naslednym
pfidanim 5 pl vzorku.

- Parametry méfeni absorbance: 578 nm po dobu 15 min

- Pro vypocet antioxidacni aktivity byla pouzita hodnota absorbance samotné
reagencie (Ag) a hodnota absorbance vzorku s reagencii po 15 minutach inkubace
(A1s)

- Vzorec pro vypocet vysledné hodnoty A = A15-Ao

Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody Free radicals

- Do plastovych kyvet bylo pipetovano 200 ul pfipravené reagencie s naslednym
pfidanim 8 pl vzorku.

- Parametry méfeni absorbance: 450 nm po dobu 560 s
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Pro vypodet antioxidaéni aktivity byla pouzita hodnota absorbance samotné
reagencie (Ag) a hodnota absorbance vzorku s reagencii po 15 minutach inkubace
(A15)

Vzorec pro vypocet vysledné hodnoty A = Ais-Ao
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9 Vysledky

Jako statistickd metoda k analyze souboru dat byla zvolena Cetnost vyskytu
jednotlivych naméfenych hodnot, byly vytvofeny tabulky cCetnosti (pfiloha ¢. 1: Obsah
ptilozeného CD) s jejich grafickou reprezentaci histogramy a distribu¢ni funkce. Pred
vybérem vhodné popisné statistiky a pro ziskani primarni znalosti o rozlozeni dat byly
stanoveny smérodatné odchylky a praiméry jednotlivych souborti naméfenych hodnot. Vlastni

analyze predchazelo vycisténi dat, které bylo klicové pro jejich reprezentativnost.

9.1 Rozdéleni podle diagnozy

Soubor pacienti byl rozdélen podle diagndzy, jako kontrolni skupina byl stanoven
soubor vyléCenych pacientd. Z divodu nedostatku dat pro kvalitni statistickou vypoveéd,

nemohlo byt zpracovano porovnani u vSech diagnoz.

9.1.1 Testovani vazeb biochemickych parametri s onkologickym onemocnénim

Byla srovnana distribuce biochemickych parametri krevniho séra u jednotlivych
diagnoz. Mezi skupinami pacienti se hodnoty albuminu signifikantn€ nelisili od referencni
hodnoty (34-38 g/l) pro jednotliva postizeni. U kontrolni skupiny byla naméfena nejvyssi

hodnota (2,93), nejnizsi hodnota (2,20) byla zjisténa u pacient s nefroblastomem.

Distribuce hodnot u dalsiho sledovaného analytu — glukézy se v testovaném souboru
vyznamné neliSili od referen¢ni hodnoty (3,9-5,6 mmol/l). U nadorového onemocnéni
neuroblastomu a osteosarkomu byly zjiS§tény souhlasné hodnoty (0,38), které predstavovaly
maximalni naméfenou hodnotu, kontrolni skupina méla naopak nejnizsi zjisténou hodnotu

glukozy (0,32).

Dale byly srovnany hodnoty celkového bilirubinu mezi skupinami pacienti. U
meduloblastomu (2,20) a germinalnich nadort (2,19) byly hladiny hodnot statisticky
vyznamné vys$§i. U pacientd s malignimi lymfomy byla naméfena nejnizsi hodnota (2,04).
Podobny trend byl pozorovan u ptfimého bilirubinu, kde nejvyssi hodnota byla u
meduloblastomu (0,78), osteosarkomu (0,70) a germinalnich nadora (0,65), naopak nejnizsi

naméfenou hodnotu méli pacienti s nefroblastomem (0,43).

Vyznamna diference celkovych proteinii byla u pacientd s nefroblastomem (3,84) a

kontrolni skupiny (4,38), tento fakt mtze korelovat pravé slokaci nadoru v téle pacienta.
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Hodnoty kre

atininu (nefroblastom — 4,01, kontrolni skupina — 6,12) maji podobny trend jako

u celkovych proteinli, pravdépodobné souvisi s hypotézou citlivosti skupiny pacientl

s nefroblastomem a jsou ovlivnény i faktory medikamentozniho ptivodu a svou roli zde ma i

bilkovinny stav organismu.

