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2. UVOD

Caj je osvézujicim a po vodé druhym nejuzivangj$im napojem na zemi. Jeho
kolébkou je Cina, kde je péstovan jiz nejméné 2500 let. (Preedy 2013;
Wachendorf 2007) Kultura ¢aje je rozsifena po celém svéte, zeleny ¢aj se vyrabi ve vice
nez dvaceti zemich v tropickych, subtropickych a mirnych pasech svéta. (Preedy 2013)
Ptispivéa k celkovému dennimu pfijmu tekutin a také antioxidac¢nich a mineralnich latek.
(Cabrera et al. 2006) Velka pozornost je zaméfena na mozné piiznivé G¢inky zeleného
Caje. A pravé jeho ucinky jsou neustale zkoumany. (Yang et al. 2000) Jednou
pozitivnich vlivi na zdravi lidi, mimo jiné jsou vybornymi antioxidanty.
(Hara 2001; Velisek (2) 1999) Katechiny jsou vsak také schopné ovliviiovat expresi
a aktivitu riznych enzymi, coz mlze mit jak pozitivni, tak 1 negativni G¢inek na lidsky
organismus. Tato diplomova prace hodnoti zmény aktivit vybranych biotransformacnich
enzymu u normalnich a obéznich skupin mysi po podavani vytazki ze zeleného caje,
konkrétné polyfenonu. Polyfenon byl pfidavan ve dvou koncentracich (0,1 a 0,01 %)

3 dny ¢i 28 dni mysim do krmiva.



3. TEORETICKA CAST

3.1 ZELENY CAJ

Matefskou rostlinou zeleného ¢aje je cajovnik ¢insky (L.) O. Kuntze (Camellia
sinensis) z ¢eledi ¢ajovnikovité (Theaceae). Cajovnik je stalezeleny strom nebo kef
s biloZlutymi kvéty. V dne$ni dobé se péstuje nejdastdji v oblastech Ciny, Japonska,
Indie, Indonésie, Sri Lanky nebo Keni. (Preedy 2013; Spilkova a Siatka 2006) Idealnimi
podminkami pro péstovani ¢ajovnikl jsou dostatek svétla a teplota mezi 18 a 28 °C.
(Wachendorf 2007) Nejvétsim producentem zeleného &aje je Cina, ktera odpovida
za ptiblizné 73 % celkové svétové produkce ¢aje. Druhou zemi s nejvétsi produkci caje
je Japonsko prispivajici patnacti procenty k celkové produkci na svéte.

Caj lze rozdélit do tii typl, v zavislosti na stupni oxidace existuje aj zeleny
(neoxidovany), oolong (&asteéné oxidovany) a erny &aj, ktery je oxidovany. Céstednd
oxidovany oolong ¢aj piredstavuje pfechodny typ mezi zelenym a cerny cCajem.
(Velayutham et al. 2009) Ro¢né je vyrobeno a spotiebovano okolo tiéi miliard kilogrami
¢aje. (Yang et al. 2000) Existuji dvé odridy ¢ajovniku, Camellia sinensis var. assamica
S vétSimi a SirSimi listy a Camellia sinensis var. sinensis S listy malymi a tzkymi.
Pro ptipravu zeleného ¢aje se nejcastéji uzivaji listy malé, protoze maji sladsi chut’,
odriida assamica obsahuje vys$S§i mnozstvi polyfenolt, které zplisobuji hotkou chut’.
(Cabrera et al. 2006; Preedy 2013; Spilkova a Siatka 2006) Z odrudy assamica se také

rrrrr

Casto kiizi, diky ¢emuz vznikaji rizné druhy ¢ajt s odlisnym slozenim. (Teufl 2000)

3.1.1 VYROBA ZELENEHO CAJE

Pti sklizni zelen¢ho Caje se sbiraji pouze vrcholoveé vétvicky s pupenem a jednim
az tfemi listy. (Spilkova a Siatka 2006; Watson a Preedy 2008) Sklizen probiha bud’
ru¢nim sbérem ¢i mechanicky strojové. (Preedy 2013) V listech je okamzité po sklizni
nutno inaktivovat enzymy pasobenim horké pary ¢i vzduchu po dobu 10 — 15 minut
za teploty lisici se od 100 °C az po 330 °C. Pravé tento proces deaktivuje enzymy
a zachova v zeleném ¢aji polyfenoly vcetné katechintl i chlorofyl, diky kterému zistava

barva listt ¢aje zelena. (Preedy 2013; Spilkova a Siatka 2006; Watson a Preedy 2008)



Deaktivace enzymu také zabrani oxidaci a fermentaci zeleného caje. (Preedy 2013)
Pravé oxidace je rozdilem mezi zelenym a ¢ernym ¢ajem, po oxidaci se z ¢aje zeleného
obsah polyfenolii s antioxida¢ni aktivitou a sytéjsi barvu nez plsobeni suchého
vzduchu. (Preedy 2013) Nasledné se listy roluji. Rolovani je zpasob upravy ¢ajovych
listl pro pozd€jsi snadné uvolnéni obsahovych latek z ¢aje. (Teufl 2000) Na zavér
se Cajové listy tvaruji a susi. (Preedy 2013) Vysusit se listy musi opravdu dosucha,
aby kvili castecné vlhkosti nedochéazelo k pozdé€jsi fermentaci Caje ¢i jeho plesnivéni.
listy), zlomkovy (rozlamané listy), drt" (Casti strojem zpracovanych listl) a prach

