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Uvod

V klinické mediciné je dnes vénovana velkd pozor-
nost pochodim spojenym s oxida¢nim stresem a puisobe-
nim reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS — reactive
oxygen and nitrogen species). Mezi RONS patii jednak
volné radikaly, jednak slouceniny, které snadno oxiduji
jiné latky, nebo se na radikaly méni. Ke klinicky nejdilezi-
téjSim radikalim fadime superoxidovy anion ‘O, , oxid
dusnaty,"NO, nebo hydroxylovy radikal ‘OH. Mezi neradi-
kalové reaktivni Castice patii napf. peroxid vodiku, H,O,,
kyselina chlorna (HOCI) a peroxynitrit (ONOO") (cit.'™).

RONS vznikaji v pribéhu metabolickych pochodi
u vech aerobnich organismi; na jejich vzniku se tcastni
i vnéjsi vlivy, jako je elektromagnetické zafeni, xenobioti-
ka, toxiny ¢i 1éky. Buniky a tkdn€ zivych organismi jsou
pred poskozenim témito latkami chranény antioxida¢nimi
ochrannymi systémy (enzymovymi 1 neenzymovymi).
Pusobeni RONS hraje vyznamnou roli pfi vzniku a rozvo-
ji fady zé&vaznych onemocnéni, jako jsou ateroskleréza
a jeji komplikace, diabetes mellitus, arterialni hypertenze,
neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova nemoc,
Parkinsonova  nemoc),  psychiatrickd  onemocnéni
(schizofrenie, depresivni porucha) i zhoubné nadory>*?
ana strané druhé se tvorba volnych radikalt s ispéchem
vyuziva u nékterych kancerostatik, antivirovych a antibak-
terialnich pfipravki. V lidském organismu se v§ak RONS
ucastni také fyziologickych regulaci, jako napf. Ucast
v procesech pienosu signalu, imunitni odpovédi, v regulaci
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cévniho tonusu a dalsich® . Pisobeni RONS v lidském
organismu mize poskozovat strukturu lipidl, pfiCemz
dochdzi ke zménam sloZeni biologickych membran
ak ovlivnéni funkce struktur snimi spojenych (funkce
enzymu, iontovych kanalt, pfenosu signalu aj.). RONS
poskozuji také strukturu proteinii a DNA. Jsou poskozova-
ny purinové a pyrimidinové baze i deoxyribosa. Oxida-
ce deoxyribosy pusobi destrukci a preruseni fetézce DNA.
Modifikace DNA vede k chybnym parovanim bazi pfi
replikaci DNA a ke zmé€ndm genetické informace s Casto
fatalnimi déisledky pro organismus” .

Proti patogennimu ptisobeni RONS piisobi v lidském
organismu antioxidac¢ni systém, zahrnujici antioxidanty
charakteru enzymu i antioxidanty neenzymové. Mezi en-
zymové antioxidanty patfi napf. superoxiddismutasa
(SOD), katalasa (CAT), glutathion-peroxidasa (GPx), glu-
tathion reduktasa (GR). Glutathion peroxidasa méni H,O,
na vodu za spoluucasti glutathionu (GSH) jako darce vodi-
ku. Vznikajici glutathion disulfid (GSSG) je pfeménovan
zpét na GSH pisobenim GR, jejimz kofaktorem je NADPH.
Mezi neenzymové antioxidanty patii vitaminy A, C aE,
GSH, kyselina alfa-lipoovd, déle karotenoidy, stopové
prvky jako méd, zinek a selen, koenzym Qjo (Co Qo)
a kofaktory jako kyselina listova, a vitaminy B;, B,, Bg
a By,, dale téZ mocovina i albumin. Hlavnim intracelular-
nim antioxidantem je GSH, ktery pasobi jako ptimy lapac
radikali a soucasné jako kosubstrat pro GPx (piehled pi-
sobeni antioxidantd viz cit.””). Stav, spojeny s nadmérnou
tvorbou a/nebo nedostateénym odstralovanim RONS,
resp. zvySeny pomér prooxidacni k antioxidacni aktivité, je
oznagovan pojmem oxidaéni stres (0S)".

