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Diplomova prace se =zabyva stanovenim spektra mastnych kyselin

v erytrocytech u pacientu, ktefi podstoupili I€éEbu taxany.

Teoreticka Cast se vénuje obecnym vlastnostem mastnych kyselin, jejich
syntéze a degradaci. Dale je zaméfena na téma rakoviny prsu, na problematiku 1éCby
za pomoci taxanu a na negativni uCinky spojené s pouzitim taxanl, predevSim
polyneuropatii. Popisuje se zde i plynova chromatografie, ktera se v bézné praxi ke

stanoveni mastnych kyselin vyuziva.

Experimentalni Cast je rozdélena na tfi Casti. Prvni Cast obsahuje popis
pracovniho postupu, chromatografické analyzy a vyhodnoceni této analyzy. V druhé
¢asti porovnava spektra mastnych kyselin u pacientt bez a s vyvinutou polyneuropatii.
A v Casti posledni porovnava spektra mastnych kyselin pfed zacatkem lécby taxany,
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1. UVOD A CiL PRACE

Rakovina prsu patfi mezi nejéast&jsi nadorova onemocnéni u Zen v Ceské
republice. Ve vétSiné pfipadl jsou timto onemocnénim postizeny Zeny, ale mize se
vyskytnout i u muzd. Na vzniku se podili genetické, environmentalni a hormonaini
faktory. Zakladnim znakem rakovinného bujeni je abnormalni rychlost déleni bunék a
jejich rastu. Proto je nejdilezitéjSi diagnostikovat toto onemocnéni vcas.
V pocateCnich stadiich je Sance na preziti procentualné vyssi nez pfi pozdnich stadiich
s jiz vzniklymi metastazemi. LéCba rakoviny prsu je ruznoroda, od chirurgickych

zakroku, pfes ozarovani, imunoterapii, hormonalni terapii az k chemoterapii.

Tato diplomova prace se zabyva taxany, které patfi mezi nejvice pouzivana
cytostatika v 1éEbé karcinomu prsu, sleduje jejich mechanismus uc€inku a nezadouci
vlivy. Taxany jsou antimikrotubularni latky, které se pouzivaji k [éCb& nadorovych
onemocnéni. Hlavnimi dvéma zastupci jsou paklitaxel a docetaxel. Obé léCiva byvaji
Casto kombinovana s cytotoxickym antracyklinovym antibiotikem, doxorubicinem. Jak
taxany, tak i doxorubicin ma velké mnozstvi nezadoucich ucinku, které jsou zminény
v textu prace. Jednomu z nich, polyneuropatii, je v praci vénovana samostatna

kapitola.

Cilem této diplomové prace bylo zaprvé, stanovit zastoupeni polynenasycenych
mastnych kyselin v krvi (erytrocytech) pacientl podstupujicich Ié€bu doxorubicinem a
taxany, stanovena spektra mastnych kyselin porovnat a pokusit se zjistit, zda se
zastoupeni mastnych kyselin li§i u pacientt s vyvinutou polyneuropatii od pacientu bez
polyneuropatie. A za druhé, porovnat ziskana spektra mastnych kyselin a zjistit zda v
prubéhu chemoterapie doSlo nebo nedoSlo ke zméné v zastoupeni jednotlivych

mastnych kyseliny.



2. TEORETICKA CAST
21 MASTNE KYSELINY

Mastné kyseliny jsou nedilnou soucasti lipidu, které tvofi skupinu riznorodych latek
biologického plvodu. Jednou ze zakladnich vlastnosti lipidi je jejich schopnost
rozpoustét se v organickych rozpoustédlech a Spatna nebo Zadna rozpustnost ve vodé
dana nedostatkem polarizujicich atoma (kyslik, dusik, sira,..). Biologicky vyznam lipidd
je zasadni, jsou zdrojem energie pro lidsky organismus, jsou stavebnimi prvky
biologickych membran a zaroven slouzi jako tepelné a elektrickeé izolanty. Maji signalni
funkci, slouzi jako kofaktory enzymatickych reakci, hormony &i mediatory. Lipidy plni
nepfeberné mnozstvi funkci a pro lidsky Ci jiny organismus jsou nepostradatelné.

Prehled vybranych mastnych kyselin je uveden v tabulce €. 1. [1,2]

Mastné kyseliny fadime do skupiny nehydrolyzovatelnych lipidu. Jsou stavebnimi
soucastmi mnohych lipidd. Mastné kyseliny po pruniku do bufky mohou byt bud
zaktivovany v cytosolu a syntetizovat tak lipidy nebo podlehnout [p-oxidaci

v mitochondriich. [1,2]

Pfirozené se vyskytujici mastné kyseliny v tucich a lipidech jsou karboxylové
kyseliny s nerozvétvenym uhlovodikovym fetézcem o délce 3-24 uhlikd. Strukturni

vzorce tfi vybranych mastnych kyselin jsou zobrazeny na obrazku €. 1. [1]
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Obrazek €. 1: Strukturni vzorce kyseliny olejové, linolové a linolenové

Zdroj: http://orion.chemi.muni.cz/zakladni_pojmy z_biochemie/mastky1.qif
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Témér vSechny mastné kyseliny podléhaji esterifikaci alkoholy. Malé mnozstvi
z nich v8ak zlstava neesterifikovano a oznacuji se jako volné mastné kyseliny.
Vyskytuji se napfiklad v krvi, kde se vazi na bilkoviny, kvli jejich amfipatické povaze.

[1]
Mastné kyseliny mizeme rozdélit do nékolika skupin, dle riznych kritérii.

Podle délky fetézce:
a) mastné kyseliny s kratkym fetézcem ( < Cs)
b) mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem (Cs-C12)
c) mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (C14-C1s)

d) mastné kyselina s velmi dlouhym fetézcem ( = C20)

Podle rozvétveni retézce:
a) jednoduché

b) rozvétvené

Podle pfitomnosti/nepfitomnosti dvojné vazby:
a) nasycené mastné kyseliny (SFA = saturated fatty acids)
b) nenasycené mastné kyseliny
e mononenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (MUFA =
monounsaturated fatty acids)
e polynenasycené mastné kyseliny s dvéma a vice dvojnymi vazbami

(PUFA = polyunsaturated fatty acids)

Podle pavodu:
a) esencialni — nutno pfijimat potravou

b) neesencialni — organismus je schopny jejich syntézy [1,3]
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trividlni nazev kyseliny systematicky nazev kyseliny pocet atom( C| pocet dvojnych vazeb| pozice dvojnych vazeb|  série
laurovd dodekanova 12 0 SFA
myristova tetradekanova 14 0 SFA
palmitovd hexadekanova 16 0 SFA
palmitolejovd cis-9-hexadecenova 16 1 9 w-7 MUFA
stearova oktadekanova 18 0 SFA
olejova cis-9-oktadecenova 18 1 9 w-9 MUFA
linolova cis-9,12-oktadekadienova 18 2 9,12 w-6 PUFA
y-linolenova cis-6,9,12-oktadekatrienova 18 3 6,9,12 w-6 PUFA
a-linolenova cis-9,12,15-oktadekatrienova 18 3 9,12,15 w-3 PUFA
dihomo-y-linolenova cis-8,11,14-eikosatrienova 20 3 811,14 w-6 PUFA
arachidonova cis-5,8,11,14-eikosatetraenova 20 4 5,8,11,14 w-6 PUFA
timnodonova cis- 8,8,11,14,17-eikosapentaenova 20 5 5,8,11,14,17 w-6 PUFA
cervonova cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova 22 6 4,7,10,13,16,19 w-3 PUFA

Tabulka €. 1: Prehled vybranych mastnych kyselin

Zdroj: vlastni zpracovani dle [1], [4]

2.1.1 KATABOLISMUS MASTNYCH KYSELIN

V pfipadé nedostatku energie v organismu dochazi k traveni nebo Stépeni
vlastniho tuku a tim k uvolnéni vysSich mastnych kyselin, které jsou nejvydatnéjSim
zdrojem energie. Ve své struktufe obsahuji procentualné nejvyssi obsah spalitelného
vodiku. K degradaci mastnych kyselin do délky 16 uhlik dochazi v matrix
mitochondrii. Tento proces se nazyva B-oxidace, podle toho, Ze k oxidaci dochazi na
B-uhliku (CH2 skupina na acylovém zbytku na pozici C3) mastné kyseliny. U fetézcl o
18ti a vice uhlicich dochazi nejprve ke zkraceni dlouhych acyll v peroxisomech, a az
potom jsou pFfesunuty do mitochondrii. Proces je aerobni, nebot’ je vazan na chod
dychaciho fetézce. Do dychaciho fetézce totiz vstupuji redukované koenzymy, které

vznikaji B-oxidaci. [1,2]

Mastné kyseliny s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem mohou pfechazet do matrix
mitochondrii pomoci monokarboxylatového prenasece a aktivovat se tam na acyl-CoA
(acyl-koenzym A), zatimco mastné kyseliny s fetézcem delSim nez 12 uhlikd nejsou
schopny pfechazet pfres vnitfni membranu samovolné a musi byt aktivovany jiz na
vnéjSi mitochondrialni membrané. Aktivace probiha za u€asti ATP (adenosintrifosfat)
dependentniho enzymu acyl-CoA-syntetazy. Soucasti vnitfni membrany je karnitin,
ktery zde slouzi jako prenaseC¢ acylovych zbytk(. Karnitin (obrazek ¢&. 2) je
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hydroxykyselina podobajici se cholinu. Do organismu se dostava z potravy nebo je
syntetizovan z lysinu a aktivovaného methioninu. [1,2,3,5]

CH, o
N-CH=CH-CHsC
H,C~N"-CH;-CH-CH; €,
CH, OH o

Obrazek €. 2: Vzorec karnitinu (B-hydroxy-y-trimethylamoniumbutyrat)

Zdroj: https.//vydavatelstvi-old.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/karnitin.html

Principem pfestupu pfes membranu je pfenos acylu z acyl-CoA na OH skupinu
karnitinu pomoci specifickych karnitin-palmitoyltransferaz | a Il, za vzniku acylkarnitinu.
Ten se za pomoci transportniho proteinu penetruje do matrix a uvolnény karnitin jde
opacnym smérem. Hovofi se o acylkarnitin-karnitinovém antiportu. Acylovy zbytek se
navaze na fetézec koenzymu A z mitochondrialni rezervy a stava se opét acyl-CoA,

ale nyni mitochondrialnim. ZjednoduSené schéma je uvedeno nize na obrazku ¢. 3.
[1,2,3]

ATP  AMP+P

. «
MK ==-=mzZeo b acyl-CoA kamnitin acykeoh, |
acyl-CoA-synietaza \\ (;" Vs‘ .-’ ™
#

‘, J karmitin- A do B-oxidace
Vi palmitoyl- \
i transferdza ¥
]
: 1"\ I!I "‘!‘
f ‘h 'f L

A [N, acvlkamiin T A4 |\

’ 4 (transportér) .
HS-CoA HS-CoA
CYTOSOL VNEJSI  MEMBRANA  VNITRNI MATRIX
MITOCHONDRIE

Obrazek €. 3:Transport acyl-CoA pres membranu do matrix mitochondrie

Zdroj: vlastni zpracovani dle literarniho zdroje [3]
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B-oxidace probiha jako sled opakujicich se reakci, jimiz se uhlikovy fetézec
neustale zkracuje, pokazdé o 2 uhliky, které skonci jako acetyl-CoA. U B-oxidace
rozliSujeme Ctyfi Casové faze. Jako prvni probiha dehydrogenace nasyceného acyl-
CoA za ucasti acyl-CoA-dehydrogenazy, ktera vyuziva svuj FAD
(flavinadenindinukleotid) pro pfijeti vodik(. Druhou reakci je hydratace vzniklého
nenasyceného acyl-CoA za ucasti enoyl-CoA-hydratazy za vzniku B-hydroxyacyl-CoA.
Treti reakci je opét dehydrogenace, za ucasti enzymu B-hydroxyacyl-CoA-
dehydrogenazy, ktera vSak vyuziva NAD™ (nikotinamidadenindinukleotid) pro pfijeti
vodiku. Posledni a komplikovangjsi reakci je thiolyza vzniklého B-oxoacyl-CoA.
Thiolasa lyzuje oxoacyl, do kterého vstoupi nova molekula CoA, ktera odstépi dva
uhliky za vzniku acetyl-CoA a zbyde nasyceny acyl kratSi o dva uhliky. U vzniklého

acyl-CoA dochazi opét k B-oxidaci. [1,2]

Rychlost reakce B-oxidace je zavisla na dostupnosti neesterifikovanych mastnych
kyselin a karnitinu, na aktivit¢ zminénych enzymu, rychlosti odstrafiovani acyl-CoA
citratovym cyklem, na pfitomnosti kysliku a hormonu. Napfiklad insulin reakci inhibuje,
protoze mastné kyseliny vyuziva pro tvorbu triacylglyceroll a naopak glukagon Ci

adrenalin reakci iniciuji. [2]

Energeticky zisk z B-oxidace je velky, napfiklad z1 molu palmitové kyseliny
vznikne 106 moltu ATP, coz je asi 5470 kJ. Proto jsou tuky tak idealnim zdrojem

energie. [1,2,3]

Degradace nenasycenych mastnych kyselin je trochu odliSha od klasické [3-
oxidace. V druhé reakci B-oxidace vznika v acylu dvojna vazba v trans pozici, na rozdil
od pro nenasycené mastné kyseliny klasickeé cis vazby v pozici 9 nebo 12. Aby mohla
reakce dale pokraCovat, je nutné, aby se cis izomer pfevedl na trans izomer. K tomu
slouZzi specificka izomeraza. Poté pokracuje bézna B-oxidace a to do té doby nez opét

narazi na dvojnou vazbu v pozici cis. [1,2,5]

Odlisna je i oxidace mastnych kyselin s lichym poctem uhlikd. Prvni tfi faze jsou
stejné, ale v té posledni dochazi ke vzniku propionyl-CoA, namisto acetyl-CoA. Tato
aktivovana Cs karboxylova kyselina se pfeménuje na sukcinyl-CoA, ktery je soucasti

citratového cyklu a poskytuje glukosu. [1,2,5]
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PFi degradaci muze dojit jesté k jednomu problému. U polynenasycenych mastnych
kyselin vznika, v jednom z mezistupnu, D-izomer B-hydroxyacyl-CoA, ktery musi byt
enzymem epimerazou preménén na L-izomer, aby mohl podlehnout dehydrogenaci.