(nejjemnéjsi Casti ¢aje propadlé jemnym sitem). (Wachendorf 2007)

3.1.2 PRIPRAVA ZELENEHO CAJE

Aby byly vyuzity vS§echny pozitivni G€inky zeleného ¢aje, musi se umét spravné
pripravit. Na rozdil od ¢erného caje se latky v zeleném c¢aji pfi louhovani snadnéji
a rychleji uvolni. Pravé proto by se zeleny ¢aj mél louhovat kratsi dobu a pti nizSich
teplotach. Idealni teploty se pohybuji od 60 do 90 °C, dle druhu zeleného ¢aje. Idealni
doba louhovani je 2 az 3 minuty. Klasickym zpiisobem piipravy je piiprava pomoci
dvou konvi¢ek. Do prvni keramické konvice nasypeme zeleny ¢aj a prelijeme ho vodou.

Po spravném case louhovani se C€aj prelije pres filtr do konvice druhé, napiiklad
porcelanové. (Teufl 2000; Wachendorf 2007)

3.2 PRIPRAVKY ZE ZELENEHO CAJE

Diky mnoha pozitivnim 0€inkim zeleného c¢aje se jeho vytazky ptidavaji
do rozlicnych vyrobkl a piipravkl. Patii mezi n€ napiiklad zubni pasty a ustni vody,
které chrani pied zapachem z st i zubnim kazem a diky fluoru posiluji zubni sklovinu.

Také kosmetické ptipravky mohou obsahovat extrakty ze zelen¢ho Caje, existuji
napiiklad mydla, Sampony, pletové krémy, vody, Cistici roztoky a gely a také opalovaci
krémy 1 dekorativni kosmetika. Vytazky ze zelené¢ho ¢aje se do kosmetickych vyrobkl
komponenta. Jsou také vyvijeny piipravky, které obsahuji polyfenoly jako aktivni

slozku pro podporu regenerace kiize a pro Ié¢eni nékterych epitelialnich problémt, jako
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jsou naptiklad aftézni viedy, lupénka, rosacea, nebo keratdézy. Protoze penetrace
polyfenolt ptes kuzi je slabd, je nutné vytvofit lokalni pfipravky na bazi organického
rozpoustédla nebo piipravky na bazi tuku, které mohou zlepsit pronikani polyfenolt
ktzi a které budou mit za nasledek efektivnéjsi fotoochranu kuze. Vyviji se také
deodoracni ptipravky, pirevazné na nohy, protoze vytazky ze zeleného Caje ucinné nici
bakterie, které zptisobuji zapach. (Lekh 2013; Liibeck 2007)

Také existuji potravni dopliky obsahujici extrakt ze zelen¢ho ¢aje. (Liibeck 2007)
VétsSina téchto pripravkil obsahuje praskovy extrakt polyfenoli ve formé tablet
nebo kapsli. Existuji také potravni dopliiky obsahujici kombinaci katechint s kofeinem,

které se prodavaji jako tzv. ,,spalovace tuka®. (Lekh 2013)
3.2 OBSAHOVE SLOZENI ZELENEHO CAJE

3.21 FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou ptirodni rostlinné latky typu fenold. (Velisek (3) 1999) Vyskytuji
se V cytosolu nebo vakuoldch rostlinnych bunék. (Preedy 2013) V rostlinné iSi maji
klicovou roli v signalizaci mezi rostlinami a mikroby, jako antimikrobidlni a UV
ochrana a také jako ochrana proti spaseni zvitaty. (Winkel-Shirely 2001) Jejich
molekulu tvoii dva benzenové kruhy propojené fetézcem tiech uhlikd, které jsou
vétsinou soucasti pyranového kruhu. Zakladni strukturu flavonoida tvoii 2H-chromen
(Obrazek 1), ktery je v poloze 2 substituovany fenylovou skupinou. Tato struktura
Se nazyva flavan (Obrazek 2). Z této struktury jsou odvozeny zakladni typy flavonoidu,
lisi se rozdilnou substituci hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami na pyranovém

kruhu. (Velisek (3) 1999)

X 0

O

Obrazek 1: Struktura 2H- chromenu Obrazek 2: Struktura flavanu
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Mezi zékladni skupiny flavonoidii fadime: katechiny, leukoanthokyanidiny,
flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny. (Velisek (3) 1999)
Flavanoly se nékdy nazyvaji pravé katechiny. Jsou hlavnimi slozkami pfitomnymi
Vv zeleném caji. Vyskytuji se v podobé B-glykosidi napojenych na sacharidovou slozku,
kterou byva nejcastéji glukosa nebo rhamnosa ¢i arabinosa. (Preedy 2013; Slanina a
Taborska 2004)