Pro sledovani OS je mozné zvolit nkolik piistupi'’:
1. meéfit redoxni potencidly antioxidacnich systému,
2. kvantifikovat pfitomné radikaly ve vzorku, 3. sledovat
pfitomnost markertt oxida¢niho poskozeni systému
a 4. metit aktivitu antioxidacniho systému. Jako nejlepsi
pfima metoda detekce volnych radikali je dostupna (vedle
pristuptt polarografickych, HPLC nebo UV-VIS) elektro-
novd paramagnetickd rezonance (EPR), kterd dovoluje
méfit piimo relativng stabilni radikaly'’. Ve spojeni
s metodou spinového zachytu (,,spin-trapping®) je pak
mozné identifikovat a kvantifikovat i nékteré méné stabilni
radikaly, jako napf. hydroxylovy. Cilem této pilotni studie
bylo stanovit koncentrace hydroxylového a nitroxidového
radikalu v séru nemocnych s depresivni poruchou (DP)
s hyperlipidémiemi a u zdravych kontrolnich osob meto-
dou EPR.

Experimentalni ¢ast
Metodika EPR

EPR spektroskopie je zalozena na sorpci mikrovinné-
ho zé&feni neparovymi elektrony za pfitomnosti silnych
magnetickych poli. Tim je umoznéno studovat: a) volné
radikaly riznych typt, napf.: hydroxylové, superoxidoveé,
nitroxidové radikaly, b) paramagnetické komplexy (napf.
Cu*, Fe’', Mn*" a dalsi), c) excitované stavy (molekuly
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Obr. 1. Cinidla zachycujici radikalové slougeniny (spin trap
¢inidla)

s vybuzenym elektronem). V piipadech, Ze se jedna o rela-
tivné stabilni radikaly, je mozné jejich pfimé méfeni
v plynném, kapalném i pevném stavu. U nestabilnich radi-
kala s kratkou dobou Zivota se pouziva metoda spinového
zachytu (,,Spin Trapping®). Je to metoda chemické stabili-
zace radikald, ktera prodluzuje dobu jejich zivota. Kratko-
dobé 7zijici radikaly reaguji s nitrososlouceninami nebo
s nitrony a tim se pfevedou na stabilni radikaly. Nejcastéji
pouzivané radikalové lapace jsou: 5,5’-dimethyl-1-
-pyrrolin-N-oxid (DMPO), 5-(diethoxyfosforyl)-5-methyl-
-1-pyrrolin-N-oxid  (DEPMPO), 2-ethoxykarbonyl-2-
-methyl-1-pyrrolin-N-oxid (EMPO), N-terc-butyl-o.-fenyl-
nitron (PBN) a 1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-oxo-
piperidin (TEMPONE-H) (viz obr. 1). Spektra EPR téchto
aduktti s volnymi radikély jsou pro urCité druhy radikald
charakteristickd. Metoda umoziiuje zjistit druh radikalu,
jejich koncentraci i ¢asové zmény.

Zkoumané vzorky zpravidla nejsou stabilni. Krev
byla proto odebirana do zkumavky Vacutainer® obsahujici
draselnou stl EDTA (koncentrace 1 mgml™ krve), jez
byla ihned ulozena do ledové tfisté. Po oddéleni plazmy
centrifugaci (4 °C, 10 min, 1500 g) se odebralo 100 ml
plazmy do kryozkumavek s napipetovanym cinidlem za-
chycujicim radikaly (,,spin trap®) (10 ml DMPO) a dale
prechovavany pti teplotach —80 °C, nebo pfi teploté kapal-
ného dusiku —196 °C pro transport. Vzorky jsou rozmraze-
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ny, prevedeny do ploché kiemenné kyvety a ta je umisténa
do rezonatoru (méfici komirka) EPR spektrometru. Poté je
provedeno pri teploté 25 °C vlastni méfeni. Spektra jsou
vyhodnocovéana pomoci PC a grafickych programi, blize
viz téz cit."”.