[2]

2.1.2 SYNTEZA MASTNYCH KYSELIN

Pokud organismus pfijima nadbytek energie potravou, zaCnou se syntetizovat
mastné kyseliny. Syntéza mastnych kyselin je v podstaté opakem jejich degradace.
Ale oba procesy se od sebe musi né€im liSit, aby vSe fungovalo, jak ma. Konec¢nym
produktem degradace je jiz zminény acetyl-CoA, ktery v syntéze slouZi jako latka
vychozi. Acetylovy zbytek se v cyklické reakci nékolikrat prodlouzi, az vznikne
nasycena kyselina o 16 uhlicich, kyselina palmitova, ktera se nasledné mize pfemeénit

na dalSi mastné kyseliny. [1,2]

A nalezneme zde i nékolik dalSich rozdilu. Prvni z nich je rozdil v bunééné
lokalizaci, syntéza probiha v cytosolu vétSiny bunék. Nejvice vSak v jatrech, ledvinach,
mozku, plicich, mlé¢né zlaze a tukové tkani. Dale enzymy a koenzymy katalyzujici
reakci jsou odliSné a jsou spojeny do multifunkéniho enzymu. Darcem vodiku je zde,
na rozdil od degradace, NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat). A béhem reakce
se intermediaty nevazi na CoA, ale na SH-skupinu ACP (acy! carrier protein). ACP

neboli protein nesouci acyly, je univerzalni a vysoce konzervativni protein. [1,2,3,6]

ACP se uplatiiuje hned v prvnim kroku syntézy mastnych kyselin, kde je na néj za
pomoci fransacylazy preveden jeden z kondenzujicich se acetylt a vznika acetyl-ACP.
Z druhého acetyl-CoA, ktery do reakce vstupuje, se karboxylaci, katalyzovanou acetyl-
CoA-karboxylazou, stava malonyl-CoA. Karboxylace je zavisla na ATP a enzym
karboxylaza je ovliviiovan insulinem, citratem a palmitoyl-CoA. Acetyl z acetyl-CoA se
odstépi a je presunut na periferni SH-skupinu cysteinu, ktery je obsazen
v multifunkénim enzymu syntaze. A na volnou SH-skupinu ACP (centralni 4'-
fosfopantetheinovou skupinu) se navaze malonylovy zbytek. Vazba na SH-skupiny je
zajisténa thioesterovou vazbou. [1,2]

Enzymovy aparat syntaza mastnych kyselin katalyzuje kompletni syntézu vyssich

mastnych kyselin. Nachazi se v cytosolu, je vicefunkcni a aktivni pouze ve formé
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dimeru (dva identické peptidové fetézce ve tvaru X), coz zajiStuje snazSi koordinaci

syntézy, plynulost, vySsi stabilitu a zabranéni vedlejSim reakcim. [1,2]

Druhym krokem je kondenzace, kde dochazi ke slou¢eni malonyl-ACP a acetyl-
ACP na acetoacetyl-ACP, za ucasti kondenzacniho enzymu. Nyni jiz nasleduje sled
reakci opacCnych k (B-oxidaci. Acetoacetyl-ACP je hydrogenaci pfeménén na 3-
hydroxybutyryl-ACP, z néhoz dehydrataci vznika krotonyl-ACP. Ten je opét
hydrogenaci pfeménén na butyryl-ACP, ktery kondenzuje s malonyl-ACP. Po
dekarboxylaci se tak syntetizuje p-oxokyselina, ktera znovu vstoupi do tohoto sledu
reakci a ten probiha tak dlouho nez vznikne fetézec palmitatu o 16 uhlicich. Zdrojem
vodiku pro syntézu je NADPH+H?*, jehoz dodavatelem jsou reakce pentézového cyklu.
[1,2]

U nenasycenych mastnych kyselin se syntéza také Castecné liSi. Odehrava se
v jatrech za pomoci desaturaz. Desaturazy jsou enzymy s nehemovym zelezem

ulozenym v endoplazmatickém retiluku. [2]

Mononenasycené kyseliny vychazeji z nasycenych fetézcl, kde dochazi
k pfeméné na acyl-CoA. Dvojna vazba nasledné vznika hydroxylaci a dehydrataci.

Vznikly nenasyceny acyl se od CoA odtrhne a zacleni se do néjaké lipidové struktury.

[2]

Syntéza mastnych kyselin je regulovana zivinami z potravy a hormony. Pokud je
vyZiva nedostateCna, snizuje se hladina citratu a tim i syntéza mastnych kyselin.
Z hormont ma nejvétsi vliv insulin. Stejné jako citrat ovliviiuje enzym acetyl-CoA-
karboxylazu, takZe pfi jeho nedostatku je syntéza také sniZzena. DalSim hormonem je
glukagon, antagonista insulinu, ten pusobi na acetyl-CoA-karboxylazu tlumivé a
tlumivé plUsobi i na samotné mastné kyseliny. Pokud je v organismu vy$Si obsah
mastnych kyselin, tak zpétnovazebnym mechanismem zpomaluji, az zcela zastavuji

syntézu novych molekul. [2]

Pro pfehledné porovnani pribéhu degradace a syntézy mastnych kyselin slouzi

obrazek ¢. 4.
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Obrazek €. 4: Porovnani degradace a syntézy mastnych kyselin

Zdroj:http://orion.chemi.muni.cz/e_learning/=Texty/22-
Metabolismus%20Iipid% C5%AF/22-Metab_lipidu_soubory/image024.jpg

2.1.3 METABOLISMUS MASTNYCH KYSELIN

Jak jiz bylo fe€eno, mastné kyseliny Ize pfijimat potravou nebo je syntetizovat pfimo
v organismu. Jednotlivé kyseliny se mohou mezi sebou preménovat a to zkracovanim
nebo prodluzovanim fetézce €i tvorbou dvojnych vazeb. [1]
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Pfi prodluzovani dochazi k navazani koenzymu A a karboxylové kyseliny o 16
uhlicich, kyseliny palmitové za dodani ATP. Vznikly palmitoyl-CoA se muze prodlouZzit
o 2 uhliky na stearyl-CoA (C1s) a ten na kyselinu arachidonovou (C20) a tak dale.
K prodlouzeni dochazi za pomoci malonyl-CoA a NADPH a v8e probiha

v endoplazmatickém retikulu. [1]

K zavedeni dvojnych vazeb je zapotifebi enzym desaturaza, ktery k sobé potrebuje
jesté molekularni kyslik, NADPH a cytochrom bs. Pfi tvorbé dvojnych vazeb vznikaji
nenasycené mastné kyseliny, které maji pouze jednu dvojnou vazbu a to mezi Co a
C1o nebo na C4, Cs Ci Cs . Lidsky organismus neni schopny vytvofit dalSi dvojnou vazbu
za Co. TakZe kyseliny s vice nenasycenymi vazbami, jako je kyselina linolova,

linoleova a arachidonova, nevznikaji v organismu a jsou pro né&j esencialni. [1]

2.1.4 NASYCENE MASTNE KYSELINY (Saturated fatty acids, SFA)

Za z&klad struktury mastnych kyselin mizeme povazovat kyselinu octovou, od
které se ostatni kyseliny odvozuji pfidanim -CHz- skupiny mezi koncovou methylovou

a karboxylovou skupinu. [3]

Nasycené mastné kyseliny maji ve své struktufe pouze jednoduché vazby.
V organismu jsou vyuzivany pro tvorbu steroidnich hormonu, jako energetické
substraty a jsou ukladany do tukové tkané. Organismus si je dokaze syntetizovat sam
a to predevsSim v hepatocytech. Pokud je jejich pfijem potravou nedostatecny, jsou
uvoliovany z tukové tkané ve formé volnych mastnych kyselin a ve vazbé na krevni
bilkovinu albumin jsou transportovany krvi do tkani. Jejich nadbytek muze vést
k nadvaze a obezité. DalSim negativnim u€inkem nasycenych mastnych kyselin je, Ze
zvySuji hladinu cholesterolu v krvi a tim zvySuji i riziko vzniku srdecné-cévnich

onemocnéni. [7,8,9]

Nasycené mastné kyseliny nachazime jak v tucich zivo€iSnych (maslo, sadlo, tuéné
maso, uzeniny, mlé&né vyrobky), tak rostlinnych (skryté tuky v polevach, cukrovinkach,

pecivu, ¢okoladé, atd.). [7,8]

Mezi nasycené mastné kyseliny patfi napfiklad kyselina laurova, myristova,
palmitova a stearova.
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2.1.5 NENASYCENE MASTNE KYSELINY (Unsaturated fatty acids)

Nenasycené mastné Kkyseliny obsahuji ve své struktufe jednu nebo vice
izolovanych dvojnych vazeb. U pfirozené se vyskytujicich se lipidu je obvykla pouze

cis konformace. [1]
Muzeme je rozdélit na:

a) mononenasycené mastné kyseliny (Monounsaturated fatty acids, MUFA) —
obsahuji pouze 1 dvojnou vazbu

b) polynenasycené mastné kyseliny (Polyunsaturated fatty acids, PUFA) —
obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb

c) eikosanoidy — slou€eniny odvozené od eikosapolyenovych kyseliny
Dale je muzeme délit podle toho, kde se nachazi dvojna vazba, na:

a) w-3 nenasycené mastné kyseliny - dvojna vazba je na Cs na nekarboxylovém
konci

b) w-6 nenasycené mastné kyseliny - dvojna vazba je na Cs na nekarboxylovém
konci

c) w-9 nenasycené mastné kyseliny - dvojna vazba je na Co na nekarboxylovém

konci

w-3 a w-6 polynenasycené mastné kyseliny neni lidsky organismus schopen

syntetizovat. Oznacuji se tedy jako esencialni mastné kyseliny (viz nize). [10,11]

2.1.6 ESENCIALNi MASTNE KYSELINY (Essential fatty acids, EFA)

Jak jiz bylo uvedeno, esencialni neboli nepostradatelné mastné kyseliny si
organismus neumi syntetizovat, proto je nutné pfijimat je v potravé nebo formou
potravinovych doplikd. Jedna se pfedevSim o w-6 mastné kyseliny (kyselina
arachidonova AA, linolova LA, y-linolenova GLA) a w-3 mastné kyseliny (kyselina a-
linolenova ALA, eikosapentaenova EPA, dokosahexaenova DHA). Pokud je kyselina

linolova obsazena v potravé, muze byt pfeménéna na kyselinu arachidonovou a
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linolenovou, tudiz pouze kyselina linolova a a-linolenova jsou absolutné esencialni.
[1,9,11,12]

Hlavni EFA a jejich zdroje:

e LA — je vmnoha druzich listnaté zeleniny a v semenech — slunecnice, saflor
(svétlice barvifska), kukufice, araSidy, olivy, fepka olejka, pupalka dvouleta

e GLA - nejvétsi mnozstvi se nachazi v oleji z brutnaku Iékafského, pupalky
dvouleté a ¢erného rybizu, v malém mnozstvi je i v matefském mléce

e AA - je ve vysokém mnozstvi ve vejcich, v rybach a mase

e ALA - se nachazi ve Inénych seminkach a v oleji z téchto seminek, v fepkovém
oleji, v malém mnozstvi v ofechach, listové zelening, seminkach cerného rybizu
a pSenicnych kliccich

e EPA, DHA — jsou v tuénych rybach jako je losos, makrela, turiak, v mofskych

fasach, v krilu (mali oceansti korysi) a v mungo kli¢cich

Jsou nezbytné pro spravnou funkci a tvorbu bunék v téle, zvySuji absorpci vitamin(
a minerall, vyzivuji pokozku, vlasy a nehty, podporuji spravnou funkci nervového
systému, napomahaiji produkci hormonu, zajistuji normalni vyvoj a rast, snizuji obsah
lipida v krvi a krevni tlak. [11,13,14]

Jejich nedostatek byl zjiStén u mnoha onemocnéni v€etné mentalnich poruch,
diabetu mellitu, aterosklerézy, hypertenze, ekzému a revmatoidni artritidy. Mnozstvi

EFA je spojovano i s rakovinou a Sanci na jeji vznik. [11,12,14,15]