3.2.1.1 TRISLOVINY

V zeleném c¢aji nalezneme také tiisloviny. Jsou to fenolové polymerni slouceniny,
takzvané polyfenoly, které jsou schopny reagovat s lidskymi slinami v duting Gstni, diky
¢emuz vnimame jejich chut’ jako trpkou ¢i sviravou. Polymery latek se strukturou
hydroxy-3-flavanu se nazyvaji tfisloviny kondenzované. Polymerni latky esterd
kyseliny gallové (Obrazek 3) jsou tfisloviny hydrolyzovatelné. Sacharidovou slozkou
esteri kyseliny gallové byva nejCastéji D-glukosa. Slouceniny hydrolyzovatelnych
a kondenzovanych tfislovin se nazyvaji tfisloviny komplexni. (Velisek (2) 1999) Maji
protizanétlivy a zklidiujici Gi¢inek a piisobi proti nachlazeni. Cim déle &aj louhujeme,
tim ziskava trpéi chut, kterou zptsobuji pravé ttisloviny. (Wachendorf 2007) Pokud
bychom do ¢aje pfidali mléko, diky interakci tfislovin s proteiny mléka trpka chut’

zmizi. (Veligek (2) 1999)

Obrazek 3: Struktura kyseliny gallové

Pokud nechdme reagovat hydrolyzovatelné tiisloviny s kyselinou, zasadou
¢ esterdzou, hydrolytickou reakci vznikne kyselina gallova nebo kyselina
hexahydroxybifenylova (Obrazek 4) a D-glukosa. Pravé hexahydroxybifenylova

kyselina se v kyselém prostiedi samovolné méni na kyselinu ellagovou (Obrazek 5)
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a vznikaji produkty ellagotanniny. Hydrolytickou pfeménou kyseliny gallové vznikaji

galotanniny. (Velisek (2) 1999)

O‘v
\_
HOOC HO  OH / O\ /OH
=t *‘\{\ = o \ 7/ \ -
H—~ >~ Y—om—» T TN\ 7/ \_/
Y {  N=/ =
£ N HO 0
HO  OH COOH \
8]
Obrdzek 4: Struktura kyseliny Obrazek 5. Struktura kyseliny ellagové

hexahydroxybifenylove

Kondenzované tfisloviny neboli jinak nazyvané proanthokyanidiny jsou polymery
flavonoidd. Mezi n¢ patii také katechiny zelené¢ho caje. Jejich trpka chut’ se v nalevu

zeleného ¢aje kompenzuje reakci s bilkovinami v ¢aji. (Velisek (2) 1999)

3.2.1.2 KATECHINY

Zeleny c¢aj obsahuje rtizné druhy katechint, které jsou zastoupeny az v 30 %
suSiny. Mezi volné katechiny patii katechin, gallokatechin, epikatechin (EC),
epigallokatechin (EGC). Tyto katechiny maji mirn¢ trpkou chut. Dalsi skupinou jsou
esterifikované katechiny, mezi které patfi epikatechin galat (ECG), epigalokatechin
galat (EGCG) ¢i gallokatechin galat (Obrazek 6). Esterifikované katechiny maji velmi
hotkou a trpkou chut. Pravé katechiny jsou povaZovany za latky s nejvysSim
antioxida¢nim pusobenim v zeleném ¢aji. (Hara 2001; Spilkova a Siatka 2006)
Katechiny tvoii v zeleném ¢aji 80 az 90 % vSech flavonoidu. (Velayutham et al. 2009)
Nejvétsi mnozstvi zaujima EGCG, az 50 — 60 % z celkového poctu katechinll v zeleném
¢aji. (Preedy 2013) Pravé EGCG je také pfisuzovan nejvétsi ucinek ze vSech katechinti
v zeleném ¢aji. (Teufl 2000) Cajovy nalev o objemu 150 ml piipraveny ze sacku
0 hmotnosti 2 g obsahuje v priméru 80 mg extrahovanych katechind. (Hara 2001)
Katechiny jsou obsazeny kromé cCaje také naptiklad v ovoci, zelenin€ ¢i cokolade

nebo bylinnych ¢ajich. (Slanina a Taborska 2004; Teufl 2000)
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Obrazek 6: Struktury vybranych katechinii

Z dalSich flavonoidnich latek obsahuje zeleny ¢aj také fenolické kyseliny, z nich je
zastoupena naptiklad kyselina kdvova ¢i chlorogenova, z flavonoli jsou zastoupeny

napiiklad kvercetin, myricetin nebo kempferol. (Spilkova a Siatka 2006)

3.2.2 PURINOVE ALKALOIDY

Mezi dalsi obsahové latky v listech zeleného Caje 1ze zatadit purinové alkaloidy,
latky odvozené od xanthinu (Obrazek 7), jako napiiklad kofein, chemickym nazvem
1,3,5-trimethylxanthin (Obrazek 8), ktery se v su$iné¢ nachazi ve dvou az Ctyfech
procentech. Prave kofein je odpovédny za povzbuzujici ucinky ¢aje. (Spilkova a Siatka
2006) Drive byl kofein v ¢aji ozna¢ovan nespravnym nazvem thein, ob¢ latky jsou ale
chemicky identické. Na rozdil od kavy, kofein uvolnény z ¢aje pusobi v organismu
pomaleji diky vazbé na tfisloviny. (Wachendorf 2007) Pravé proto neni absorbovan jiz
v zaludku (jak je tomu u kdvy), ale vazany na polyfenoly je absorbovan az ve stievech.
(Liibeck 2007) Stimuluje bdé€lost a sniZzuje pocit Gnavy. (Cabrera et al. 2006) Také

podporuje prokrveni organismu rozsifenim cév vcetné perifernich Casti téla, podporuje
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produkci zaludecnich §tav a spalovani kalorii. (Teufl 2000) Kromé povzbuzujicich
ucinkl na organismus ma kofein také mirné moc¢opudné ucinky.