U sledovanych parametr nebyla nalezena zadna vyznamna statisticka asociace.

Graf 2: Histogram albuminu
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Graf 3: Histogram glukozy
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Graf 4: Histogram celkového bilirubinu
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Graf 5:

Histogram piimého bilirubinu
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Graf 6:

Histogram celkovych proteinu
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Graf 7: Histogram kreatininu
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9.1.2 Testovani vazeb antioxidacni aktivity s onkologickym onemocnénim

Byly srovnany frekvence zastoupeni naméfenych hodnot celkové antioxidacni aktivity
pro ctyfi analytické metody ABTS, FRAP, Free radicals a DMPD. V celkovém souboru
pacienti s onkologickym postizenim u prvni metody ABTS byly hodnoty téméf totozné, pti
porovnani s kontrolni skupinou byl pozorovan vyznamny statisticky pokles. Rozdil mezi
nejvyssi sledovanou hodnotou (osteosarkom 14,64) a nejnizsi (kontrolni skupina 9,13) ¢inil
5,51. Stejna diference mezi kontrolni skupinou a soubory pacientt s riiznymi typy nadort byla
pozorovana u metody FRAP, pfi srovnani nejvyssi hladiny sledované antioxidacni aktivity u

osteosarkomu (3,84) s kontrolni skupinou (0,39) byl zji§tén vyznamny rozdil 3,45.

U metody Free radicals po srovnani nadorovych onemocnéni byla patrna variabilita
mezi malignimi lymfomy s nejvyssi zjisténou hodnotou celkové antioxidaéni aktivity (125,03)
a nefroblastomem (116,23), spolu s neuroblastomem (119,20). Osteosarkom (124,73),
meduloblastom (123,09) a germinalni nadory (123,59) nevykazovali vyznamnou diferenci od

hodnoty pro maligni lymfomy. Srovnanim sledovanych parametri u metody DMPD nebyly
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nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami pro jednotlivé skupiny pacientd,

jedina diference byla u hladiny neuroblastomu (17,37), jejiz hodnota byla nejnizsi.

Graf 8: Histogram metody ABTS
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Graf 9: Histogram metody FRAP
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Graf 10: Histogram metody Free radicals
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Graf 11: Histogram metody DMPD
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9.2 Analyza distribuce sledovanych parametru u jednotlivych metod
Pro celkovy soubor pacienti byly vytvofeny cCetnostni tabulky (pfiloha ¢. 2) a
histogramy s distribu¢ni funkci, cilem této analyzy bylo ziskat obecnou informaci o rozlozeni

sledovanych velicin.

U metody ABTS frekvence zastoupeni dosahovala nejvyssi hodnoty u intervalu 17-18
(16,044-17,108). Druhy frekvenc¢ni pik, ale mensi, byl pozorovan u intervalu 3-4 (8,594-
9,658). Existence dvou maxim je dikazem abnormality tohoto testu. Tento jev nastava i u
metody DMPD, kde je nejvyssi intervalova Cetnost u hodnot tfidy 16 (24,358-25,434) a u
hodnot tfidy 2 (9,290-10,367). Grafy naznacuji moznost rozdé€leni souboru pacientti do dvou
skupin a jejich srovnani, které by mohlo mit statisticky vyznam i klinicky dopad, tuto predikci

by bylo nutné potvrdit dal§im vyzkumem.