Mnoho klinickych studii se jiz zabyvalo vlivem w-3 a w-6 mastnych kyselin na
rakovinu a dokazalo, Ze maji velky vliv na inhibici rlznych typUu rakoviny.
[16,17,18,19,20] Bylo navrzeno nékolik moznosti, jak tento mechanismus muze
probihat. Napfiklad, ze w-3 PUFA ovliviiuji rist nadorovych bunék modulaci bunééné
replikace, ze interferuji s komponenty bunécného cyklu nebo Ze zvySuji bunéénou smrt
skrze nekrézu a apoptézu. Celkovy mechanismus protinadorové aktivity vSak nebyl
zatim upIné demonstrovan. Vysoky pfijem w-3 PUFA ma, podle téchto studii, snizovat
riziko vzniku rakoviny a puUsobit preventivné. Davkovani w-3 PUFA béhem
chemoterapie nebo radioterapie ma také pozitivni Uc€inky na pacienta. Dulezité
poznatky o zmenSovani nadoru nebo o prodluzovani Zivota pacientd vSak nebyly

prokazany. Analyzy dale poukazuji na az 14% redukci rakoviny s vySSim pfijmem w-3
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PUFA v potravé. Zatimco u w-6 PUFA bylo zaznamenano, Zze mlze pusobit jak
protinadoroveé, snizovat proliferaci bunék u karcinomu prsu a plic, tak i pronadorove,
podporovat proliferaci nadorovych bunék u rakoviny stfev a prostaty. V tomto pfipadé
zalezi i na celkovém poméru w-3 a w-6 PUFA. Vysledky vSech mozZnych studii na toto
téma, které se Casto lisi, napomahaiji k postupnému objasnéni mechanismu pUsobeni

jednotlivych PUFA na rakovinu, kterého se v budoucnu jisté doCkame. [14,21,22]

V roce 1999, skupina védcl z National Institute of Health (NIH) ustanovila tzv. DRIs
(Dietary Reference Intakes) neboli referenéni pfijem mastnych kyselin z potravy. Byla
stanovena mnozstvi jednotlivych mastnych kyselin, ktera by méla byt pfijata dospélym
Clovékem potravou za jeden den. U LA byla urCena hodnota 4,44 g, ALA 2,22 g,
kombinace EPA/DHA 0,65 g. V roce 2004 bylo davkovani mirné upraveno organizaci
NCEP (National Cholesterol Educational Program). Pro ALA doporucuji denni davku
2,2-2,4 g a pro EPA 0,8-1 g. EFA mohou byt konzumovany i ve vétSim mnozstvi (az
mirné bolesti bficha, nadymani nebo prujem, ale ty brzy vymizi. Na obrazku €. 5 je

zobrazen doporuceny pfijem lipidG podle NCEP. [9,11]

lipidy celkové 25-35%

® saturované a trans-nenasycené (SFA, TFA) m do 10% béZné, do 7% pii dyslipidemii

= mononesaturované (MUFA) m 20%

m polynesaturované (PUFA) m nad 5% bézZné, nad 10% pfi dyslipidemii
m linolova (omega-6) m 3-5%

m linolenova (omega-3), ALA, EPA, DHA m 05-1%

Obrazek ¢. 5: Doporuceny prijem lipida
Zdroj: https:.//www.medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2010/08/10.pdf

Pfitomnost mastnych kyselin napfiklad v membrané Cervenych krevnich bunék
(erytrocytu), které byly pouzity v experimentalni ¢asti, zavisi na typu pfijimanych
mastnych kyselin ve stravé. Pfi stanoveni spektra mastnych kyselin z plazmy tyto
hodnoty odrazi denni pfijem mastnych kyselin z potravy, zatimco sloZzeni mastnych
kyselin z membrany erytrocytll odrazi pfijem mastnych kyselin za posledni 2 az

meésice. [23]
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w-3 a w-6 PUFA mezi sebou soutézi o vyuziti v organismu, proto je dulezité je
konzumovat ve spravném pomeéru, ktery by se mél pohybovat v rozmezi mezi 1:2 az

1:4. V Ceské republice je tento pomér odhadovan na 1:15 az 1:30. [9,12,13]

w-3 PUFA, které jsou obsazeny jak v rybach (sled, makrela, losos, tunak), tak
v rostlinnych zdrojich (fepkovy olej, Inéné seminko), je vyhodnéjSi pfijimat pravé ze
zdroju rostlinnych. Rybi tuk sice obsahuje velké mnozstvi EFA, ale také velké mnozstvi
cholesterolu a naopak neobsahuje vlakninu, ktera je pro traveni velice dalezita. Casto
byvaji ryby intoxikovany toxiny z prostfedi a také rtuti. DalSi nevyhodou w-3 EFA
vrybim tuku je jejich vysoce nestabilni molekula, ktera se rozklada a uvolriuje
nebezpecné volné radikaly. Pfes vSechna tato rizika se konzumace ryb nadale
doporuduje, podle Statniho zdravotniho ustavu totiz pozitivni ucinky stale prevazuiji

nad témi negativnimi. [9,12]

Z w-3 PUFA mohou vznikat ale i prostaglandiny a leukotrieny 3. a 5. tfidy. Ty
pusobi protizanétlivé, bronchodilatacné a protisrazlivé. Prostaglandiny a leukotrieny 2.
a 4. tfidy vznikaji z w-6 PUFA a pUsobi prakticky opacné nez plsobky vzniklé z w-3.
Cesta pfemény (obrazek &. 6) zahrnuje desaturaci, vznik dalSi dvojné vazby, poté
elongaci a vznik dalSich dvojnych vazeb. Dvojné vazby vznikaji diky enzymum delta-
6-desaturaza a delta-5-desaturaza. Z kyseliny linolové tak postupné vznika kyselina y-
linolenova, dihomo-y-linolenova a nakonec Kkyselina arachidonova, ktera je
prekurzorem zminénych prostaglandinu a leukotriend. Podobnym zplUsobem vznika
kyselina eikosapentaenova a dokosahexaenova z kyseliny a-linolenové. Pfeména

ALA v EPA a v DHA je v organismu nizka, tudiz je zapotrebi je dodavat. [9,15]
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w-6 w-3

linolova - C18:2we a-linolenova - C18:3w 3
! l
y-linolenova — C18:3w 6 eikosapentasnova (EPA) — C20:5w 3
! 1
dihomo-y-linolenova - C203w 6 dokosapentaenova — C22:5w 3
! d
arachidonova - C20:5w 3 dokosahexaenovd - C22:6w 3
! 1
lipoxygenaza cyklooxygenaza cyklooxygenaza lipoxygenaza
leukotrieny 4. i, prostaglandiny 2. ti. prostaglandiny 3. tf. leukotrieny 5. 1.

Obrazek €. 6: Tvorba polynenasycenych mastnych kyselin a mediatort

Zdroj: https://www.medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2010/08/10.pdf

2.1.7 NEESENCIALNi MASTNE KYSELINY (Non-essential fatty acids, NEFA)

Mezi neesencialni mastné kyseliny patfi w-9 mononenasycené mastné kyseliny,
protoZe organismus je schopny si je syntetizovat z jinych mastnych kyselin. Nejbéznéji
vyskytujici se NEFA je kyselina olejova, ktera je obsaZena predevSim v olivovém,
makadamovém, mandlovém, fepkovém a slunecnicovém oleji, v mandlich, keSu a
avokadu. Posiluje obranyschopnost a ma pozitivni vliv na aterosklerézu. DalSim
zastupcem je kyselina nervonova, pomahajici ke spravnému fungovani nervové

soustavy a mozku. [11,24,25]

w-9 NEFA mohou puUsobit snizeni hladiny cholesterolu a cukru v krvi a tim snizovat

riziko rozvoje kardiovaskularnich chorob. [24,25]

2.2 RAKOVINA PRSU

Rakovina prsu patfi mezi nejéast&jsi nadorova onemocnéni u Zen v Ceské
republice a je druhym nejcastéjSim typem rakoviny u Zen ve svété. Mlize se objevit i u

muzUl, ale incidence u Zen prevazuje. Nové pfipady stale pfibyvaji, ale s moderni
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diagnostikou a léCbou se mortalita neustale snizuje a pfezivsSich pfibyva (viz graf €. 1).

Pravdépodobnost podlehnuti rakoviné je ale stale 2,7%. [26,27]

C58,085 - Hadory prsu - Incidence
Yiuoj v Gase -4 Mortalita

Pocet pfipadd na 100 000 osob

0 _/_‘/‘M%
¥ zde dat: 0ZIS CR

ESELE é‘ﬁﬁ@@@@ﬁ@ﬁﬁwﬁﬁﬁ’

Graf é. 1: Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality rakoviny prsu. Graf zobrazuje

¢asovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych pripadi na 100000 osob) a hrubé

mortality (pocet umrti na diagnézu na 100000 osob) nadoru prsu v celé populaci.
Zdroj: http://www.svod.cz/report.php ?diag=C50,D05

Mezi symptomy poukazujici na rakovinu prsu patfi zména ve velikosti nebo tvaru
prsu, bolestivost prsou nezavisla na menstruacnim cyklu, bulky ve tkani nebo jeji
ztlusténi, zmény okolni pokozky, nové vytvofené bradavky, odlupovani a Supinaténi
prsniho dvorce, zarudnuti a otoky kize, mokvani oblasti bradavky a vytok z bradavky.
[26,27,28]

PFiCinou je abnormalni rist a déleni bunék v prsu. Rakovinné buriky se déli vétsi
rychlosti nez bunky zdravé, akumuluji se a formuji se do bulek. Zalezi i na tom, zda se
jedna o nador benigni nebo maligni. Benigni neboli nezhoubny nador roste pouze
v misté jeho vzniku. Neni schopny metastazovat. Zatimco maligni, tedy zhoubny nador
tuto schopnost ma. Muze tvofit metastaze riizné velikosti po celém téle. Rizikem pro
pacienty jsou predevSim tyto metastaze, které nemusi byt okamzité nalezeny a mohou

vyfadit z ¢innosti Zivotné dllezité organy. [26,28]
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Faktory zvySuijici riziko rozvoje rakoviny prsu jsou hormonalni, environmentalni a
predevsim genetické. 5-10% nadorl prsu je zpusobeno genetickymi mutacemi, které
se predavaji mezi generacemi. NejznaméjSim typem mutovaného genu je BRCA1

(breast cancer gene 1) a BRCAZ2 (breast cancer gene 2). [26,29]

DalSimi rizikovymi faktory, které zvySuji Sanci na onemocnéni, jsou Zenské
pohlavi, zvySujici se vék (mezi 50. - 60. rokem Zivota nejCastéji), rakovina v osobni Ci
rodinné anamnéze, genetické mutace gent p53, PTEN, STK11, CDH1, etnikum
(bélosi ve vétsim riziku), expozice radiaci, obezita, zacatek menstruace v brzkém véku,
zaCatek menopauzy v pozdnim véku, pozdni €i zadné téhotenstvi, postmenopauzalni

hormonalni terapie a zvySeny pfijem alkoholu. [26,27,28]
Rakovinu prsu mizeme rozdélit podle jejiho typu na:

e Duktalni karcinom in situ (Ductal Carcinoma In Situ, DCIS)
o neprorusta do okolni tkdné a nemetastazuje
o vznika v mléénych vyvodech prsu (spojuji bradavku a lobuli)
o neléCeny se mize modifikovat na zhoubny nador
e Invazivni duktalni karcinom (/nvasive Ductal Carcinoma, IDC, obrazek €. 7)
o také vznika v mlécnych vyvodech prsu
o pronika do okolni tkané a je schopen metastazovat
o nejCastéjsi typ rakoviny prsu (az 80%)
e Lobularni karcinom in situ (Lobular Carcinoma In Situ, LCIS)
o vznika v lobulech (lalu€cich) prsni zlazy
o In situ, protoze roste pouze v misté vzniku, nemetastazuje
o zvySuje riziko vzniku zhoubného nadoru
¢ Invazivni lobularni karcinom (Invasive Lobular Carcinoma, ILC)
o malo Casty typ
o vznika také v lobulech prsni zlazy [27,28,30]
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Obrazek ¢. 7: Podélny rfez prsni tkani s invazivnim duktalnim karcinomem. A-
vyvod (ductus), B- lali¢ek (lobulus), C-rozSifena sekce vyvodu k zadrzovani
mléka, D- bradavka, E- tuk, F- sval, G- hrudni koS, A1- normalni duktalni bunka,
B1- buriky duktalniho karcinomu pronikajici bazalni membranou, C1- bazalni

membrana
Zdroj: https://www.breastcancer.org/illustrations/i0061

Invazivni nadory jsou takové, které prorustaji do okolni tkané a je zde moznost

v orv

rozsSifeni po celém téle. Neinvazivni nadory zUstavaji na stejném misté, nerozristaji

se, ale je zde riziko mozného rozvoje do invazivniho typu. [27]

Za prevenci je povazovano samovysSetfeni prsu, mamogram, cvi¢eni, omezeni

alkoholu, zdrava a vyvazena strava. [26,27,28]
K diagnostice rakoviny prsu slouzi nékolik metod:

e vySetfeni prsou — Iékaf kontroluje hmatem obé dvé prsa a lymfatické uzliny

v podpazi
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e krevni obraz s diferencialem — diferencialni rozpocet krevnich bunék

e biochemicka analyza krve — nadorové markery jsou specialni bilkoviny
vylu¢ované nékterymi zhoubnymi nadory do krve (CEA, CA 153) a slouzi
k diagnostice i k sledovani prabéhu lécby

e mamogram — rentgenovy snimek prsni zlazy

e ultrazvuk prsou — za pomoci ultrazvukové viny umozni urCit, zda se jedna o
pevnou bulku nebo o tekutinou naplnénou cystu

e Dbiopsie s histologickym vySetfenim — odbér malého vzorku tkané k definitivni
diagnostice rakoviny prsu