Soubory nemocnych

V této pilotni studii jsme v dobé od cervna 2006 do
dubna 2008 vySetiili 3 skupiny postupné ptichazejicich
0sob.

1. Soubor 42 nemocnych z ambulance Psychiatrické
kliniky VFN a 1. LF UK Praha, u kterych byla dia-
gnostikovana depresivni porucha (DP) podle manuélu
Americké psychiatrické spole¢nosti (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4. vydani)'*;

2. Soubor 60 dosud neléCenych  nemocnych
s dyslipidémiemi  (koncentrace  sérového LDL-
cholesterolu > 4,1 mmol I" a/nebo triacylglycerolu >
1,7 mmol I a/nebo koncentrace HDL-cholesterolu <
1,0 mmol I"! u muza, resp. 1,3 mmol I zen);

3. Soubor 49 zdravych dobrovolnikt, dosud nelécenych
pro kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus,
rendlni ¢i jaterni onemocnéni.

Ze studie byly vylouceny osoby se znamkami endo-
krinopatie a osoby pozivajici antioxidanty, antidepresiva,
potravinové dopliiky vicenenasycenych mastnych kyselin
¢i ethylalkohol v davce vyssi nez 20 g denné. Byli také
vylou€eni nemocni, ktefi v uplynulych Sesti mésicich
prodélali operacni zakrok ¢i infekéni onemocnéni. Zaklad-
ni charakteristiky sledovanych souborti jsou uvedeny
v tab. 1.

Klinick4 a zdkladni biochemicka vySetieni

U osob ve sledovanych souborech jsme vypocetli
hmotnostni index (,,body mass index* — BMI) podle rovni-
ce BMI = hmotnost (kg)/vyska (v m)>. U viech zuéastng-
nych jsme provedli zakladni biochemicka a hematologicka
vySetieni, z nichZ je uvedena v tab. I pouze koncentrace
celkového cholesterolu (TC). Krev byla odebirana po celo-
nocnim la¢néni do zkumavky Vacutainer® obsahujici
draselnou sil EDTA (1 mgml™' krve). Koncentrace TC
byly stanovovany enzymovou metodou (CHOD/PAP, Test

Tabulka I

Zakladni charakteristiky sledovanych soubort

Parametr HLP ¢ (n = 60) DP ¢ (n=42)" KON ' (n = 49)
Vek, roky 54,8 +10,7° 61,0+ 15,8 56,1 + 14,5
Pohlavi, muzi/Zzeny 35/25 7/35 19/30

BMI ¢, kg m™ 29,9 +4,1 26,6 £4,7 253+4,1
Celkovy cholesterol, mmol I 6,24 + 1,44 5,79 £ 1,45 5,47 +£0,93

* Primér + S.D;
"KON — kontrolni skupina

® n = poget vy3etfenych, ¢ BMI — hmotnostni index, * HLP — hyperlipidémie, © DP — depresivni porucha,
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Combination, Boehringer Mannheim). Pro statistické hod-
noceni byl pouzit software STATISTICA (Tulsa, OK,
U.S.A., 2000).

Stanoveni nitroxidovych a hydroxylovych radikala
v séru metodou EPR

Vzhledem k tomu, Ze vétSina téchto radikald je velmi
nestabilni, rozhodli jsme se pouzit metodu spinového za-
chytu za pouziti lapact DMPO, pfipadné¢ PBN. Po vyhod-
noceni spektralnich parametri zjisténych radikald se zjisti
dvojitou integraci 1. derivace EPR spekter relativni kon-
centrace studovanych radikalt a jeji zmény v Case. Vysled-
né hodnoty se porovnavaji se spektry standarda (Mn?>*/
ZnS, ptip. Cr’'/MgO) o znamém poétu spind.