U metody Free radicals byla distribuce hodnot téméf symetricka pro hodnoty >
95,514, naopak u metody FRAP byla vyrazna elevace u hodnot tfidy 2, tedy intervalu 0,758-
1,397, udano v procentech - 49,42% pacienti mélo hodnotu 0,758.
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Graf 12: Histogram s distribuéni funkci pro metodu ABTS
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Graf 13: Histogram s distribué¢ni funkci pro metodu DMPD
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Graf 13: Histogram s distribué¢ni funkci pro metodu FRAP
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Graf 15: Histogram s distribu¢ni funkci pro metodu Free radicals
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9.3 Analyza antioxidacni aktivity v intervalu nékolika aplikovanych terapii

Do této prospektivni studie byly vybrany skupiny pacientii se shodnou onkologickou
diagnozou, u kterych bylo mozné dolozit probehlé terapie. Vzhledem k filtraci dat, jez vedla k

vytazeni znacného poctu méfeni, nebylo mozné vytvorfit piijatelnou statistickou analyzu.

Cilem analyzy bylo zhodnotit vztah mezi aplikovanou terapii a vyvojem hladiny
antioxida¢ni aktivity. V prvni sledované skupiné byli pacienti s meduloblastomem, u kterych
byla spolecna 1écba chemoterapii a radioterapii a byli bez metastatického postizeni. Celkem
prob&hlo 5 méfeni, krome pacienta €. 89, kde nebyl indikovan posledni odbér, méfeni €. 1
bylo provedeno vzdy v dobé stanoveni diagnozy. V druhé skupiné byli pacienti s primarnim
nadorovym onemocnénim osteosarkomem lé¢eni chemoterapii, je nutné zminit, ze s vyjimkou

pacienta €. 77, nastalo u zbyvajicich pacientti umrti. Celkem probé&hlo 6 méfeni.

Nepotvrdili jsme efekt terapie ve vztahu k antioxidacni aktivité a nenalezli zadnou
signifikantni statistickou asociaci, v diferenci hodnot se pravdépodobné uplatiiuji individuélni
faktory. K ziskani definitivniho vysledku jsme neméli reprezentativni data, ktera by spliiovala

vybrana kritéria pro tuto analyzu.

Graf 16: Soubor pacientti s meduloblastomem, metoda ABTS
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Graf 17: Soubor pacientii s meduloblastomem, metoda Free radicals
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Graf 18: Soubor pacientii s osteosarkomem, metoda ABTS
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Graf 19: Soubor pacientii s osteosarkomem, metoda Free radicals
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10 Zavér

Meéfeni antioxidacni aktivity pfedstavuje vyznamny aspekt v oblasti klinické mediciny.
Cilem bylo vyuzit potencial této metody zejména v diagnostice onkologickych onemocnéni a
potvrdit vyznam oxidativniho stresu jako diagnostického markeru. V teoretické Casti byla
popsana etiologie a patogeneze nadorového procesu. ZnaCna Cast je vénovana popisu
rakoviny z riznych hledisek — od jeji molekularni podstaty, genetickych transformaci az po
manifestaci u skupiny pacientd détského véku. Dale je uveden piehled nejpouzivanéjSich
metod pro stanoveni antioxidacni aktivity, jejich srovnani by bylo vhodnou néplni dalsi

studie.

Ze ziskanych dat vyplyva hypotéza zalozena zejména na informaci o jejich velkém
rozptylu, Ze rozlozeni hodnot biochemickych parametrd a antioxidacni aktivity jsou
vyznamné ovlivnény celou fadou faktord. Svou roli zde hraje kromé genetické predispozice
pravdépodobné i pritomnost chorob, chronickych zanétd a infekci, které negativné€ narusuji
celkovy zdravotni stav pacienta, dale lokace nadort, metastazy i samotna lécba. Méné
vyznamnymi faktory v naSem souboru pacientd bylo pohlavi a vék. Pro dalsi vyzkum by bylo

nutné vSechny tyto aspekty monitorovat.

Rada studii prokazala, Ze karcinom ma zvySenou produkci volnych radikald
v porovnani s okolni tkani a dasledkem tohoto chronického pusobeni oxida¢niho stresu je
snizeni schopnosti antioxidacnich obrannych mechanismi. Nabizi se tedy mozna interpretace
zavéru u kontrolni skupiny, tedy souboru vyléCenych pacientt, Ze vlivem dlouhodobého

pusobeni oxidacniho stresu doslo ke snizeni celkové antioxidacni aktivity.