¢ magneticka rezonance — snimek vnitfniho prsu za pomoci magnetického pole,
bez pouZiti radiace

e scintigrafie skeletu — za pomoci radioizotopu, ktery po podani koluje v obéhu a
da se snimat specialni gamakamerou, ke stanoveni rozsahu zhoubného nadoru

e vypocetni tomografie (Computed Tomography, CT) — radiologicka metoda

zobrazuijici vnitfni organy ¢lovéka za pomoci rentgenoveého zareni [26,28]

Rakovina prsu muze probihat v rozmezi od 0. do IV. klinického stadia. Stadium 0
(in situ) indikuje neinvasivni nadory, v I. stadiu mize byt nador maximalné 2 cm velky
a nezasahuje do lymfatickych uzlin. Ve Il. stadiu se zac€ina $ifit do okolni tkané, velikost
se pohybuje od 2 do 5 cm. lll. stddium je charakterizovano Sifenim rakoviny do
lymfatickych uzlin a zvétSenim nadoru az na 5 cm a vice. Posledni, IV. stadium, je

Vv s

jater, mozku a do plic. [26,27,28]

Lécba probiha riznymi zpUsoby, zavisi na stadiu, typu rakoviny a na celkovém
zdravotnim stavu pacienta. Podle vztahu k onemocnéni mizeme lécbu rozdélit na
neoadjuvantni, jejimz cilem je zmenSeni nadoru a usnadnéni operace, na adjuvantni
(zajistovaci), ktera se podava po chirurgickém zakroku ke zni€eni cirkulujicich
nadorovych bunék a na paliativni, kde se jedna o zmirnéni projevl a prodlouzeni Zivota

pacientl s pokrocilym a nevylécitelnym stadiem rakoviny. [26,28]

Lécbu muzeme rozdélit i podle zplsobu Ucinku a to na Ié¢bu lokalni, kam se fadi
chirurgické vykony a lé€ba ozafovanim. Odstranéni nadoru chirurgicky s malou &asti
okolni tkané se nazyva lumpektomie. Tato |éCba se pouziva pfedevSim u menSich

nadoru. U vétSich nadoru se odstrariuje vétSi nebo cela prsni tkan i s mléénou zlazou
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(CasteCna nebo uplna mastektomie). Pfi metastazich do lymfatickych uzlin je
doporucenou léCbou i jejich odstranéni. U radiacni terapie jsou burnky nadoru
ozafovany elektromagnetickymi paprsky nebo proudy protond s vysokym obsahem
energie. Tato léCba ma ale velké mnozstvi nezadoucich uc&inkd, jako je slabost,
lymfedém, lehké popaleniny v misté priachodu paprsku, posSkozeni srdce nebo plic.
[26,27,28]

Dalsim typem je |éCba systémova, kam se radi hormonalni terapie, chemoterapie
a imunoterapie. Hormonalni IéCba se soustfedi na nadory, které jsou citlivé na
hormony (maiji steroidni receptory) a blokuji je. Pouziva se vétSinou pfed, nebo po
chirurgickém zakroku, aby se zabranilo navraceni rakoviny. U chemoterapie jsou
zakladem Iéky (cytostatika), které niéi rychle rostouci nadorové burky. Casto se
vyuziva pred chirurgickym zakrokem, aby se nador zmenSil a bylo snazsi ho vyjmout.
Nebo i po operaci, aby se zmenSila $ance na navrat nadoru. Chemoterapeutika maji
také velké mnozstvi nezadoucich ucinku, které zavisi na podavané latce. Mezi
nejCastéjSi nezadouci ucinky patfi ztrata vlasul, nevolnost, zvraceni, slabost, vysoké
riziko nové infekce z divodu snizeni obranyschopnosti, neplodnost, poSkozeni srdce,
ledvin a poSkozeni nerva. V pfipadé imunoterapie je IéEba namifena proti receptoru
HER2/neu za pomoci monoklonalnich protilatek typu trastuzumab, které omezuji

mnoZzeni nadorovych bunék. [26,27,28]

Protoze v8echny druhy Ié€by jsou agresivni a naro¢né, existuji pro pacienty, ktefi
pravé podstupuji chemoterapii i pro ty, ktefi jsou jiz v terminalnim stadiu nemoci,
specializovani pracovnici paliativni péce. Jedna se o podpurnou péci pro pacienta a
jeho rodinu. Snazi se pacientim ulevit od bolesti a dalSich symptom0d nemoci. Diky
paliativni péCi maiji pacienti pfijit na jiné myslenky, citit se l1épe, pozitivhé, coz by mélo

pomoci i v jejich 1eéCbé. [26]

2.3 TAXANY

Taxany jsou cytostatické antimikrotubularni latky, které se vyuzivaji v klinické praxi

pro léEbu nadorl. ZplUsobuji depolymerizaci mikrotubull, coz vede ke stabilizaci
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mikrotubularniho cytoskeletu, k prodlouzeni bunééného déleni az na 15 hodin, a ke

spusténi programované bunécné smrti, apoptdzy. [31,32]

Mezi nejvice vyuzivané taxany v |é¢bé karcinomu prsu patfi paklitaxel a docetaxel.
Paklitaxel byl poprvé izolovan v roce 1971 z klry pacifického tisu Taxus brevifolia a z
endofytické houby Taxomyces andreanae. Radime ho do prvni generace taxani.
Pozdéji se podafilo ho zcela syntetizovat. Jeho struktura je zobrazena na obrazku €.
8.[31,32,33,34]

Obrazek €. 8: Strukturni vzorec paklitaxelu

Zdroj:http://ks26686.kimsufi.com/stabilis/Monographie.php ?IdMolecule=86&ldOnglet

=Incomp&codelLangue=CZ-cz

Docetaxel, ktery se fadi do druhé generace taxanl se pfipravuje polysynteticky
esterifikaci postranniho fetézce neaktivniho prekurzoru 10-deacetylbaccatinu lll, ktery
je obsazen v tisu Cerveném Taxus baccata. Struktura docetaxelu je vyobrazena na
obrazku €. 9.[31,32,35]
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Obrazek €. 9: Strukturni vzorec docetaxelu
Zdroj: http://ks26686.kimsufi.com/stabilis/Monographie.php ?IdMolecule=299

Pfi porovnani monoterapie paklitaxelem a docetaxelem je z klinickych studii
zfejmé, Ze docetaxel prokazuje vySsi afinitu k vazbé k mikrotubulim, delSi Cas
intracelularni retence, vysSi koncentraci v bunkach, vyssi indukci apoptozy a vyssi
procento thymidin fosforylace. [31] Thymidin je v organismu fosforylovan ATP za ucasti
enzymu thymidin kinazy, ktery mizeme nalézt ve vétsSiné zivych bunék a ma kliCovou
funkci pfi syntéze DNA a déleni bunky. Thymidin kinaza se v klinickych studiich
vyuziva jako marker proliferace v diagnostice a kontrole Ié€by malignich onemocnéni.
[36]

Prvni i druha generace taxan( jsou vysoce hydrofobni latky a pro pfekonani jejich
polyethyl ricinovy olej (Cremophor®EL) s etanolem a polysorbate80 (Tween®80)
s etanolovym fedidlem. Obé fedidla jsou biologicky a farmakologicky aktivni latky a

jsou schopny vyvolat fadu vedlejSich nezadoucich ucinku. [32]

Docetaxel ma linearni farmakokinetiku a neni zapotfebi takovych davek jako u
paklitaxelu. Pficemz paklitaxel ma i vice nezadoucich ucinku, jako je hypersenzitivita
a neurotoxicita. U docetaxelu je Casté zadrzovani tekutin a unava. Kromé vedlejSich

nezadoucich ucinku, dochazi €asto i ke vzniku rezistence k témto lékum. [31,32]
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2.3.1 MECHANISMUS UCINKU TAXANU

Jak jiz bylo zminéno, taxany stabilizuji mikrotubuly. Stabilizace probiha v oblasti
vazby guanosindifosfatu (GDP) na B-tubulinové podjednotky (viz obrazek ¢. 10). Tim
dochazi k nahromadéni bunék v G2-M fazi, vzniku hvézdicovitych utvari misto
déliciho vieténka a tim padem k nedokonceni mitotického déleni a k indukci apoptdzy.
[37,38,39]

B-Tubulin a-Tubulin

Obrazek ¢. 10: Struktura a- a B-tubulinové podjednotky mikrotubult

Zdroj:http.//www.mastcell-basophil.net/wiki/wiki-start/microtubules-and-mast-cell-

signaling/

Apoptoza neboli geneticky programovana bunécna smrt je obecné chapana jako
schopnost organismu eliminovat poskozené, nefunkéni nebo nepotfebné buriky. Na
rozdil od nekrdzy, se kterou je apoptéza Casto zaménovana, zde nedochazi ke vzniku
zanétu, morfologie vzniku se tedy liSi. Apoptéza muze byt fyziologicka neboli
spontanni, kdy dochazi k redukci bunéénych populaci, napf. pfi embryogenezi, u
hyperplazie, pfi obméné krevnich elementl apod. Nebo indukovana patologicky, kdy
je podnétem napf. virové onemocnéni, imunitni reakce, plsobeni Skodlivych latek, ale
i jiz zminéna chemoterapie. Jednoduchy princip je vyobrazen na obrazku ¢&. 11.
[1,32,40]
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Obrazek €. 11: Apoptéza. V prvni ¢asti dochazi ke srazeni bunééného
chromatinu, chromozomt a bunéénych bilkovin. Nasleduje ztrata strukturalni
integrity bunky, vznik vyénélkil na povrchu obklopujicim burfiku a odskrceni
vacku zvanych apoptoticka téliska. V posledni ¢asti dochazi ke zmensSeni,
scvrknuti buriky. Bunééna DNA se stava zlomkovitou a jednotlivé ¢asti bunky
jsou nasledné recyklovany makrofagy a dalSimi fagocytujicimi bunnkami bez

vzniku zanétu.

Zdroj:http://kreacionismus.cz/kreace/puvod%20apoptozy%20sobecke %20geny%20ci
%20inteligentni%Z20plan.htm

Mikrotubuly, které se uc€astni fady bunécnych funkci v€etné bunécné motility,
udrzovani tvaru buriky a mitézy, kde vytvafi délici vieténko, jsou tvofeny dimery
proteinl a- a B-tubulinu a jsou schopny vazat guanosintrifosfat (GTP) nekovalentni
vazbou. S navazanym GTP tvofi protofilamenta a nasledné polymery, které se formuji
do dutych, cylindrickych trubic, tubulG. GTP se vaze na a- i B-tubulin. Na a-tubulinu je
vazan stabilné a nedochazi k jeho hydrolyze. Zatimco na B-tubulinu se GTP §tépi na
fosfat a GDP, coz zpusobuje zmény v prostorové struktufe molekul. Ve volnych
dimerech je v8ak GDP znova nahrazen GTP a znova dochazi k polymerizaci tubuld.
[32,41,42]

Za normalnich okolnosti je k polymerizaci tubulinu GTP nezbytny. Taxany jsou
vS8ak schopny polymerovat tubulin i bez dodani GTP. Vznikaji stabilni mikrotubuly, ale
s poruSenou dynamickou rovnovahou. Béhem mitézy dochazi pusobenim taxanu

k omezeni pohybu déliciho vieténka a chromozomy nejsou schopny se spravné
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navazat na kinetochory. Signaly kontrolniho bodu zastavi bunéény cyklus, vétSinou na

prelomu G2-M faze, coz je jednim ze signall pro zahajeni apoptézy. [32,41]

Cilem taxanu jsou tedy B-tubulinové podjednotky, kde se vazi v T-konformaci v M-
smyc€ce a jsou Vv kontaktu s valinzs, argininzs2 a histidinzez / asparaginzz4 kapsou a

podnécuji stabilizaci a dalSi polymerizaci tubulu. [43,44]

Mechanismus ucinku docetaxelu je pfehledné vyobrazen a popsan na obrazku C.
12.
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V mechanismu Gcinku docetaxelu hraji centraini tlohu mikrotubuly — vidkna, kterd plsobi jako transportni dréhy pro rizné molekuly
a intracelularni strukfury béhem bunécéného déleni a soucasné se spolu s cenfrozomem spolupodileji na pohybu chromozomi béhem fohofo
déleni. Rozhodujici jsou dva procesy, polymenzace a depolymenizace. Pii depolymenzaci mikrotubult dechaz k odiaZzeni rozdélenych chro-
mozomi na opacné konce - pdly buriky, a pravé do tohofo déje zasahuje docefaxel, ktery se na mikrotubuly specificky vaZe, a brani tak jejich
depolymenzaci a kontrakcl, Bunécéné déleni je zablokovano a dochdzi k bunécné smirti.