V malém mnozstvi (mén¢ nez 0,2 %) se v zeleném ¢aji nachazeji také theobromin
a theofylin. (Preedy 2013; Spilkova a Siatka 2006; Velisek (3) 1999) Theofylin
(Obrazek 9) ma ionotropni a vazodilata¢ni ucinky a vétsi mocopudny ucinek nez kofein.
Také pusobi relaxaci dychacich cest ¢i uvoliuje kieCe svali. (Cabrera et al. 2006;
Wachendorf 2007)

0 CH
i ; HC )J\ J } " 0 )
Ty A TS
O%\N 7 J 0/kN /
H

M | N
H CH, |
xanthin kofein CHa
Obrdazek 7: Struktura Obrazek 8: Struktura kofeinu Obrazek 9: Struktura
xanthinu theofylinu

3.2.3 AMINOKYSELINY

V zeleném Caji dale nalezneme aminokyseliny, obsahuji 1 — 4 % suSiny. DlleZitou
aminokyselinou je theanin (Obrazek 10), aminokyselina N-ethylglutamin, analog
Kyseliny glutamové, ktery pfispiva k relaxaénim G¢inkim zeleného ¢aje. (Preedy 2013;
Velisek (1) 1999) Theanin tvofi vice neZ polovinu z celkového mnozstvi aminokyselin

Vv zeleném ¢aji. (Hara 2001)

NH H

HOMN\/

o) 0]

Obrazek 10: Struktura theaninu
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3.24 DALSI LATKY OBSAZENE V ZELENEM CAJI

V zeleném Caji jsou také zastoupeny bilkoviny (15 - 20 % suSiny), sacharidy jako
naptiklad celulosa, pektiny, glukosa, fruktosa nebo sacharosa (5 — 7 % susiny), lipidy
(linolové a linolenové kyseliny) nebo steroly. Obsahuje také pigmenty, jako jsou
karotenoidy a chlorofyl, t€kavé slouceniny a az 150 rozliénych aromatickych latek, jako
naptiklad nékteré alkoholy, estery, laktony ¢i uhlovodiky a také vitaminy skupiny B
¢i vitaminy C a E. (Cabrera et al. 2006; Preedy 2013; Teufl 2000)

Dalsimi dulezitymi slozkami zelené¢ho Caje jsou mineralni latky a stopové prvky,
které se vyskytuji az v péti procentech susiny. Ze stopovych prvki jsou zastoupeny
napiiklad vapnik, hot¢ik, chrom, mangan, Zelezo, méd’, zinek, molybden, selen, sodik,
fosfor, kobalt, nikl, draslik, hlinik a fluor. (Cabrera et al. 2006)

Obsahové slozeni zeleného €aje a jeho kvalita také velmi zavisi na podminkach
ristu a zivotnim prostfedi dané rostliny i na faktorech jako je péstovani, sklizen,
skladovani, zpracovani ¢aje a jeho ptiprava. Pravé tyto faktory ovlivni jak chemické
slozeni napoje, tak jeho vlastnosti, jako je naptiklad chut ¢i aroma. (Preedy 2013)
Také staii listd ma vliv na mnozstvi obsahovych latek v &aji. ,,Cim jsou ¢ajové listky
star$i, tim méné téchto latek maji.” (Teufl 2000)

Pti zpracovani zeleného Caje se mnozstvi mnohych obsahovych latek snizuje.
Polyfenolové katechiny se v nejvétsim mnozstvi vyskytuji pravé v Cerstvych listech.
Bé&hem procesu zpracovani zeleného €aje se jejich obsah snizuje a vysledny produkt
obsahuje az o 15 % katechinli mén¢. Zpracovani vSak deaktivuje enzymy podilejici se
na rozkladu katechinti, takze ve vysledném produktu se katechiny jiz odbouravaji
pomaleji. Naopak kofein je méné citlivy na vysoké teploty a jeho hladiny se v prubéhu
zpracovani ¢aje nesniZzuji. Nekteré proteiny mohou byt pifi vyrobé ¢aje hydrolyzovany
vysokymi teplotami az na aminokyseliny. Béhem zpracovani se tim také mlZe zvySovat
mnozstvi theaninu. Mnozstvi chlorofylu mizZe byt diky vysokym teplotdim, zméné& pH
a hydrolyze snizeno v kone¢né podobé ¢aje az na polovinu. Také nésledné skladovani
zeleného Caje a reakce s okolni vlhkosti, svétlem a teplotou mohou sniZit mnoZstvi
obsahovych latek v ¢aji. Pro zvySeni trvanlivosti je nutné ¢aj skladovat v uzavienych

obalech v chladu a temnu. (Preedy 2013)
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3.3 OSUD POLYFENOLU V LIDSKEM ORGANISMU