K zaznamu spekter jsme pouzivali Elexsys E-540
spektrometr od firmy Bruker (Bruker-Biospin, Rheinstet-
ten, Némecko), a magnetické pole na 1H NMR magneto-
metru s ¢itaCem mikrovinnych frekvenci. Vlastni podmin-
ky méfeni byly: vykon mikrovinného pole 20 mW, modu-
la¢ni amplituda 0,1 mT, faktor zeslabeni 20 dB, Casova
konstanta 0,5 s, rychlost zdznamu 0,3 mT min~". Software
pro zaznam, zpracovani a hodnoceni namétenych spekter
pochazel od firmy Bruker. Zaznam 1. derivace spekter
EPR byl pocitacove zpracovavan (program Origin, Origin-
Lab Corporation, Northampton, MA, U.S.A.) a spektra
byla interpretovana za pouziti databazi z National Institute
of Health, Bethesda, Maryland, USA. Paraleln¢ byly méfe-
ny kontrolni vzorky, t.j. slepé pokusy.

Pro zjisténi Casové stability vzorki byly prométreny
nadhodné vybrané vzorky. Od okamZiku rozmraZzeni vzor-
ki z kapalného dusiku, kde byly pfechovavany a transpor-
tovany, byly vzorky méfeny do 5 min. Zmétend spektra se
neménila po dobu 50 min, béhem dal$ich 30 min doslo
k poklesu intenzity spekter o cca 10 az 12 %. Jedna se
spise o Casovou stabilitu radikali a jejich spekter. Kalibra-
ce byla provedena pomoci firemnich standardi Weak
Pitch, Strong Pitch, (Bruker-Biospin), dale Mn**/ZnS
a Cr’"/MgO (Magnettech GmbH Berlin, Némecko).

Koncentrace hydroxylovych radikali byla kalibrova-
na pomoci srovnavacich méfeni, kdy jako zdroj ptesného
mnozstvi OH radikalu byl pouzit peroxid vodiku o znamé
koncentraci a mnozstvi. Koncentrace nitroxidovych radi-
kala byla kalibrovana pomoci stabilniho radikalu Tempolu
(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidinu, Sigma-Aldrich).
V oblasti métenych mnozstvi volnych radikalta (OH, NO)
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ve vzorcich byla zavislost intenzity signalli na mnozstvi/
koncentraci zcela linearni, nad tuto hranici dochazi
k negativnim odchylkdm od linearity. Pfesnost metody
byla testovana opakovanim kompletniho méfeni, tj. pipeto-
vani, fedéni, ladéni spektrometru a meéfeni tiikrat,
v nékterych pripadech az pétkrat. Mez stanovitelnosti byla
brana jako hodnota intenzity signalu, ktera byla dvakrat
vys$si nez pomér amplitudy/intenzity Sumu (pfi akumulaci
spekter tficetkrat vyssi) pfi uvedenych nastavenych hodno-
tach. Akumulace signalu byla vhodné pro méfeni hydroxy-
lovych radikalt, pokud byla koncentrace pfilis nizka.

Vysledky a diskuse

Ziskané vysledky méfeni nitroxidovych a hydroxylo-
vych radikali, méfenych metodou EPR jsou uvedeny
v tab. II. Osoby ve skupiné pacientti s depresivni poruchou
(DP) méli statisticky vyznamné vys$si koncentrace nitroxi-
dovych radikald ve srovnani s hyperlipidemickymi osoba-
mi (P < 0,05), rozdil od kontrolni skupiny nedosahl statis-
tické vyznamnosti. Ve skupiné DP i hyperlipidémie jsme
ve srovnani s kontrolni skupinou zjistili vys$si koncentrace
OH radikal, rozdily vSak opét vzhledem k velikosti roz-
ptylu nedosahly statistické vyznamnosti (P = 0,131 resp. P
= 0,110). Ukazky ziskanych spekter jsou uvedeny na
obr. 2a—c. U hypercholesterolémie i hypertriacylglycerolé-
mie je zjistovana zvysena tvorba ‘O,  (cit.'""™'7) zfejmé
v disledku zvySené aktivity xantinoxidasy, (enzymu, redu-
kujiciho kyslik na *O,") a NAD(P)H oxidasy (enzym, va-
zany na bunénou membranu, ktery pouziva elektrony,
pochézejici z NADPH k redukci molekularniho kysliku na
'0,)  (cit.!®"). Lécba hypercholesterolémie statiny
(inhibitory kli€¢ového enzymu syntézy cholesterolu, HMG-
CoA reduktasy), je provazena snizenim urovné oxidacniho
stresu (OS). Puisobeni statint® vede mimo jiné k inhibici
aktivity enzymu NAD(P)H oxidasy a k poklesu tvorby
angiotenzinogenu II, s naslednym sniZenim tvorby ‘O,".
Zakladnimi farmaky, uzivanymi k 1écbé hypertriacylglyce-
rolémie** jsou fibraty (derivaty kyseliny fibrové), jejichz
podavani rovnéz vede k poklesu OS. Fibraty, podobné
jako statiny, ovliviluji vice metabolickych déjii; mimo jiné
aktivuji jaderny transkripcni faktor PPAR (peroxisome
proliferator activated receptor) o (cit.”*) s naslednou in-
dukci exprese a aktivace antioxidacnich enzymid SOD
aGPx a inhibiciindukce enzymu cyklooxygenasy 2