Obrazek ¢. 12: Mechanismus uUc¢inku docetaxelu

Zdroj: http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20060515024915.jpg

a- i B-tubuliny maiji nékolik izotypickych forem, které jsou typické pro urcité Casti
téla nebo pro ur€itou fazi zivotniho cyklu. Mohou také podléhat rlznym
posttranslacnim modifikacim. Kromé téchto modifikaci jsou ovliviovany napfiklad
proteiny, které méni jejich dynamiku a které jsou oznaCovany jako MAPs (Microtubule

associated proteins). [32,41,42]
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Uginek taxant muZe byt ovlivnén vznikem rezistence na tento typ cytostatik.
Rezistence mizZe v tomto pfipadé byt jak primarni, tak sekundarni. Primarni neboli
pfirozena rezistence vychazi z biologickych vlastnosti nadoru a z jeho histologie,
zatimco sekundarni (ziskana) rezistence je navozena prvotni IéEbou. Rezistence na
taxany muze byt zpusobena Sirokym spektrem faktord. Jednim z nich je mutace v a-
nebo [B-tubulinech. VétSina mutaci se nachazi na 4. exonu v genu HM40 1-
tubulinového izotypu. Dale rozdilna stavba 7 tfid izotypu B-tubulinu, pfiCemz podle
védeckych studii jsou tfidy B3 a B4 méné citlivé k ucinku paklitaxelu, protoze jsou
primym cilem mikroRNA (miR-200c), ktera ovliviiuje karcinogenezi svym vlivem na

klicové bunécné procesy. [32,45]

| zména v expresi MAPs &i zména v P-glykoproteinu muze stat za vznikem
rezistence. Mezi MAPs patfi protein Tau, ktery se nachazi v neuronech, gliovych a
epitelidlnich burikach a jeho funkci je shlukovani tubulinu a stabilizace mikrotubuld.
Problémem je, Zze jeho vazebné misto na mikrotubulu odpovida vazebnému mistu pro
paklitaxel. DalSim MAP je napfiklad protein MAP4, ktery se nachazi ve vSech bunkach
a také stabilizuje mikrotubuly. K uvolnéni z vazby je nutna jeho inaktivace, a pokud je
tato inaktivace nedostatecna, muze opét dojit ke vzniku rezistence. Pfi zméné exprese
enzymu, které kontroluji vSechny MAPs, proteinovych kinaz, muze také dojit ke snizeni

citlivosti k u¢inku taxana. [32,46]

24 DOXORUBICIN

Doxorubicin patfi mezi cytotoxicka antracyklinova antibiotika. Je izolovany z kultur
bakterie Streptomyces peuceutius. Mechanismem Uuc€inku tohoto protinadorového
antibiotika je jeho vazba na obé& dvé vlakna DNA (kyselina deoxyribonukleova) neboli
interkalace. Interkalace znemozniuje replikaci DNA, transkripci do RNA a tim zabrariuje
vzniku bilkovin. Dal8im u€inkem doxorubicinu je inhibice enzymu topoizomeréazy |,
diky ¢emuz dochazi k rozpadu DNA. Doxorubicin se vaze i na tuky v bunécné
membrané a tim ji poSkozuje. ProtoZze dochazelo ke kumulaci Iéku v srdci (a nasledné
ke kardiomyopatii) a v travicim traktu, byla jeho forma upravena na tzv. lipozomalni
doxorubicin a pegylovany lipozomalni doxorubicin. Uzavieni I€ku do lipozomu, uméle

pripravené kulovité Castice, vede ke snizeni nezadoucich ucinkl. PFi pegylaci, jejiz
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podstatou je vazba polyethylenglykolu na lipozom, dochazi ke snizeni rychlosti

eliminace v organismu. [47,48]

Doxorubicin je indikovan u karcinomu hlavy a krku, Zaludku, jater, plic, prsu,
endometria, prostaty, moCového méchyre, §titné Zlazy, u leukémie, lymfoma a dalSich
nadorovych onemocnéni. Casto se podava soub&zné s jinymi antineoplastiky,
napriklad s antracykliny, cisplatinou, cyklosporinem a taxany. Sou¢asné podani taxant
s doxorubicinem méni jeho povahu a zpusobuje pokles jeho clearance v organismu.
Na podkladé farmakokinetické interakce dochazi ke vzniku vétsiho mnozZstvi
kardiotonického metabolitu doxorubicinolu a tim ke zvySeni kardiotoxicity.
Kombinovana lécba s taxany zplUsobuje i Castéjsi vyskyt neutropenie a stomatitid. Pres
vSechny nezadouci ucinky, kombinace taxanl s doxorubicinem ma lepSi léCebné
ucinky nez samotna monoterapie a prodluzuje €as do progrese onemocnéni.
[31,47,49]

Kontraindikaci muze byt vazna porucha jater, ledvin, arytmie, jiné kardiovaskularni

onemocnéni, zvySena krvacivost, hematurie a dalsi. [47,49]

Mezi nezadouci uc€inky léku patfi neuropatie, tachykardie, bradykardie, méstnave
selhani srdce, dyspnoe, plicni edém, kardiomegalie, hepatomegalie, oligurie, ascites,

perikarditida a myokarditida, vychazejici z kardiotoxicity doxorubicinu. [47,48,49]

2.5 CIPN (Chemotherapy Induced Peripheral Neuropathy)

CIPN neboli chemoterapii indukovana periferni neuropatie je souborem symptoma
zpusobenych poskozenim perifernich nervl(l (obrazek &. 13), pravdépodobné na
zakladé interference s axonalnim transportem zaloZenym na mikrotubulech. Je jednim
z béznych nezadoucich uginkd u chemoterapie, ktery mize byt az z 30% permanentni.
Zalezi na véku pacienta, zda trpi diabetem nebo HIV infekci, jaké uziva léky, na
rodinné anamnéze, na davce a typu chemoterapeutika. Udava se, ze 30-100 %
pacientd mulze zazit tento vedlejSi ucinek, poskozujici jejich nervovy systém,

v zavislosti na davce a typu chemoterapeutika. [50,51,52,53,54,55,56]

Béhem nedavné analyzy 31 studii na téma CIPN, které byly zaloZeny na
vysledcich od 4179 pacientl, bylo zjisténo, Ze prevalence CIPN je 48%. Po jednom
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mésici od léCby taxany prevalence vzrostla na 68,1% a po Sesti a vice mésicich od
ukonceni lé¢by klesla na 30%. Vyvoj CIPN je nepfedvidatelny a jak jiz bylo zminéno,

nékteré symptomy mohou vymizet, jiné mohou zUstat permanentné. [57,58]

CIPN ma negativni efekt na funkci a kvalitu Zivota pacientl. Dochazi ke znecitlivéni
koneCkl prstl na rukou i nohou, které postupuje i na celé koncetiny. Jsou tedy
poruSeny jak motorické dovednosti, tak schopnost chize ¢&i rovnovahy. Problémy se
psanim, uchopovanim véci, s fizenim automobilu, se cvicenim, stim vSim musi
pacienti podstupujici IéEbu pocitat. Negativni vliv se miuze promitnout i v osobnim a
intimnim Zivot&. Bolesti r(izné intenzity jsou dal$im typickym znakem CIPN. Casto
byvaji doprovazeny palenim, Stipanim, pichanim, precitlivélosti v danych mistech na
téle. Také se vyskytuji kfeCe svalstva, ochablost svalstva, zacpa, unik moci, potize
s polykanim a v nejhorSim pfipadé i anafylakticky Sok v disledku hypersenzitivni
reakce na davku. [50,52,59]

Pokud jiz nelze CIPN tolerovat, je nutné snizit a optimalizovat davky chemoterapie
nebo chemoterapii zcela ukoncit. To vS8ak mize ovlivnit Sanci na preziti pacienta. A
z toho duvodu velka vétSina pacientl zatajuje pfed svym Iékafem bolesti, kterymi trpi
kvali CIPN. Boji se, ze by to mohlo vést k pferuseni chemoterapie a tim padem

k podlehnuti jejich nemoci. [50,60]

Mezi Iéky zpusobujici CIPN patfi napf.: cisplatina, karboplatina, paklitaxel,
docetaxel, rostlinné alkaloidy, thalidomid, lenalidomid, bortezomib, eribulin. V této
dobé nejsou vyvinuty Zadné efektivni kombinované metody, které by mohly CIPN
celkové zamezit. Lékafi jsou schopni snizit bolest pomoci 1€kl na bolest, steroidd,
opioidu a dalSich narkotik. Davaji pacientim antidepresiva, léky proti zachvatim a
kie€Cim a doporucuji jim alternativni terapie jako je akupunktura, masaze,
elektrostimulace nervd, reflexni cvi€eni kuvolnéni téla, jéoga a podobné.
[50,52,55,60,61]

Jak jiz bylo uvedeno vySe, 1€k na CIPN zatim neexistuje. V nékterych klinickych
studiich vSak byly zaznamenany pfiznivé ucCinky preventivni léCby vitaminem E,
vapnikem, hof¢ikem, glutathionem, thiaminem a zminénymi léky proti zachvatum
(karbamazepin) a antidepresivy (venlafaxin). V jinych studiich jsou tato tvrzeni
vyvracena. [51,61,62,63]
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Lékafi také radi pacientim, aby se vyhybali situacim, které zhorsuji jejich CIPN.
Doporucuje se vyhybat hodné nizkym a vysokym teplotam, nepospichat a nebat se
pozadat o pomoc, nepit alkohol, kontrolovat si hladinu cukru v krvi, vyhybat se
aktivitam s ostrymi pfedméty, chranit ruce rukavicemi pfi praci venku nebo pfi uklizeni,
nepretézovat se, odpocivat, zamezit vzniku puchyfu a jinych poranéni, pit hodné vody,

aby se zabranilo zacpé a uzivat Iéky jak je pfedepsano. [60]
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Obrazek €. 13: Znazornéni nervové soustavy u ¢lovéka

Zdroj:https.//www.cancer.org/treatment/treatments-and-side-effects/physical-side-

effects/peripheral-neuropathy/what-is-cipn.html
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2.6 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE S PLAMENO-IONIZACNI

DETEKCI (Gas Chromatography with Flame lonization Detector, GC-
FID)

Chromatografické metody jsou separacni, fyzikalné-chemické metody, jejichz
principem je opakované ustalovani rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi,
stacionarni a mobilni. V pfipadé plynové chromatografie je mobilni faze tvofena
inertnim nosnym plynem. Jako nosny plyn se pouziva dusik, vodik, helium, neon nebo
argon o Cistoté 99,99%. Podminkou pro pouZiti GC je tékavost a tepelna stabilita
analytu (do 400°C). TakZe lze separovat latky plynné nebo takove, které lze
derivatizaci prevest na tékavé derivaty. Mechanismus separace délenych latek je
zalozen bud na adsorpénim (Gas-Solid Chromatography, GSC) nebo rozdélovacim
(Gas-Liquid Chromatography, GLC) principu. [64,65,66,67]

Plynova chromatografie se vyuziva pfedevSim v potravinarstvi, pfi kontrole kvality
zivotniho prostfedi a ve farmaceutické analyze k identifikaci, zkouskam na Cistotu nebo
stanoveni obsahu ucinnych latek, resp. i jejich rozkladnych produkti nebo metabolitd.
Je vyuzivana i pro separaci a kvantifikaci mast nych kyselin z plazmy, séra nebo celé
krve. [23,68]

Hlavnimi sou¢astmi GC jsou (obrazek €. 14):
e tlakové lahve s nosnym plynem s redukénimi ventily (udrzeni konstantniho
tlaku) a vysouSedlem (zbaveni vihkosti)
e nastfikové zafizeni
o davkovac vzorku (Hamiltonova mikrostfikacka nebo autosampler)
o pryzové septum
o nastfikova komurka (zplynéni vzorku)
o déli¢ toku
e termostatovana chromatograficka kolona
o naplhova — nerezova nebo sklenéna kolona, @ 3-8 mm, délka 1-5 m
— naplnéna tuhou stacionarni fazi — grafitizovany uhlik, molekulova
sita na bazi aktivniho uhli, silikagel, alumina, polymery (GSC)
— naplnéna tuhym nosiCem - kfemelina, silanizované sklenéné
kulicky, teflonové kulicky, pokryta vrstvou kapalné stacionarni
faze (GLC)

37



o kapilarni - kiemenna nebo sklenéna kolona, @ 0,05-0,15 mm, délka 20-

100m, s tenkym filmem kapalné stacionarni faze na vnitfnim povrchu
kapilary (GLC) (obrazek ¢. 15)
— WCOT (Wall Coated Open Tubular) — kapalna polymerni
stacionarni faze zakotvena na vnitfni strané kapilary
— SCOT (Support Coated Open Tubular) — Castice nosice pokryté
kapalnou fazi zachyceny na vnitini sténé kapilary
— PLOT (Porous Layer Open Tubular) — adsorbent zachycen na

vnitfni strané kapilary

e termostatovany detektor — s rychlou odezvou, vysokou citlivosti, selektivitou,

stabilitou a linearitou odezvy

(@]

o

o

tepelné vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector, TCD)
plamenovy ioniza¢ni detektor (Flame lonization Detector, FID)
termo-ioniza¢ni detektor (Thermionic Detector, TID)

detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector, ECD)
plamenovy fotometricky detektor (Flame Photometric Detector, FPD)
atomovy emisni detektor (Atomic Emission Detector, AED)

hmotnostné spektrofotometricky detektor (Mass Spectrometric Detector,
MSD)

infraCerveny detektor

chemiluminiscencni detektor [65,66,67,68]
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Zdroj: https://docplayer.cz/docs-images/26/7300261/images/37-0.png

WCOT SCOT PLOT

stacionamifaze npsi  stacionarni faze sorbent

Obrazek €. 15: Typy kapilarnich kolon
Zdroj: [61]

Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) je destruktivni, vysoce citlivy typ detektoru.
Neni univerzalni, ale je selektivni pro organické latky. Principem je méfeni vodivosti

kysliko-vodikového plamene. V pfitomnosti stop uhlovodik( pocet iontl a elektronl

silné roste a tim roste i vodivost plamene. FID poskytuje nizké detekEni limity,
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dlouhodobou stabilitu, jednoduchost provedeni, nizké mrtvé objemy a rychlou odezvu
[66,67,68,69]

lonty vznikaji termalni emisi z mikroskopickych uhlikovych ¢astecek, které vznikaji
béhem procesu spalovani. FID je pravdépodobné nejjednodussi, nejsnazsi a
nejspolehlivéjsi detektor. Pritok vodiku se obvykle nastavuje na 20-30 ml/min a prutok
vzduchu pfiblizné Sestkrat vétsi, 120-200 ml/min. Spalovanim organickych latek ve
vodikovém plamenu dochazi kK jejich ionizaci. Organické molekuly jsou v plamenu
Stépeny na iontoveé nebo radikalové fragmenty, které jsou na prvni elektrodé nabity na
urCity potencial a jsou pfitahovany druhou elektrodou, které svij naboj odevzdaji.
Vznikly proud iontl mezi elektrodami je pfimo umérny poctu iontid a méfi se jeho
zména, tudiz odezva tohoto typu detektoru je zavisla na poctu uhlikl v separované

molekule a na charakteru uhlikovych vazeb. [70]

lonizace probiha v miniaturnim plamenu, kam z kolony vychazi nosny plyn a vodik.
Spalenim vznikaji ionty, radikaly a elektrony, které umoznuji pfechod elektrického
proudu mezi elektrodami. V redukéni zoné plamene dochazi ke krakovani a
hydrogenaci uhlikatych slou¢enin za vzniku uhlikatych radikald, kyslikatych fragmenta
a vodikovych iontd. V oxida¢ni zoné plamene pak dochazi k exotermické reakci mezi
uhlikatymi radikaly a kyslikatymi fragmenty za vzniku dalSich radikald. Uvolnéna
energie zpusobuje jejich ionizaci za vzniku kationtu a elektronu. Na obrazku ¢&. 16 je

znazornéno schéma FID. [70,68]

AN
zapalovani == iﬁ E{Hﬂdy

el -

vzduch—» IZ,._ vodik

eluat

Obrazek ¢. 16: Schéma FID

Zdroj: https://is.mendelu.cz/eknihovna/opory/zobraz_cast.pl?cast=52965
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1POUZITE PRISTROJOVE VYBAVENI, POMUCKY A
CHEMIKALIE

o ultrazvukova lazen Ultrasonic Cleaner DU-06 (Argolab, Italie)

o tfepacCka Rotator SB3 (Stuart, Velka Briranie)

o centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf, Némecko)

o termoblok Tectra QBT2 (Grant, Velka Britanie)

o termostat Stericell 55 (Brnénska medicinska technika, Ceska republika)
o crimper klesté Perkin Elmer

o chromatograf GC 8000 series (Fisions Instruments, USA)

o kapilarni kolona SP 2330 (30 m x 0,25 mm x 0,2 um film thickness) (Supelco, USA)
o pipety, Spicky

o laboratorni sklo a plast

o hexan CHROMASOL HPLC

o isopropanol CHROMASOL V

o dusik technicky

o destilovana voda

o C171S (0,5 Mm)

o methanol CHROMASOL V HPLC

o toluen

o acetylchlorid

o uhli¢itan draselny 12%

3.2 POUZITY BIOLOGICKY MATERIAL

Ke stanoveni spektra mastnych kyselin bylo pouzito celkem 113 vzorkd vendézni
krve od 56 pacientl s rakovinou prsu. Vzorky byly poskytnuty v ramci kontrol
laboratornich vysledkl pacientd béhem roku 2015. Prvni odbér byl proveden u vSech
pacientd po Ié€bé doxorubicinem, druhy béhem Ié¢bé taxany a treti po IéCbé taxany.

Do zpracovani byly vzorky zamrazeny pfi teploté -70°C.
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Pacienti byli rozdéleni podle mnozstvi odebranych vzork( na 2 skupiny. V prvni
skupiné jsou pacienti, u nichz byla krev odebrana jednou, a to po |é€bé doxorubicinem.
Hodnoty téchto pacientl byly spolu s prvnimi odbéry z dalSich dvou skupin pouzity
jako kontrolni hodnoty pro vstupni porovnani. Bylo sledovano, zda snizené nebo
zvySené hodnoty jednotlivych mastnych kyselin koreluji s vyskytem polyneuropatie Ci

nikoliv.

Do druhé skupiny byli zafazeni pacienti, kterym byla krev odebrana dvakrat nebo
tfikrat, po léCbé doxorubicinem, béhem chemoterapie taxany a po |éCbé taxany. Tato
skupina byla vyuZita ke sledovani variability podilu sledovanych mastnych kyselin

béhem celého procesu chemoterapie.

Informace o pacientech (pohlavi, vék, vyskyt CIPN a data odbéru) jsou uvedeny
v tabulkach €. 2, 3 a 4.

‘ ¥ DATUM
POHLAVI VEK | CIPN ODBERU
1. zena 67 ano 06.02.2015
2. zena 67 ano 09.06.2015
3. muz 73 ano 03.08.2015
4. zena 62 ano 14.07.2015
5. zena 72 ano 25.03.2015
6. zena 34 ano 12.03.2015
7. zena 75 ano 01.04.2015
8. zena 49 ano 29.01.2015
9. muz 65 ne 21.05.2015
10. zena 73 ne 02.06.2015
11. zena 70 ne 18.02.2015
12. zena 75 ne 25.03.2015
13. zena 71 ne 14.07.2015
14. zena 75 ne 09.02.2015
15. zena 46 ne 24.07.2015
16. zena 55 ne 07.05.2015
17. zena 34 ne 11.08.2015
18. zena 73 ne 01.06.2015

Tabulka €. 2: Informace o pacientech, kterym byla krev odebrana pouze jednou
po léébé doxorubicinem

Zdroj: vilastni zpracovani
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. v DATUM 1. DATUM 2.

POHLAVI VEK | CIPN ODBERU ODBERU

1. zena 50 ano 31.07.2015 21.08.2015
2. zena 49 ano 10.07.2015 31.07.2015
3. zena 68 ano 10.08.2015 31.08.2015
4, zena 69 ano 29.01.2015 26.03.2015
5. zena 66 ano 18.05.2015 09.06.2015
6. zena 65 ano 23.06.2015 14.07.2015
7. zena 66 ano 20.02.2015 20.03.2015
8. muz 51 ano 27.08.2015 22.10.2015
9. zena 62 ano 20.04.2015 11.05.2015
10. muz 64 ano 25.06.2015 05.08.2015
11. zena 59 ano 16.05.2015 03.06.2015
12. zena 71 ano 04.09.2015 25.09.2015
13. zena 78 ano 24.04.2015 07.05.2015
14, zena 59 ano 14.07.2015 04.08.2015
15. zena 41 ne 16.10.2015 13.11.2015
16. muz 55 ne 25.09.2015 19.10.2015
17. zena 37 ne 18.09.2015 09.10.2015
18. zena 49 ne 04.09.2015 20.11.2015
19. zena 68 ne 06.02.2015 10.04.2015

Tabulka €. 3: Informace o pacientech, kterym byla krev odebrana dvakrat, po

lécbé doxorubicinem a béhem lé¢by taxany

Zdroj: vlastni zpracovani
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; . DATUM 1. DATUM 2. DATUM 3.

POHLAVI | VEK | CIPN ODBERU ODBERU ODBERU

1. zena 64 ano 13.03.2015 03.04.2015 29.05.2015
2. zena 37 ano 20.05.2015 10.06.2015 05.08.2015
3. zena 51 ano 16.03.2015 13.04.2015 01.06.2015
4. zena 56 ano 01.06.2015 22.06.2015 03.08.2015
5. zena 56 ano 16.03.2015 08.04.2015 01.06.2015
6. zena 65 ano 08.04.2015 29.04.2015 01.07.2015
7. zena 72 ano 21.08.2015 11.09.2015 06.11.2015
8. zena 46 ano 04.09.2015 25.09.2015 20.11.2015
9. zena 45 ano 28.08.2015 18.09.2015 13.11.2015
10. zena 72 ano 09.07.2015 30.07.2015 24.09.2015
11. zena 50 ano 08.04.2015 29.04.2015 24.06.2015
12. zena 68 ne 12.03.2015 09.04.2015 05.06.2015
13. zena 36 ne 09.07.2015 30.07.2015 24.09.2015
14. zena 53 ne 07.05.2015 29.05.2015 23.07.2015
15. zena 41 ne 24.04.2015 18.05.2015 13.07.2015
16. zena 75 ne 29.04.2015 27.05.2015 15.07.2015
17. zena 55 ne 12.06.2015 03.07.2015 28.08.2015
18. zena 53 ne 30.01.2015 20.02.2015 17.04.2015
19. zena 52 ne 13.03.2015 03.04.2015 29.05.2015

Tabulka €. 4: Informace o pacientech, kterym byla krev odebrana trikrat, po 1é€bé

doxorubicinem, béhem lé¢by taxany a po Ié¢bé taxany

Zdroj: vilastni zpracovani

Do experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity hodnoty od 56 pacientd,

pficemz z celkového poctu bylo 51 Zzen a 5 muzl. Primérny vék vSech pacientl ze
vSech skupin je 59,1 + 12,2 let (median 62,0).

Primérny vék vSech muzu je 61,6 + 7,8 let (median 64,0), v 1. skupiné 69,0 + 4 let

(median 69,0), v 2. skupiné 56,7 * 5,4 roku (median 55,0) a ve 3. skupiné muzi nebyli.

U Zen byl celkovy primérny vék 58,9 + 12,5 let (median 62,0), v 1. skupiné 62,4 +
13,9 let (median 68,5), v 2. skupiné 59,8 £ 11,1 let (median 63,5) a ve 3. skupiné 55,1
+ 11,4 let (median 53,0).
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3.3 PRACOVNI POSTUP

Prvnim krokem bylo rozmrazZeni vzorkl a jejich vytemperovani na laboratorni
teplotu. Nasledné byly eppendorfovy mikrozkumavky s krvi viozeny do ultrazvukové
lazné, aby doSlo k rozruseni membran erytrocytl. Od kazdého vzorku bylo do
sklenénych zkumavek odpipetovano 200 ul krve a k tomu pfidano 5 ml smési
hexan:isopropanol v poméru 3:2. Vzorky byly dikladné protfepany na tfepacce a poté
5 minut staCeny v centrifuze pfi 3000 ot./min. pfi 4°C. Vznikly supernatant, tedy
organicka faze, byl odpipetovan do acylacnich zkumavek. Extrakce byla provedena
jesté jednou, nyni se 2 ml smési hexan:isopropanol. Supernatanty z obou extrakci byly
spojeny a nasledné odpareny pod dusikem v termobloku vyhfivaném na teplotu 50°C.
K odparku bylo pfidano 200 pl destilované vody a nadale bylo s rozpusténym

odparkem pracovano jako s plazmou.

Do acyla¢nich zkumavek s plazmou bylo napipetovano 50 pl C17 0,5 mM interniho
standardu, 3 ml methanolu a 1 ml smési toluen:acetylchorid v poméru 4:1. Zkumavky
se uzavrely vicky s gumovym tésnénim, aby nedochazelo k uniku organické faze.
Uzaviené zkumavky byly opét nechany didkladné protiepat na tfepacce po dobu 15
minut a nasledné nechany 1 hodinu inkubovat v horkovzdusném termostatu vyhfatém
na 100°C. Po vychladnuti zkumavek bylo ke kazdému vzorku pfidano 6 ml 12 % K2CO3
(uhli¢itan draselny). Vzorky se nechaly 15 minut promisit na rotatoru a poté byly
zcentrifugovany 5 minut pfi 3000 ot./min. pfi 4°C. Vrchni &ira vrstva byla odpipetovana
do pfipravenych vialek a uzaviena hlinikovymi vicky pomoci crimper klesti. Takto
pfipravené vzorky k analyze byly postupné ukladany do mraziciho boxu, do té doby,

nez byly pfipraveny vSechny a mohly byt analyzovany na plynovém chromatografu.

3.4 CHROMATOGRAFICKA ANALYZA

Analyzu plynovym chromatografem GC 8000 series s naslednou FID detekci
zajisti  MUDr. Radomir HySpler, Ph.D zvyzkumné laboratofe Ill. Interni
gerontometabolické kliniky. Pro analyzu byla pouZita kapilarni kolona SP™ 2330%° a

byly pouzity tyto chromatografické podminky:
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o tlak nosného plynu- helia 300 kPa

o objem nastfiku 2yl

o teplota injektoru 280 °C

o teplota termostatu kolony 110 °C po dobu prvnich 2 minut
o teplotni gradient 14 °C za 1 minutu, max. 250 °C
o teplota detektoru 330 °C

Na chromatogramu bylo identifikovano 13 mastnych kyselin a vnitfni standard,
podle kterého bylo mozné se orientovat. Na obrazku €. 17 je zobrazen chromatogram
mastnych kyselin, se kterym bylo pracovano jako se standardem. S timto standardnim
zaznamem byly porovnany zaznamy, které vznikly zméfenim pfipravenych vzorkd.
Pikim tak bylo mozné pfifadit jejich retencni ¢asy. Plocha pod kazdym pikem byla
automaticky vypocitana v programu Clarity od firmy DataApex, ktery byl pouzit i

pro pfifazovani retenénich ¢asu k pikam.