Polyfenoly jsou ptirodni fenolové slouceniny. Béznymi polyfenoly jsou napiiklad
flavonoidy, fenolové kyseliny a lignany. Tyto latky ¢asto pfijimame ve strave, jsou
obsazeny v nékterych bézné uzivanych potravinach, jako jsou napiiklad brambory
(chlorogenova kyselina), raj¢ata (fenolové kyseliny), hotka cokoldda, c¢ervené vino
¢1 jablka (proantokyanidiny), nebo pravé ¢aj (katechiny). Pii piti ¢aje se polyfenoly
vstfebavaji Castecné jiz z dutiny ustni, nejvice vSak ztenkého stfeva difuzi
ptes kartdovy lem ¢i enzymatickou pfeménou a nasledné z tlustého stfeva metabolizaci
sttevnimi bakteriemi. Ve tkanich mohou byt polyfenoly metabolizovany pomoci
glukuronidace, sulfatace, konjugace s glycinem, metylaci katechol-O-methyltranferasou
(COMT) ¢i vzajemnou kombinaci téchto metabolickych cest, diky ¢emuz v organismu
dochazi k tvorbé mnoha ruznych metaboliti. (Slanina a Taborska 2004) Pravé volné
katechiny, jako naptiklad EGC ¢i EC mohou byt snadno konjugované na glukuronidy
¢i sulfaty. (Yang et al. 2000) Tyto metabolity ve formé konjugati jsou z organismu
vylouceny nejcastéji moc¢i ¢i zluci. (Slanina a Taborska 2004) Stejné tak katechiny
podléhaji metylaci COMT, pii které vznikaji mono a dimetylované metabolity
(Obrazek 11). (Lekh 2013) Pifi porovnani eliminaé¢niho polocasu (T 2) nékterych
katechind bylo zjisténo, ze EGCG ma delsi T 2 nez naptiklad EGC nebo EC. Pravé
EGC a EC se vyluéuji moc¢i, EGCG nikoli. (Yang et al. 2000) Celkova biologicka

dostupnost polyfenoli u ¢lovéka je ovSsem relativné nizka. (Lekh 2013)
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Obrazek 11: Metylace EGC a EGCG enzymem COMT a vysledné metabolity
(Lekh 2013)
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3.4 POZITIVNI UCINKY ZELENEHO CAJE

Polyfenoly v zeleném ¢aji maji kromé antioxida¢niho pisobeni také
protizanétlivy,  protirakovinny, antimutagenni, antialergicky, antimikrobialni,
anthelminticky ucinek, snizuji cholesterol a pasobi pozitivné pti srdecnich chorobach
a diabetu (maji hypoglykemicky ucinek). Také pisobi proti prajmiam. (Preedy 2013)
Nekteré studie také naznacuji, ze zeleny ¢aj by mohl mit prospesny vliv na zvySeni
kognitivnich funkci, density kosti, jako ochrana pifed zubnim kazem a parodontézou
¢i ledvinovymi kameny. (Cabrera et al. 2006) Pravé vliv na zvysSeni density kosti
a hustoty kostniho minerdlu mize byt zpisoben nejen polyfenoly, ale také dal§imi
slozkami zeleného Caje, jako je fluor nebo fytoestrogeny. (Yang et al. 2000)

Zeleny c¢aj je také schopen upravovat stfevni mikrofloru a posilit riist prospeSnych
stfevnich bakterii, jako jsou Lactobacillus nebo Bifidobacterium. (Hara 2001) Pozitivni
vliv by mohl mit i pfi 1é¢bé dny, protoze pusobi zasadité na organismus a mize
pozitivné ovliviiovat hladiny kyseliny mocové v krvi. Pravé zasadotvornost katechinii
v Caji poméaha naptiklad i1 pifi paleni Zahy, jelikoz dokéze neutralizovat nadmérné
vylucovani zaludeénich kyselin. (Teufl 2000) Za zminku stoji i dlouhodobé studie, které
prokazuji snizeni radioaktivni zatéze diky polyfenoltiim, které jsou schopny na sebe
V organismu vazat radioaktivni izotop stroncium 90. Organismus je schopen slou¢eninu
polyfenolu s izotopem vyloucit a snizit tak poSkozeni z ozafeni az o jednu tfetinu.
(Ltubeck 2007)

Tradi¢ni ¢inska medicina zeleny ¢aj doporucuje pii bolestech hlavy a celého téla,
na tradveni, deprese, na detoxikaci organismu a jako latku prodluzujici Zzivot.
(Cabrera et al. 2006) Jiz staii Ciané uzivali zeleny &aj nejen pfi Unavé, poruchach
zraku a soustfedéni, ale také jako 1ék pii nemocech mocového méchyie nebo
revmatismu. (Wachendorf 2007) VSechny vySe uvedené ti¢inky zeleného Caje ptispély
K jeho vyuziti pfi pfipravé nejrizngjSich potravin, farmaceutickych piipravki, zubnich

past a kosmetiky. (Cabrera et al. 2006)

3.4.1 ANTIOXIDACNI AKTIVITA ZELENEHO CAJE

V rostlinnych a ZivociSnych organismech probihaji pfi fotosyntéze a v dychacim
fetézci procesy, pii kterych vznikaji jako vedlejsi produkty nezadouci latky, naptiklad

volné radikaly, kovalentni slouceniny ¢i reaktivni formy kysliku. Tyto latky jsou poté
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zodpovédné za oxidaci lipidi, proteini, DNA a dalSich molekul v organismu. Vznik
kyslikovych radikalt znazoriiuje Obrazek 12. (Velisek (1) 1999)

e
HO . = HO
hydroxylovy radikal = hydroxylovy anion

+
- HO» l “ H
-12 O,
H’_)O: S aan HQO
peroxid vodiku voda
2H ]l -4H -4¢€ ﬂ H,0
2¢
0 e 0,
anion peroxidu vodiku tripletovy kyslik
e M / e “ energie
0,° '0,

anion superoxidového radikalu singletovy kyslik

Obrazek 12: Metabolismus kysliku a vznik kyslikovych radikali (Velisek (1) 1999)