Tabulka IT

Nitroxidové a hydroxylové radikaly, méfené metodou EPR v plazmé

Parametr "8 HLP © (n = 60) DP ¢ (n=42) KON © (n = 49)
NOx, pmol 1™ 2,06 + 0,90 2,80+ 1,55° 2,38 + 1,49
"OH, pmol I 0,83 +£0,53 0,82 +£0,53 0,59 + 0,26

*Pramér £ S.D., n = po&et vySetienych, ° P< 0,05; rozdil mezi skupinou DP a KON; analyza rozptylu, “HLP — hyperlipidé-
mie, * DP — depresivni porucha, * KON — kontrolni skupina, "NOx — nitroxidovy radikal, ¢ "OH — hydroxylovy radikal
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Obr. 2. Elektronova paramagneticka spektra; a) vzorek osoby
z kontrolni skupiny, b) vzorek osoby ze skupiny hyperlipidémii,
c) vzorek osoby ze skupiny depresi; NOe — nitroxidovy radikal
(triplet), HO+ — hydroxylovy radikal (kvartet), * — ,six lines*
signal (sextet), zfejmée struktura konjugovanych dvojnych vazeb

(COX-2) (cit.*), ktery katalyzuje pfeménu kyseliny ara-
chidonové na prostaglandin G,, ktery je nasledné reduko-
van na prostaglandin H, za vzniku "O,".
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Etiopatogeneze depresivni poruchy (DP) je slozita.
Mezi jinymi faktory zde hraji roli chronicky stres se zvySe-
nim aktivity hypothalamus-hypofyza-nadledvina a chro-
nicky zanétlivy proces. Recidivujici chronicky stres piisobi
v mozku pokles hladiny tkanovych antioxidantti a zvyseni
lipoperoxidace®. Chronicky subklinicky zanét, asto pii-
tomny u pacientt s depresivni poruchou, vede rovnéz ke
zvysené tvorbé RONS®®. Zavaznost symptomti DP korelo-
vala s hladinou lipoperoxidi v séru?’. U nemocnych s DP
byly popsany zvysené hladiny malondialdehydu (vysledny
produkt oxidace polynenasycenych mastnych Kkyselin
v disledku ptsobeni RONS), aktivita SOD a pokles kon-
centrace kyseliny askorbové, které se po 16€bé antidepresi-
vy vracely k normé, soudasné s Gistupem deprese™. Oxi-
dacni stres mtize zfejmé vést k poklesu hladiny mozkové-
ho neurotrofického faktoru BDNF (brain derived neurotro-
phic factor). BDNF je protein, ktery usnadnuje riist neuro-
ni, neoneurogenezi a moduluje neurotransmisi®.
V poslednich 1étech byly publikovany prace, které ukazuji
na vyznam OS i v patogeneze dalSich neuropsychiatric-
kych onemocnéni (schizofrenie, Alzheimerova choroba,
Huntingtonova choroba a dal§i). Mozek je totiz vuci OS
vysoce citlivy, protoze vyuziva 20 % kysliku spotfebova-
vaného organismem’ a také obsahuje velké mnozstvi vi-
cenenasycenych mastnych kyselin i Zeleza; v mozku je
soucasné nizka aktivita antioxidacnich enzymd.