Analyzou antioxidacni aktivity v intervalu nékolika aplikovanych terapii nebyla
prokadzana zadné pifima kauzalita mezi lé€bou a efektivitou antioxidacni obrany, interpretace
je zde ale velmi obtizna vzhledem k znacné variabilité mezi jednotlivymi pacienty a riznymi

druhy nadort.

Nebyla nalezena zadna korelace mezi vysledky stanovenymi riznymi metodami
celkové antioxidacni aktivity, pravdépodobné se zde uplatiiuje variabilita metod, modulovana

reak¢nimi mechanismy zhaseni radikalovych ¢astic, priabehy téchto reakci a jejich limity.

Nepodartilo se prokazat zadnou vyznamnou statistickou asociaci, ktera by méla

potencialni diagnosticky pifinos v klinické praxi. Ze zavéri usuzuji, ze stanoveni antioxidacni
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aktivity nepfedstavuje v problematice onkologickych onemocnéni senzitivni indikacni

parametr.
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11 Seznam pouzitych zkratek

ABTS

AIDS

AOE

CNS

DMPD

DNA

DPPH

EBV

ESR

FRAP

GIT

HAT

HNE

HNPCC

HPLC

LMWA

LOH
MDH
MH

diamonna sul kyseliny 2,2'-azino-bis(3ethylbenzthiazolin-6-sulfonové),

metoda stanoveni antioxidacni aktivity

Acquired Immune Deficiency Syndrome (Syndrom ziskaného selhani
imunity)

polymorfismy antioxidativnich enzymu

centralni nervova soustava

N, N-dimethyl-p-fenylendiamin, metoda stanoveni antioxidacni aktivity
deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
diphenylpicrylhydrazyl, metoda stanoveni antioxidacni aktivity

vir Epsteina a Barrové

Electron Spin Resonance (elektronova spinova rezonance)

Ferric Reducting Antioxidant Potential, metoda stanoveni antioxidacni

aktivity

gastrointestinalni trak

Hydrogen Atom Transfer, pfenos atomu vodiku
aldehyd trans-4-hydroxy-2-nonenal

Hereditary nonpolyposis colorectal cancer (Hereditarni nepolypdzni

kolorektalni karcinom)

performance liquid chromatogramy (vysokoucinna kapalinova

chromatografie)
low molecular weight antioxidant

loss of heterozygosity (ztrata heterozygozity)
malondialdehyd

Hodgkinova choroba
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MMR

NADPH
NBL
NER

NHL

ORAC

PDGF

PSA

RMS
ROS

SET

TEAC

uv

VR

WHO

WN

Mismatch repair genes (Mutatorove reparacni geny)

nikotinamidadenindinukleotidfosfat
neuroblastom

nucleotide excision repair system
Non-Hodgkiniv lymfom

Oxygen Radical Absorbance Capacity, metoda posouzeni antioxidacni

aktivity
platelet derived growth factor, ristovy faktor krevnich desti¢ek
Prostate-specific antigen, prostaticky specificky antigen

rabdomyosarkom

Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku
Single Electron Transfer, prenos elektronu

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, parametr slouzici ke srovnani

aktivity antioxidantu s trollem
ultraviolet spektrum (ultrafialova oblast spektra)

volné radikaly
World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

Wilmsuv nador
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13 Prilohy

13.1 Priloha ¢. 1: Obsah prilozeného CD

- ptiklad Cetnostnich tabulek:

Tabulka 1: Osteosarkom — ¢etnostni tabulka glukozy

Glukoza | hodnoty Absolutni Cetnost Kumulativni €etnost | x; Xn; | x; X p;
X; n; rilatwt‘n Absolutni | Relativni
Pi =N ~pi

1 0,193 1 0,014705882 1 0,014706| 0,193 |0,002838
2 0,209684 1 0,014705882 2 0,029412 | 0,209684 | 0,003084