Antioxidanty jsou latky, které chrani buniky pfed volnymi kyslikovymi radikaly.
Jejich nadmérné mnozstvi v organismu vede k oxidaénimu stresu a poskozeni bunék.
(Crespy a Williamson 2004) Nasledkem oxida¢niho stresu muze dojit k rychlejsimu
starnuti organismu, oslabeni imunitniho systému ¢i ke zhorSeni pleti. (Liibeck 2007)

Flavonoidy jsou latky s velkym antioxidacnim ucinkem. Jejich Ucinek je silnéjsi
nez n€které vitaminy, napiiklad C a E. Katechiny jsou vybornymi antioxidanty diky
vysokému poctu hydroxylovych skupin v molekule. (Cabrera et al. 2006;
Prochazkova et al. 2011) Jejich schopnost vychytavat volné radikaly klesa v potadi
ECG > EGCG > EGC > EC > katechin. (Zaveri 2006) Zhaseni volnych radikalti probiha
nékolika mechanismy. Flavonoidy mohou pfimo vyhledavat reaktivni formy kysliku
(ROS), aktivné se podileji na chelataci kovl (jako naptiklad Zeleza ¢i mé&di), pomahaji

inhibovat  oxida¢ni  enzymy, jako jsou lipoxygenasy, cyklooxygenasy
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¢i  xanthin oxidasy, podporuji aktivaci antioxidacnich enzymt, napiiklad
glutathion-S-oxidasy nebo superoxid dismutasy, zvySuji antioxidacni aktivitu
nizkomolekularnich antioxidantd ¢i1 zmirfiuji oxidacni stres zplisobeny oxidem
dusnatym. (Cabrera et al. 2006; Prochazkova et al. 2011) N¢které studie tvrdi, Ze zeleny
¢aj mé vyssi antioxidacni aktivitu proti peroxylovym radikalim nez nékterd zelenina,
napiiklad Cesnek, kapusta nebo Spenat. Zeleny ¢aj ma také vyssi antioxidacni kapacitu
nez Caj ¢erny. (Cabrera et al. 2006)

Flavonoidy mohou s volnymi radikaly reagovat prostfednictvim dvou hlavnich
mechanismt. Prvnim je reakce pfenosu atomu vodiku, druhou je pienos elektronu
Vv reakci.

1. PhOH + R*— RH + PhO

2. PhOH + R — PhOH"* + R- — RH + PhO"
(Preedy 2013)

Jelikoz katechiny jsou v organismu rychle a rozsahle metabolizovany, je otazkou,
zdali je v zivém organismu antioxidacni kapacita podobna jako v in vitro méfenych
studiich. Jiné studie naznacuji, Ze po poZiti mirného mnozstvi zelen¢ho caje

(1 az 6 salkt denné) se zvySuje antioxidaéni potencial krve. (Cabrera et al. 2006)

3.4.2 ANTIMUTAGENNI A ANTIKANCEROGENNI AKTIVITA ZELENEHO
CAJE

Rakovinu lze definovat jako abnormalni ¢i nekontrolovatelnou proliferaci bunék.
(Lekh 2013) Na zaklad¢ Cetnych epidemiologickych studii, v€etné studii na zvifatech
a bunéénych kulturach, je zeleny ¢aj uzivan pro svij preventivni antikancerogenni
ucinek. Mize pisobit proti nddorovému bujeni na kizi, v plicich, dutin€ ustni, jicnu,
zaludku, jatrech, ledvinach a dalSich organech. Kromé inhibice kancerogeneze je zeleny
¢aj také schopen zvySovat apoptozu a sniZovat proliferaci nadorovych bunék.
(Cabrera et al. 2006) Protoze se katechiny v tenkém stievé zcela neabsorbuji, jsou
ve stfevni lumen pfitomny ve vysoké koncentraci a mohou tak ovlivnit apoptozu
a proliferaci nadort v tenkém a tlustém streve. (Crespy a Williamson 2004) Studie také
ukazuji, Ze inhibi¢ni aktivita proti nddoriim je u¢inna pii podavani ¢aje béhem zahéjeni,

rozsifeni 1 progrese rakovinného bujeni. (Yang et al. 2000) Zejména EGCG ma4 slibny

20



protirakovinny  potencial diky svym  antioxida¢nim, chemoprotektivnim
a antimutagennim vlastnostem. (Cabrera et al. 2006) Bylo prokazano, ze EGCG ma také
antiangiogenni ucinky, dokaze potlait rast nadoru sniZzenim tvorby novych cév.
(Zaveri 2006) Dle nékterych studii maji katechiny také vyznamny potencial v léCeni
rakoviny prsu a prostaty. (Cabrera et al. 2006) Jednim z moznych mechanismi
protirakovinnych ucinki polyfenold je také inaktivace nékterych virQ, které zptsobuji

rakovinu. (Hara 2001)

3.4.3 UCINEK ZELENEHO CAJE NA KARDIOVASKULARNI SYSTEM

Kardiovaskularni onemocnéni je definovano jako skupina chorob, které zahrnuji
dysfunkci srdce a krevniho fecisté. Mezi tyto nemoci patii naptiklad vysoky krevni tlak,
ateroskleréza, infarkt myokardu, cévni mozkova ptihoda, méstnavé srdecni selhéni
¢i ischemicka choroba srde¢ni. (Lekh 2013) Kardiovaskularni nemoci patii mezi
nejcastéjsi priciny umrti u Zen i muza v zapadnich zemich. (Crespy a Williamson 2004)
Hlavnimi rizikovymi faktory jsou nezdrava strava, nedostatek fyzické aktivity a také
nadmérné uzivani alkoholu a tabaku. (Lekh 2013)