Vyznam néalezu zvySenych koncentraci nitroxidového
radikalu u depresivnich osob v nasi studii nelze zatim pies-
né posoudit. Za fyziologickych okolnosti vznikd "NO pi-
sobenim syntdz oxidu dusnatého (NOS) oxidaci L-argi-
ninu. Vyznamné se podili na regulaci cévniho tonusu, ma
protizanétlivé ucinky, inhibuje agregaci krevnich desti¢ek
a adhezi leukocytt i desticek na endotel, reguluje prolife-
raci a diferenciaci bun€k cévni stény a v mozkové tkani
pusobi jako neuropfenase¢. V podminkach OS za souCasné
zvysené tvorby ‘O,” vznikd z ‘NO toxicky peroxynitrit
(ONOO") s fadou neptiznivych G€inki. Peroxynitrit reagu-
je s CO, a vytvarfi jednoelektronové oxidanty "NO, a CO5™,
které oxidaci aminokyseliny tyrosinu vedou ke vzniku
tyrosylového radikalu Tyr" a pak k tvorbé 3-nitrotyrosinu,
3-NO,-Tyr (cit.*'). Z ONOO™ miize také vzniknout "OH,
pusobici peroxidaci lipidti, mutace DNA, jejich fragmenta-
ci nebo modifikace proteintl. Radikdl "NO miZze reagovat
s peroxylovym radikalem (ROO"), hydroxylovym radika-
lem (‘OH) nebo NO™ za vzniku alkyl peroxynitritu
(ROONO), kyseliny dusité (HNO,) nebo oxidu dusného
(N,0).

Zaverem lze Tici, Ze v této pilotni studii jsme prokaza-
li moznost pfimého meéfeni koncentrace hydroxylového
a nitroxidového radikalu v lidském séru metodou EPR.
Zjistili jsme zvySeni koncentraci nitroxidového radikalu
v séru nemocnych s depresi, coz podporuje hypotézu
o pusobeni oxidacniho stresu v patogeneze deprese, ktera
je v soucasné dobé intenzivné studovana. EPR metoda se
pouziva vétsinou pouze v zakladnim vyzkumu orientova-
ném na chemii, nicméné vysledky prace ukazuji na moz-
nost jejiho vyuzZiti i v oblastech klinického vyzkumu one-



Chem. Listy 103, 667-671 (2009)

mocnéni, spojenych s oxidacnim stresem — aterosklerdza,
neurodegenerativni onemocnéni, diabetes mellitus a dalsi.

Prace byla podporena grantem IGA MZ CR, ¢. NR
8806-3.

Seznam zkratek

DP depresivni porucha

HMG-CoA  hydroxymethylglutaryl-koenzym A
PPAR peroxisome proliferator activated receptor
oS oxidacni stres

RONS reaktivni formy kysliku a dusiku
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Increasing attention has been paid to clinical manifes-
tation of oxidative stress and reactive oxygen and nitrogen
species (RONS), e.g. in atherosclerosis, diabetes mellitus,
hyperlipidemia, neurodegenerative and psychiatric dis-
eases. The most clinically significant RONS are free radi-
cals (superoxide anion, hydroxyl and nitroxide radicals)
and non-radical species (peroxynitrite, hydrogen perox-
ide). The aim of this study was to investigate by EPR the
concentrations of hydroxyl and nitroxide radicals in blood
serum of patients with hyperlipidemia and with depres-
sions and to compare them with healthy persons. Nitroxide
radical concentrations were significantly higher in the de-
pressive patients compared with controls. The clinical
significance of this finding is not quite clear, but it sup-
ports the hypothesis on the participation of oxidative stress
in pathogenesis of depressive disorders.