3 0,226368 0 0 2 0,029412 0 0
4 0,243053 4 0,058823529 6 0,088235(0,972211 |0,014297

5 0,259737 0 0 6 0,088235 0 0
6 0,276421 6 0,088235294 12 0,176471 | 1,658526 | 0,02439
7 0,293105 1 0,014705882 13 0,191176 {0,293105 | 0,00431
8 0,309789 1 0,014705882 14 0,205882 [0,309789 [ 0,004556
9 0,326474 4 0,058823529 18 0,264706 | 1,305895 | 0,019204
10 0,343158 6 0,088235294 24 0,352941 | 2,058947 [ 0,030279
11 0,359842 6 0,088235294 30 0,441176(2,159053 [0,031751
12 0,376526 3 0,044117647 33 0,485294 1,129579 [0,016611
13 0,393211 6 0,088235294 39 0,573529{2,359263 | 0,034695
14 0,409895 8 0,117647059 47 0,691176|3,279158 | 0,048223
15 0,426579 6 0,088235294 53 0,779412 |2,559474 10,037639
16 0,443263 1 0,014705882 54 0,794118 | 0,443263 | 0,006519
17 0,459947 3 0,044117647 57 0,838235(1,379842 |0,020292
18 0,476632 4 0,058823529 61 0,897059 | 1,906526 | 0,028037
19 0,493316 3 0,044117647 64 0,941176 | 1,479947 | 0,021764

20 0,51 4 0,058823529 68 1 2,04 0,03

kroky 0,16684

suma 68 0,378489
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Tabulka 2: Nefroblastom - ¢etnostni tabulka metody ABTS

ABTS |hodnoty Absolutni Cetnost Kumulativni Cetnost | x; X n; X; X p;
X; n; rilatlvr‘n Absolutni | Relativni
Pi=1n; = Pi
1 8,5 1 0,047619 1 0,047619| 8,5 0,404762
2 8,98 2 0,095238 3 0,142857| 17,96 | 0,855238
3 9,46 0 0 3 0,142857 0 0
4 9,94 1 0,047619 4 0,190476 | 9,94 0,473333
5 10,42 0 0 4 0,190476 0 0
6 10,9 0 0 4 0,190476 0 0
7 11,38 0 0 4 0,190476 0 0
8 11,86 0 0 4 0,190476 0 0
9 12,34 1 0,047619 5 0,238095| 12,34 | 0,587619
10 12,82 0 0 5 0,238095 0 0
11 13,3 1 0,047619 6 0,285714| 13,3 0,633333
12 13,78 1 0,047619 7 0,333333| 13,78 0,65619
13 14,26 0 0 7 0,333333 0 0
14 14,74 2 0,095238 9 0,428571| 29,48 1,40381
15 15,22 4 0,190476 13 0,619048 | 60,88 | 2,899048
16 15,7 2 0,095238 15 0,714286| 314 1,495238
17 16,18 2 0,095238 17 0,809524 | 32,36 | 1,540952
18 16,66 1 0,047619 18 0,857143| 16,66 | 0,793333
19 17,14 1 0,047619 19 0,904762 | 17,14 0,81619
20 17,62 2 0,095238 21 1 35,24 | 1,678095
kroky 1,050947
suma 21 14,23714
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13.2 Priloha &. 2: Cetnostni tabulky pro celkovy soubor pacienti

Tabulka 3: Metoda ABTS - ¢etnostni tabulka

ABTS | hodnoty Absolutni Cetnost Kumulativni ¢etnost
X; n; relatlvr‘n Absolutni |Relativni XX Xi X Pi
Pi=1n; = Dpi