Interni standard a mastné kyseliny, které byly na chromatogramu identifikovany,

byly v tomto pofadi:

o kyselina laurova

o kyselina myristova

o kyselina palmitova

o kyselina palmitolejova

o C171S

o kyselina stearova

o kyselina olejova

o kyselina linolova

o kyselina y-linolenova

o Kkyselina a-linolenova

o kyselina dihomo-y-linolenova
o kyselina arachidonova

o kyselina eikosapentaenova

o kyselina dokosahexaenova
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Obrazek €. 17: Chromatogram standardniho vzorku

Zdroj: vlastni fotografie

3.5 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Diky vypocCitanym plocham pod pikem bylo mozné stanovit procentualni
zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorcich, které slouzilo k srovnani mezi
jednotlivym analyzovanymi vzorky a jako podklad pro deskriptivni statistiku. Kromé

toho, byly v programu vypocitany jesté tyto hodnoty:

o tSFA = suma nasycenych mastnych kyselin v %

o tMUFA = suma mononenasycenych mastnych kyselin v %

o w-3 PUFA = suma w-3 polynenasycenych mastnych kyselin v %
o w-6 PUFA = suma w-6 polynenasycenych mastnych kyselin v %
o A-9 = pomér kyseliny olejové a stearové

o A-5=pomér kyseliny arachidonové a dihomo-y-linolenové

o AA/EPA = pomeér kyseliny arachidonové a eikosapentaenoveé

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit tabulkovy software Microsoft Excel a pro
posouzeni normality dat D'Agostino-Pearson omnibus K2 testem program GraphPad
Prism. Pro porovnani stfednich hodnot (medianl) mastnych kyselin a jejich skupin u
pacientd s CIPN a bez CIPN byl pouzit neparovy, neparametricky Mann-Whitney t-test.
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A pro porovnani variability v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin a jejich skupin
béhem IéCby byl pouzit neparovy, neparametricky test Kruskal-Wallis (ANOVA). Oba
dva testy byly provedeny programem GraphPad. Pro testovani statistickych hypotéz

byla zvolena hladina vyznamnosti p = 0,05.

4. VYSLEDKY

Deskriptivni statistika jednotlivych mastnych kyselin a jejich skupin uvadi pocet
hodnot, hodnotu minimalni a maximalni, aritmeticky pramér, smérodatnou odchylku,
median, 25% a 75% percentil a normalitu rozdéleni dat. Pro pfehlednost byla vytvofena

tabulka €. 5, ktera vSechna tato data obsahuije.

Hodnoty procentualniho zastoupeni pro sledované mastné kyseliny byly
zpracovany formou sloupcovych grafl. Pro kazdou mastnou kyselinu &i skupinu
mastnych kyselin je vedle grafického znazornéni vytvofena jeSté tabulka €. 6,
obsahujici statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami pacientd z druhé a ftreti
skupiny s CIPN a bez CIPN.
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kyselina laurova

kyselina myr

istova

kyselina palmitova

|kyse|ina palmitolejova

CIPN ANO _ [CIPNNE CIPNANO  [CPPNNE CIPNANO [ Jemano  [cnnE
poiet bodsat B 23 Ex] 23 E<) 2 | E5 |23
i mine i Ivo deota 0,054 0, 164 0,358 0227 31,076 37933 | |nam
[ i b hodmota 24,037 |o.845 5 816 7113 54353 55 814 |55 [1.245
[meitrmeticky pramés 1,083 |n.406 1,710 1828 43 1716 44 194 116 |nza6
[smErodated odcylka  |4,060 |o.162 0,91 1,595 4.712 4103 1284 n23z
modiin 0,348 |n, 380 1450 1282 42 769 42 GBS o= |n7&r
25% percesti 0,268 |o.306 1,198 1,064 41414 41,118 |ases |mess
75% percestil 0,507 |n.451 1,916 1974 44,373 45 317 |1.085 |nos3
mormealita ozdélemi ne [ne ne ne ano ne |me |ama

kyselina stearova kyselina olejova kyselina linolova |kyselina y-linolenova

CIPN ANO  [CIPNNE CIPNANG  [CIPN NE CIPN ANO  [crn NE Jeemiann  jcrmeE

et hodmot 13 23 13 73 3 |3 |33 |3

E-i-il-i Rodeota 0475 0,624 0,076 0,076 0.9% |o.=3 |o.as 1%
[ rn e i o oot 38,005 33,519 29 556 32 351 14 646 22 53% 2513 2833
[aritrmeticky pramés 25061 24 577 15 851 16,022 341 3536 |aser 1888
[smEsodated odcylka 7,533 7.968 7.283 7.332 ZAM 4178 |ases 8543
median 24 544 25 183 18,149 17 955 2 980 2 816 s [nsen
25% percestd 2320 23,868 4 839 13165 2350 7 345 | O] |n562s
75% percest 27,179 29,310 19,69 19611 36 3,341 | 13
momsalita rozdéleni ne ne ne ano ne: Ine: | = | =

kyselina a-linolenova kyselina dihomo-y-linolenova |kyselina arachidonova |kyse|ina eikosapentaenova

CIPN ANO  [CIPNNE CIPNANO [CIPN NE CIPNANO |crn e JcomAND  |[crNNE
poiet bodsat 3 3 3 23 Es) |23 | E5 |23
mimimdalni bodeota 0,097 0,104 0_166 0,188 D264 lom3 |onen |naze
[ i b hodmota 1,799 |o.809 14,128 |3.666 3212 3,29 7502 6502
[meitrmeticky pramés 0,509 |0, 392 0,791 |n 528 1732 1999 3. 4171
[smErodatea odcleylka  |0,368 lo.211 2,395 o711 0.703 lom 2 568 z4m
modiin 0,480 |n, 378 0,293 o312 1802 1935 |5.195 [XET]
25% percestl 0,201 |o.204 0,246 |o.z63 1477 1559 a3 |1.987
75% percestil 0,653 |n.533 0,352 lna18 2093 2261 |5z0m |sarm
mormealita ozdélemi ne Jano ne [ne ano Jana |me |ama

kyselina dokosahexaenova |tSFA tMFEA |wé

CIPN ANO  [CIPNNE CIPNANO [CPPNNE CIPNANO [CrNNE |[cmano  [crune

et hodeot 3 23 3 23 3 23 33 73

E-i-il-i Rodeota 0,021 0,007 50,300 49, 167 [F7d] 1,148 3217 3293
(e i b o dmota 7084 |3.948 91,822 o1 987 36,207 33,564 73832 25 541
[itrmeticky pramés 0,901 |o.505 1,029 [71.004 16967 16578 |s.ma 7.8
[smErodates odcylka  [1574 |o, 907 |8.494 |3.061 TAOT 7.3 3755 4282
median 0,197 lo.1m 59 066 68,737 190M 18768 =858 5,136
25% percestl 0,150 lo.163 66 592 66,941 15 551 13854 5362 58
75% percest 0,795 |o.656 74,105 76 A02 20 352 20252 |sser 7.2%
momsalita rozdéleni ne |ne ano ano ano Jano |me ]

w3 A9 AAJEPA |as

CIPN ANO  [CIPNNE CIPNANO  [CIPN NE CIPNANO |crn e JcomANG  |[crNNE
poiet bodsat 3 23 3 23 Es) |23 | E5 |23
i i i I ooty 0,369 1.833 0,002 0.003 D.06% lo.xzr |onsz 8246
[ e B o st 8,502 7,248 44 959 36,241 27 617 36,762 11948 .M
[mitrmeticky priwés 5,200 5,167 2. 759 3325 3508 3512 584 5257
[smésodatns odcliyla (1,984 1,809 |e.720 8,961 63173 |e.om 2. 2632
modiin 55986 5,820 0,740 |o.705 0,377 |o3sr |49 5,889
25% percestl 4,126 4,096 0,531 |oa4s 0307 |o2zs 5377 5353
75% percestil 6444 6,631 0,826 lng17 4,938 loar 7039 3
mormealita ozdélomi ann ano |me [ne |ne |ne |ame amn

Tabulka €. 5: Deskriptivni statistika pro jednotlivé mastné kyseliny a jejich

skupiny

Zdroj: vlastni zpracovani
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4.1 ZMENY V HLADINACH MASTNYCH KYSELIN A JEJICH
SKUPIN PO LECBE DOXORUBICINEM V SOUVISLOSTI
S VYSKYTEM POLYNEUROPATIE

Hodnoty naméfené u prvni skupiny pacientl, kterym byla krev odebrana pouze
jednou a hodnoty z prvnich odbért skupiny druhé a tfeti, byly pouzity pro vzajemné
porovnani a bylo sledovano, zda snizené Ci zvySené hodnoty jednotlivych mastnych

kyselin a jejich skupin koreluji s vyskytem CIPN ¢i nikoliv.

Pro velké mnozstvi dat, byly hodnoty pro kazdou mastnou kyselinu a skupinu
mastnych kyselin zprimérovany a z téchto aritmetickych praméra byly pro pfehlednost
vytvorfeny grafy €. 2 a €. 3. Na grafu €. 2 je vyobrazeno porovnani skupin mastnych
kyselin u pacientd, u kterych se CIPN projevil a u kterych se neprojevil. Kazdy sloupec
je navic doplnén o primérnou hodnotu procentualniho zastoupeni jednotlivych skupin.

To samé plati pro graf €. 3, kde je vSak uvedeno porovnani jednotlivych mastnych

kyselin.
Porovnani skupin mastnych kyselin u pacientd s a bez CIPN
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Graf €. 2: Porovnani skupin mastnych kyselin u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vilastni zpracovani
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Graf ¢. 3: Porovnani jednotlivych mastnych kyselin u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Po statistické analyze Mann-Whitney testem bylo zjiSténo, ze mezi hodnotami
mastnych kyselin a jejich skupin u pacientt s vyvinutym CIPN a bez CIPN nejsou

signifikantni rozdily, coz Ize vidét i na grafech €. 2 a €. 3.

4.2 VARIABILITA V ZASTOUPENI SLEDOVANYCH
MASTNYCH KYSELIN V PRUBEHU CHEMOTERAPIE TAXANY
V SOUVISLOSTI S VYSKYTEM POLYNEUROPATIE

Pro zjisténi variability mastnych kyselin byly pouzity hodnoty naméfené u druhé a
treti skupiny pacientl, kterym byla krev odebrana dvakrat, resp. tfikrat v pribéhu
chemoterapie. Pro jednotlivé mastné kyseliny byly vytvofeny grafy, které zobrazuji
jejich primérné procentualni zastoupeni v prabéhu chemoterapie. U kazdého odbéru

jsou pacienti rozdéleni na ty s vyvinutym CIPN a bez CIPN.

Pro vytvofeni grafického znazornéni byly opét pouzity hodnoty aritmetického

pruméru z kazdého souboru dat, které jsou zobrazeny nad jednotlivymi sloupci v grafu.

Pro lepsi prehlednost byly do této ¢asti diplomové prace viozeny jednotlivé grafy
(€. 4 az €. 23) pro kazdou mastnou kyselinu a pro sledované skupiny. Celkovy graf byl

z dlvodu velkého mnozstvi dat neprehledny.

Za poslednim grafem v této €asti je vloZzena tabulka €. 6, ktera obsahuje informace
ze statistické analyzy provedené Kruskal-Wallis testem. Porovnana byla ziskana data
jednotlivych mastnych kyseliny a jejich skupin v pribéhu celé |éCby. Byly tedy
porovnany vzdy dvé nebo tfi hodnoty podle toho, kolikrat byla krev odebrana. Tabulka
je navic rozdélena na vysledky od pacientl s CIPN a bez CIPN. Diferenci je minéna

variabilita (signifikantni rozdil) mastnych kyselin mezi odbéry.
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Graf ¢. 4: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny laurové béhem celé l1écby

u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf €. 5: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny myristové béhem celé
lécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf ¢. 6: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny palmitové béhem celé
Iécby u pacientl s a bez CIPN
Zdroj: vlastni zpracovani
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kyselina palmitolejova
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Graf €. 7: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny palmitolejové béhem celé

Iécby u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf ¢. 8: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny stearové béhem celé Iécby
u pacientli s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf €. 9: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny olejové béhem celé Iécby
u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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kyselina linolova
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Graf €. 10: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny linolové béhem celé Iécby
u pacientu s a bez CIPN

Zdroj: vilastni zpracovani
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Graf €. 11: Pramérné procentualni zastoupeni kyseliny y-linolenové béhem celé

lécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf ¢. 12: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny a-linolenové béhem celé
Iécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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kyselina dihomo-y-linolenova
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Graf €. 13: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny dihomo-y-linolenové
béhem celé Ié€by u pacientd s a bez CIPN

Zdroj: vilastni zpracovani
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Graf ¢. 14: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny arachidonové béhem celé
lécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf €. 15: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny eikosapentaenové béhem
celé Ié¢by u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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kyselina dokosahexaenova
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Graf €. 16: Primérné procentualni zastoupeni kyseliny dokosahexaenové béhem
celé Iécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: viastni zpracovani
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Graf €. 17: Primérné procentualni zastoupeni nasycenych mastnych kyselin
béhem celé Ié€by u pacientt s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf ¢. 18: Primérné procentualni zastoupeni mononenasycenych mastnych
kyselin béhem celé Iécby u pacient s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf ¢. 19: PrGimérné procentualni zastoupeni w-6 mastnych kyselin béhem celé

Iécby u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vilastni zpracovani
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Graf €. 20: Priimérné procentualni zastoupeni w-3 mastnych kyselin béhem celé

lécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf €. 21: Pramérné procentualni zastoupeni A-9 mastnych kyselin béhem celé

Iécby u pacientll s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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Graf €. 22: PrGimérné procentualni zastoupeni poméru AA/EPA béhem celé 1écby
u pacientti s a bez CIPN

Zdroj: vilastni zpracovani
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Graf ¢. 23: Primérné procentualni zastoupeni A-5 mastnych kyselin béhem celé

lécby u pacientl s a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani
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CIPN ANO CIPNE NE
p hodnota |diference |p hodnota |diference
kyselina laurova 0,7038 NE 0,6598 NE
kyselina myristova 0,0094 ANO 0,222 NE
kyselina palmitova 0,0047 ANO 0,0081 ANO
kyselina palmitolejova 0,0576 NE 0,0079 ANO
kyselina stearova 0,0082 ANO 0,1034 NE
kyselina olejova 0,007 ANO 0,2607 NE
kyselina linolova 0,3329 NE 0,6217 NE
kyselina y-linolenova 0,3236 NE 0,0681 NE
kyselina a-linolenova 0,5687 NE 0,5639 NE
kyselina dihomo-y-linolenova |0,0053 ANO 0,3026 NE
kyselina arachidonova 0,0001 ANO 0,4224 NE
kyselina eikosapentaenova |0,0001 ANO 0,0004 ANO
kyselina dokosahexaenova 0,0001 ANO 0,0016 ANO
tSFA 0,0225 ANO 0,3767 NE
tMFA 0,017 ANO 0,1923 NE
w6 0,2705 NE 0,8428 NE
w3 0,0001 ANO 0,0009 ANO
A9 0,0073 ANO 0,1831 NE
AA/EPA 0,0001 ANO 0,0003 ANO
A5 0,3077 NE 0,3653 NE

Tabulka €. 6: Analyza dat pro nalezeni signifikance rozdilu hodnot mezi

jednotlivymi odbéry u pacienta s CIPN a bez CIPN

Zdroj: vlastni zpracovani

U pacientu s vyvinutym CIPN byl signifikantni rozdil mezi odbéry pozorovan u
kyseliny myristove, palmitové, stearové, olejové, dihomo-y-linolenové, arachidonove,

eikosapentaenové a dokosahexaenové, coz odpovida i skupinam tSFA, tMFA, w3, A9

a poméru AA/EPA.