Tradi¢ni ¢inskd medicina jiz dlouhou dobu véfi, Ze zeleny ¢aj ma hypotenzivni
ucinky. Jiz 1 nékteré epidemiologické studie prokézaly, ze piti zeleného Caje mirné
snizuje krevni tlak a riziko kardiovaskularnich chorob prostfednictvim EC a EGCG,
které maji diky svym antioxidaénim vlastnostem vliv na inhibici oxidace
LDL cholesterolu. Pravé LDL cholesterol je spojovan se zvySenym rizikem
aterosklerozy a srde¢nich onemocnéni. (Cabrera et al. 2006) Katechiny také inhibuji
klicové enzymy zapojené do biosyntézy lipidd a snizuji intestindlni absorpci lipidi.
(Velayutham et al. 2009) EC a EGCG také piispivaji ke snizeni uvoliovani triglyceridi
a cholesterolu z micel a jeho naslednou absorpci. (Crespy a Williamson 2004;
Hara 2001) Polyfenoly v zeleném ¢aji také mohou zvySovat hladiny HDL cholesterolu,
ktery snizuje rozvoj aterosklerdzy. Zvysend koncentrace katechinti v plazmé také diky
dilataci cév zlepSuje prutok krve. (Cabrera et al. 2006; Teufl 2000) Dalsi moznosti, jak
polyfenoly v zeleném c¢aji mohou snizovat krevni tlak je mirna inhibice ACE

(angiotenzin konvertujiciho enzymu). (Hara 2001)
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3.44 UCINKY ZELENEHO CAJE V DUTINE USTNI

Spotieba zelené¢ho Caje snizuje tvorbu zubniho kazu a vznik parodont6zy. Odvary
ze zeleného ¢aje inhibuji enzym amylasu v lidskych slinach a tim sniZuji uvoliovani
maltosy Vv dutiné Gstni az o 70 %. Tento mechanismus chrani zuby ptfed zubnim kazem
Z potravin, které obsahuji Skroby (jako jsou susenky, kolace a podobn¢). Zeleny ¢aj je
také ptirozenym zdrojem fluoridli, obsahuje jich 300 az 2000 ppm jednotek. Fluoridy
ze zeleného Caje vykazuji vysokou vazebnou schopnost k tkanim dutiny ustni a piti ¢aje
je tak zdrojem fluoridli, které maji pfiznivy vliv na posileni zubni skloviny a snizeni
tvorby zubniho kazu, prevenci parodontdzy ¢i rakoviny dutiny ustni. Kromé fluoridia
jsou latky v zeleném ¢aji diky svému antimikrobidlnimu uc¢inku schopny inhibovat rast
nezadoucich ustnich bakterii, jako je napfiklad Streptococcus salivarius, Streptococcus
mutans nebo Escherichia coli. Tyto bakterie, a pfedev§im S. mutans, produkuji kyseliny
a vytvareji plak na zubni skloving. (Cabrera et al. 2006; Hara 2001) Stejné tak je zeleny
¢aj schopen hubit bakterie zptuisobujici halitosis, zapach z dutiny astni. Proto je vhodné
si zejména po jidle vyplachovat usta zelenym cajem, ktery je povaZzovan za velmi

prosp&$ny pro hygienu tstni dutiny. (Liibeck 2007; Teufl 2000)

3.45 OCHRANA PRED SLUNECNIM UV ZARENIM

Ztencovani ozonové vrstvy, rist primérné délky zivota a ménici se stravovaci
navyky a zivotni styl jsou piispivajicimi faktory, které zvysuji riziko koznich malignit.
(Lekh 2013) Polyfenoly v zeleném ¢aji maji fotoprotektivni Gcinek, pusobi proti
zanétlivym reakcim, imunosupresi a oxida¢nimu stresu z ultrafialového zafeni (UV).
Opakovana ¢i dlouhodoba expozice UV zdfenim mize vést k vyvoji koznich
onemocnéni. Polyfenoly tak mohou chranit pfed nékterymi koznimi onemocnénimi,
které jsou vyvolané UV zafenim, jako napiiklad melanomy, nemelanomové rakoviny
kize ¢i pouhé starnuti ktize z nadmérného ozareni. (Cabrera et al. 2006) Vyzkumy také
ukazuji, Ze =zeleny C¢aj ma pozitivni UCinky pfi mirnéni spalenin od slunce

a regeneraci i zklidnéni pokozkKy i pfi topickém pouziti. (Teufl 2000)

3.4.6 ZELENY CAJ A OBEZITA

Obezita je definovana jako fyzicky stav, pii kterém ma jedinec body mass index

vvvvv
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vypo¢tem hmotnosti v kilogramech délené vyskou v metrech na druhou.
(King 1996 — 2013) Prameni z vyssiho pfijmu kalorii, nez je tfeba pro fungovani
organismu. (Hara 2001) Kombinace podminek, jako je obezita, hypertenze, inzulinova
resistence a zvySeny cholesterol muze vést aZz k metabolickému syndromu
a kardiovaskularnim chorobam. Mezi primarni determinanty metabolického syndromu
Jsou fazeny pravé visceralni forma obezity a inzulinova resistence. (Nagao et al. 2007)
V poslednich letech ve svété prudce nartstd poCet obéznich pacientli. Obezita se tak
stava celosvétovym problémem. (Cabrera et al. 2006) Z nedavnych studii vyplyva,
ze tukova tkan neni pouze skladem energie, ale je aktivnim endokrinnim organem.
(Lin et al. 2005)