1 7,530 1 0,21% 1 0,21% 7,53 | 0,015655
2 8,062 21 4,37% 22 4,57% |169,3042 | 0,351984
3 8,594 32 6,65% 54 11,23% |275,0147 | 0,571756
4 9,126 25 5,20% 79 16,42% |228,1579| 0,474341
5 9,658 18 3,74% 97 20,17% | 173,8516 | 0,361438
6 10,191 10 2,08% 107 22,25% |101,9053 | 0,211861
7 10,723 8 1,66% 115 23,91% |85,78105 | 0,178339
8 11,255 9 1,87% 124 25,78% |101,2926 | 0,210588
9 11,787 11 2,29% 135 28,07% |129,6553 | 0,269554
10 12,319 9 1,87% 144 29,94% 1 110,8705| 0,2305
11 12,851 11 2,29% 155 32,22% | 141,3616| 0,293891
12 13,383 14 2,91% 169 35,14% | 187,3642 | 0,389531
13 13,915 17 3,53% 186 38,67% |236,5595 | 0,491808
14 14,447 36 7,48% 222 46,15% |520,1053 | 1,0813
15 14,979 42 8,73% 264 54,89% |629,1379 | 1,307979
16 15,512 40 8,32% 304 63,20% |620,4632 | 1,289944
17 16,044 49 10,19% 353 73,39% | 786,1405 | 1,634388
18 16,576 48 9,98% 401 83,37% |795,6379| 1,654133
19 17,108 42 8,73% 443 92,10% |718,5316| 1,493829
20 17,640 38 7,90% 481 100,00% | 670,32 | 1,393597

kroky 0,53210

suma 481
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Tabulka 4: Metoda DMPD - ¢etnostni tabulka

DMPD | hodnoty Absolutni Cetnost Kumulativni ¢etnost
X; n; relatlvr.n Absolutni | Relativni| XM X XD
Pi=n; =P
1 8,214 1 0,37% 1 0,37% 8,214 10,030199
2 9,290 20 7,35% 21 7,72% | 185,8053 | 0,683108
3 10,367 11 4,04% 32 11,76% | 114,0318 | 0,419235
4 11,443 15 5,51% 47 17,28% | 171,6418 | 0,631036
5 12,519 14 5,15% 61 22,43% | 175,2667 | 0,644363
6 13,595 16 5,88% 77 28,31% 217,52510,799724
7 14,672 15 5,51% 92 33,82% |220,0737 | 0,809094
8 15,748 11 4,04% 103 37,87% |173,2263 | 0,636861
9 16,824 10 3,68% 113 41,54% |168,2411 | 0,618533
10 17,900 8 2,94% 121 44,49% |143,2029 | 0,526481
11 18,977 14 5,15% 135 49,63% |265,6728 | 0,976738
12 | 20,053 11 4,04% 146 53,68% |220,5818 | 0,810963
13 | 21,129 17 6,25% 163 59,93% |359,1957 | 1,320572
14 | 22,205 20 7,35% 183 67,28% |444,1084 | 1,632752
15 | 23,282 12 4,41% 195 71,69% |279,3802 | 1,027133
16 | 24,358 27 9,93% 222 81,62% |657,6646 | 2,417884
17 | 25,434 17 6,25% 239 87,87% |432,3816 | 1,589638
18 | 26,510 11 4,04% 250 91,91% 291,6152| 1,072115
19 | 27,587 12 4,41% 262 96,32% |331,0408 | 1,217062
20 | 28,663 10 3,68% 272 100,00% | 286,63 | 1,053787
kroky 1,076263158
suma 272
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Tabulka 5: Metoda FRAP - ¢etnostni tabulka