U pacientll bez CIPN byl nalezen rozdil mezi odbéry u kyseliny palmitové,

palmitoolejové, eikosapentaenové a dokosahexaenové. U skupin byl rozdil mezi

odbéry u w3 a poméru AA/EPA.

Variabilita mastnych kyselin mezi odbéry je ¢astéjSi u pacientl s CIPN.
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5. DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo zaprvé, stanovit zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin a jejich skupin v krvi u pacientt Ié€enych doxorubicinem. Stanovena spektra
mastnych kyselin porovnat a pokusit se zjistit, zda se zastoupeni mastnych kyselin liSi
u pacientu s vyvinutou chemoterapii indukovanou polyneuropatii od pacientll bez této
polyneuropatie. A za druhé, porovnat ziskana spektra mastnych kyselin a zjistit, zda
v prubéhu chemoterapeutické |éCby doSlo nebo nedoSlo ke zméné v zastoupeni

jednotlivych mastnych kyselin a jejich skupin.

Biologicky material pochazel od pacientl s diagnostikovanou rakovinou prsu a byl
ziskan v ramci kontrol laboratornich vysledk( pacientl. Experimentu se ucastnilo
celkem 56 pacientd, 51 Zen a 5 muzd, jejichz pramérny vék je 59,1 £ 12,2 let (median
62 let).

Pacienti byli rozdéleni do tfech skupin. Prvni skupinu tvofili ti, kterym byla krev
odebrana pouze jednou po Iécbé doxorubicinem. Jednalo se o 18 osob, 16 zen a 2
muze, z ¢ehoz 8 pacientl trpélo symptomy CIPN. V druhé skupiné pacienti podstoupili
odbéry dva, po |écbé doxorubicinem a po lécbé taxany. Skupinu tvofilo 19 osob, 16
zen a 3 muzi, z ehoz 14 pacientl trpélo symptomy CIPN. A do tfeti skupiny byli
zarazeni pacienti se tfemi odbéry, po 1éCbé doxorubicinem, po IéCbé taxany a na konci
léCby. Jednalo se 0 19 osob, pouze Zenského pohlavi, z Cehoz 11 pacientek trpélo

symptomy CIPN.

Priprava vzork( a jejich chromatograficka analyza byla uskute¢néna ve Vyzkumné
laboratofi Ill. interni gerontometabolické kliniky ve Fakultni nemocnici v Hradci
Kralové. Pfic¢emz z puvodniho mnozstvi 116 vzorkl, bylo do prace pouzito vzorku

pouze 113, z duvodu nedetekovatelnosti hodnot u téchto tfi vzorka.

V prvni ¢asti experimentu, kde mélo byt zjiSténo, zda snizené €i zvySené mnozstvi

mastnych kyselin koreluje s vyskytem CIPN, bylo dospéno k témto zjisténim:

e u pacientl s CIPN byly zvySeny hodnoty kyseliny laurové, palmitolejové,

stearové, dihomo-y-linolenové, dokosahexaenové a skupin SFA, MFA a w3
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u pacienttl bez CIPN byly zvySeny hodnoty kyseliny myristové, palmitove,
olejove, linolove, y-linolenové, a-linolenove, arachidonove,

eikosapentaenové a skupin w-6, A-9, AA/EPA a A-5

ZvySeni Ci snizeni hodnot bylo vSak téméf zanedbatelné, tudiz signifikantni rozdily

mezi hodnotami zjiStény nebyly.

V druhé casti experimentu, kde méla byt zaznamenana variabilita mastnych

kyselin mezi jednotlivym odbéry v prubéhu IéCby, bylo dospéno k témto zjisténim:

u pacientd s CIPN byl signifikantni rozdil mezi jednotlivymi odbéry
pozorovan u kyseliny myristove, palmitove, stearové, olejové, dihomo-y-
linolenové, arachidonové, eikosapentaenové a dokosahexaenove, coz
odpovida i skupinam tSFA, tMFA, w-3, A-9 a poméru AA/EPA

u pacientd bez CIPN byl signifikantni rozdil mezi jednotlivym odbéry
pozorovan u Kkyseliny palmitové, palmitoolejové, eikosapentaenove,
dokosahexaenové a u skupiny w-3 a poméru AA/EPA

variabilita mastnych kyselin je ¢astéjSi u pacienttd s CIPN

u pacientd s CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. < 2. > 3. zaznamenan u kyseliny
myristové, palmitové, palmitoolejové, olejové, linolové, y-linolenové,
arachidonové, skupiny tMFA, w-6 a A-9

u pacientl bez CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. < 2. > 3. zaznamenan u
kyseliny laurové, palmitové, olejové, linolove, y-linolenové, dihomo-y-
linolenové, arachidonove, dokosahexaenové a u skupin tMFA, w-6, A-9 a A-
5

u pacientd s CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. > 2. < 3. zaznamenan u kyseliny
stearové, eikosapentaenové, skupiny tSFA, w-3 a A-5

u pacientl bez CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. > 2. < 3. zaznamenan u
kyseliny stearové, a-linolenové a skupiny tSFA

u pacientd s CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. > 2. > 3. zaznamenan u kyseliny
laurové

u pacientl bez CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. > 2. > 3. zaznamenan u
kyseliny eikosapentaenové a skupiny w-3

u pacientd s CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. < 2. < 3. zaznamenan u kyseliny

a-linolenové, dihomo-y-linolenové, dokosahexaenové a poméru AA/EPA

62



e u pacientd s CIPN byl rozdil mezi odbéry 1. < 2. < 3. zaznamenan u kyseliny

myristove, palmitolejové a poméru AA/EPA

Prestoze zamérem prace nebylo vyvodit jednoznacné zavéry, ale pouze popsat
vysledky prace a pokusit se je statisticky vyhodnotit, I1ze konstatovat, Ze hladina

mastnych kyselin béhem procesu chemoterapie neni konstantni, ale variabilni.

Vyzkum postaveni mastnych kyselin v lidském organismu v souvislosti
s patologickymi stavy a Iékovou terapii je stale v zaCatcich, proto je dostupnost zdrojl

pro porovnani zjisténych vysledkl omezena.

Studie o vybranych rizikovych nutriCnich aspektech CIPN od pracovniku z
Vyzkumné laboratofe lll. interni gerontometabolické kliniky a oddéleni Onkologie a
radioterapie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové poukazuje na signifikantné vyssi
hladinu skupiny tSFA u pacienti s CIPN, ale také na to, ze sumu tSFA nelze pouzit
pro predikci vzniku CIPN. [71] S timto tvrzenim naSe zjiSténi ¢astecné souhlasi. Rozdil
je pouze v tom, ze o vyznamném rozdilu mezi hodnotami tSFA hovofit nelze. V nasem

experimentu byly hladiny tSFA u pacientl s CIPN a bez CIPN témér identické.

Klinické studie, které se zabyvaly vlivem w-3 a w-6 mastnych kyselin na rakovinu
dokazaly, Zze maiji velky vliv na inhibici rGznych typl rakoviny. Mechanismus vlivu
téchto esencialnich mastnych kyselin vSak nebyl zcela odhalen. Kromé inhibicnich
vlastnosti v ramci rakovinného bujeni, mohou mit EFA pozitivni u€inky na pacienta
béhem radioterapie nebo chemoterapie. Dulezité poznatky, napfiklad o zmenSeni
nadoru, ale nebyly prokazany. Problém je také v tom, Ze u w-6 mastnych kyselin byly
mimo jiné zaznamenany pronadorové ucinky u rakoviny stfev nebo prostaty.
[16,17,18,19,20]

DalSim problémem je také neznalost sloZeni stravy pacientu, ktefi se naseho
experimentu ucastnili. Neni znamo, zda béhem procesu chemoterapie konzumovali Ci
nekonzumovali potravu bohatou na mastné kyseliny, pfedevSim esencialni mastné

kyseliny, takZe je mozné, Ze vysledné udaje nemusi byt zcela smérodatné.

Dale bylo zjisténo, ze w-3 mastné kyseliny mohou pulsobit neuroprotektivhé
v souvislosti s profylaxi CIPN. [72] Cesta ke zmirnéni projevi CIPN, které pacientum
znepfijemnuji zivot, je vSak stale dlouha a je zapotfebi se timto tématem nadale

zabyvat.
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6. ZAVER

Zameérem diplomové prace bylo stanovit zastoupeni mastnych kyselin v Kkrvi
(erytrocytech) pacientu podstupujicich Ié€bu taxany, metodou plynové chromatografie

s plameno-ionizacni detekci.

Ze statistického testovani ziskanych hodnot bylo zjiSténo, Ze mezi pacienty trpici
chemoterapii indukovanou polyneuropatii a pacienty, ktefi CIPN nemaji, neni

statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin.

Dale bylo konstatovano, Ze zastoupeni mastnych kyselin v pribé&hu procesu
chemoterapie, tedy po léCbé doxorubicinem a taxany, je proménné a u pacientu

s CIPN vyraznéji nez u pacientt bez CIPN.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA kyselina arachidonova

ACP Acyl Carrier Protein, protein nesouci acyl

ADP adenosindifosfat

ALA kyselina a-linolenova

ATP adenosintrifosfat

C uhlik

CA carbohydrate antigen

CDH1 Cadherine 1

CEA karcinoembryonalni antigen

CIPN Chemotherapy Induced Peripheral Neuropathy, chemoterapii
indukovana periferni neuropatie

cm centimetr

CoA koenzym A

CT Computed Tomography, vypoc€etni tomografie

DCIS Ductal Carcinoma In Situ, duktalni in situ karcinom

DHA kyseliny dokosahexaenova

DNA kyseliny deoxyribonukleova

DRIs Dietary Reference Intakes, referen¢ni pfijem z potravy

EFA Essential Fatty Acid, esencialni mastna kyselina

EPA kyselina eikosapentaenova

FAD flavinadenindinukleotid
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FID Flame lonization Detector, plamenovy ionizaCni detektor

g gram

GC Gas Chromatography, plynova chromatografie

GDP guanosindifosfat

GLA kyselina y-linolenova

GTP guanosintrifosfat

HIV Human Immunodeficiency Virus, Virus lidské imunitni nedostatecnosti

HPLC High Performance Liquid Chromatography, Vysokoucinna kapalinova
chromatografie

IDC Invasive Ductal Carcinoma, invazivni duktalni karcinom

ILC Invasive Lobular Carcinoma, invazivni lobularni karcinom

IS Interni standard

K2COs3 uhliCitan draselny

kJ kilo joul

kPa kilo pascal

LA kyselina linolova

LCIS Lobular Carcinoma In Situ, lobularni in situ karcinom

MAPs Microtubule Associated Proteins, proteiny asociované s mikrotubuly

miR mikroRNA

mi mililitr

ml/min | mililitr za minutu

mM milimol
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NAD

nikotinamidadenindinukleotid

NADPH | Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NCEP National Cholesterol Educational Program, narodni vzdélavaci program
o cholesterolu

NIH National Institute of Health, narodni institut zdravi

ot./min. | ota€ky za minutu

p53 protein 53

PLOT Porous Layer Open Tubular, kolona s vnitfni sténou pokrytou chemicky
navazanym sorbentem

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog

PUFA Polyunsaturated Fatty Acid, polynenasycena mastna kyselina

SCoT Support Coated Open Tubular, kolona s vnitfni st€nou pokrytou nosi¢em
stacionarni faze

STK11 Serine/Threonin Kinase 11

Tzv. tak zvany

WeoT Wall Coated Open Tubular, kolona s vnitfni sténou pokrytou vrstvou
stacionarni faze

a alfa

B beta

Y gama

A-5 pomér Kyseliny arachidonové a dihomo-y-linolenové

A-9 pomér kyseliny olejové a stearova

w omega
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G2-M pfechod premitotické faze na mitotickou

(OMUFA (total) Monounsaturated Fatty Acid, (total) mononenasycena mastna
kyselina

(H)SFA (total) Saturated Fatty Acid, (total) nasycena mastna kyselina

°C stupen Celsia

i mikrolitr
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