FRAP |hodnoty Absolutni Cetnost Kumulativni ¢etnost
X; n; relatlvr.li Absolutni | Relativni ¥ XM | X X Py
Pi=1n; ~p;
1 0,119 1 0,16% 1 0,16% | 0,119 |0,000196
2 0,758 300 49,42 % 301 49,59% | 2274 |0,374629
3 1,397 53 8,73% 354 58,32% | 74,041 1 0,121979
4 2,036 37 6,10% 391 64,42% | 75,332 |0,124105
5 2,675 15 2,47% 406 66,89% | 40,125 |0,066104
6 3,314 32 5,27% 438 72,16% | 106,048 | 0,174708
7 3,953 20 3,29% 458 75,45% | 79,06 |0,130247
8 4,592 19 3,13% 477 78,58% | 87,248 10,143736
9 5,231 12 1,98% 489 80,56% | 62,772 |0,103414
10 5,870 19 3,13% 508 83,69% | 111,53 | 0,18374
11 6,509 12 1,98% 520 85,67% | 78,108 |0,128679
12 7,148 12 1,98% 532 87,64% | 85,776 |0,141311
13 7,787 11 1,81% 543 89,46% | 85,657 |0,141115
14 8,426 12 1,98% 555 91,43% 101,112 0,166577
15 9,065 6 0,99% 561 92,42% | 54,39 |0,089605
16 9,704 10 1,65% 571 94,07% | 97,04 |0,159868
17 10,343 11 1,81% 582 95,88% | 113,773 0,187435
18 10,982 14 2,31% 596 98,19% | 153,748 0,253292
19 11,621 8 1,32% 604 99,51% | 92,968 | 0,15316
20 12,260 3 0,49% 607 100,00% | 36,78 |0,060593
kroky 0,639
suma 607
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Tabulka 6: Metoda Free radicals - ¢etnostni tabulka

Fyee hodnoty Absolutni Cetnost Kumulativni Cetnost
radicals
relativni Xp Xn | X Xp;
X; n; p; =n; = | Absolutni |Relativni
Pi

1 33,930 1 0,33% 1 0,33% 3393 |0,111612
2 40,773 4 1,32% 5 1,64% |163,0905 0,536482
3 47,615 4 1,32% 9 2,96% |190,4611| 0,626517
4 54,458 1 0,33% 10 3,29% |54,45789 0,179138
5 61,301 0 0,00% 10 3,29% 0 0
6 68,143 4 1,32% 14 4,61% |272,5726| 0,89662
7 74,986 5 1,64% 19 6,25% |374,9289 | 1,233319
8 81,828 4 1,32% 23 7,57% |327,3137| 1,07669
9 88,071 6 1,97% 29 9,54% |532,0263 | 1,750087
10 95,514 14 4,61% 43 14,14% | 1337,192 | 4,398657
11 102,356 24 7,89% 67 22,04% |2456,552 | 8,080762
12 109,199 23 7,57% 90 29,61% |2511,576| 8,261762
13 116,042 31 10,20% 121 39,80% |3597,289| 11,83319
14 122,884 39 12,83% 160 52,63% |4792,484| 15,76475
15 129,727 33 10,86% 193 63,49% |4280,986 | 14,08219
16 136,569 34 11,18% 227 74,67% |4643,362 | 15,27422
17 143,412 28 9,21% 255 83,88% 4015,539| 13,20901
18 150,255 16 5,26% 271 89,14% |2404,076| 7,908144
19 157,097 18 5,92% 289 95,07% |2827,753| 9,301818
20 163,940 15 4,93% 304 100,00% | 2459,1 | 8,089145

kroky 6,842631579

suma 304
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Tabulka 7: Souhrnna tabulka

prumeér smérodatna odchylka rozptyl + rozptyl -
albumin [g/1] 2,2671 1,2748 3,542 0,992
proteiny [g/1] 5,4829 13,0899 18,5727 -7,6070
bilirubin celkovy [pmol/l] 1,9089 0,7648 2,6737 1,1442
bilirubin pfimy [pumol/1] 0,7653 0,5771 1,3423 0,1882
glukoza [mmol/L] 0,3427 0,1688 0,5115 0,1739
kreatinin 3,5714 15,6849 19,256 -12,113
ABTS 12,5878 5,0670 17,6548 7,5209
FRAP 5,2823 7,0644 12,3466 -1,7821
Free radicals 98,5456 65,9389 164,4845 32,6067
DMPD 17,8034 10,7530 28,5564 7,0504
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