Studie prokazuji, ze ¢ajové extrakty obsahujici 25 % katechini mohou inhibovat
gastrické lipazy a v mensi mife také lipazy slinivky bfis$ni a timto mechanismem mohou
snizovat lipolyzu. Zeleny ¢aj mize mit také termogenni ucinky, které jsou vyvolany
synergickym pusobenim kofeinu a katechint. (Cabrera et al. 2006) Nekteré studie
prokazuji sniZzeni mnozstvi télesného tuku a s nim také snizeni cholesterolu
a krevniho tlaku po uzivani vytazku ze zeleného Caje. (Nagao et al. 2007) Neslazeny
zeleny Caj neobsahuje zadné kalorie a proto miize byt vhodnym ndpojem napiiklad

pii redukénich dietach. (Wachendorf 2007)

3.4.7 ANTIDIABETICKY UCINEK ZELENEHO CAJE

Epidemiologické a laboratorni studie prokazuji, ze vytazky ze zeleného €aje maji
pozitivni vliv na glukézovou toleranci a citlivosti K inzulinu. (Cabrera et al. 2006)
Vyzkumy ukazuji, ze za tento UuCinek jsou zodpovédné katechiny spolecné
s polysacharidy, které se Vv zeleném c¢aji nachazeji. Mohou tak pfispét i k prevenci
diabetu. (Liibeck 2007) Nejucinngjsi latkou v zeleném caji je EGCG, kterd mlze zvysit
¢innost inzulinu a regulovat hladinu glukézy v krvi. (Cabrera et al. 2006)
U diabetickych pacientd je také dvakrat az Sestkrat vyssi pravdépodobnost patogeneze

cévnich onemocnéni, jako je ateroskler6za. Katechiny maji antitrombotické ucinky,

¢imz mohou napomahat prevenci u diabetikt. (Crespy a Williamson 2004)
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3.4.8 ANTIBAKTERIALNI A ANTIVIROVY UCINEK ZELENEHO CAJE

Katechiny v zeleném ¢aji maji antibakterialni a antivirovy ucinek. Inhibuji rist
a reprodukci mnohych bakterii, naptiklad druht Salmonella, Clostridium ¢i Bacillus.
(Cabrera et al. 2006) Vysoka citlivost bakterii na katechiny byla pozorovana také
napiiklad k druhtim Clostridium perfringens, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvialis,
Vibrio metchnikovii, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Plesiomonas shigelloides
¢i Aeromonas sobria. (Hara 2001) Také byly zjistény ucinky katechini proti infekci
Helicobacter pyroli. (Cabrera et al. 2006) Polyfenoly mohou pusobit také proti
alimentarnim patogennim bakteriim, které mohou zpisobit az smrtelné otravy.
(Hara 2001)

Jsou prokazany ucinky zeleného ¢aje proti pocate¢ni fazi viru chiipky, polyfenoly
snizuji infekénost chiipky typu A a B a také viru Herpes simplex. (Cabrera et al. 2006)
Vyzkumy japonského institutu Aichi také prokazaly, ze katechiny v zeleném caji
mohou inhibovat rozmnozovani viru HIV. (Liibeck 2007)

Katechiny maji také antifungalni G¢inky, piisobi proti Candida albicans a uZiti
zelené¢ho caje spole¢né s antimykotikem muze snizit nezadouci G¢inky antimykotik.
Jiz od starovéku byl zeleny c¢aj uzivan proti tyfu a jakémukoli typu prijmu.

(Cabrera et al. 2006; Hara 2001)

3.49 ZELENY CAJ A ALERGIE

Alergie je porucha imunitniho systému. Mezi typy alergii patii astma, alergicka
ryma ¢i ekzém. V krvi narlsta pocet zirnych bun€k, eozinofili a imunoglobulinu E
(IgE). Degranulace Zirnych bunék zpiisobi uvolnéni medidtorit zancétu, coz nakonec
mize vyustit v zanét. Nékteré katechiny, konkrétné EGCG a ECG jsou schopny diky
vazbé na specifické receptory inhibovat degranulaci Zirnych bun€k a uvolfovani

mediatort zanétu, jako napiiklad histaminu (Obrazek 13). (Lekh 2013)
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Obrdazek 13: Mechanismus inhibice uvoliiovani histaminu z Zirnych bunék (Lekh 2013)

3.5 NEGATIVNI UCINKY ZELENEHO CAJE

Konzumace zeleného ¢aje je bezpena. Kromé vSech pozitivnich ucinki zeleného
¢aje pro zdravi vSak existuje i nékolik nezadoucich u€ink, které jsou s konzumaci caje
spojeny. Tyto ucinky mohou korelovat s obsahem kofeinu, pfitomnosti hliniku
Vv zeleném caji ¢i ucinkem polyfenolli na snizenou biologickou dostupnost zeleza.

(Cabrera et al. 2006; Liibeck 2007)

351 KOFEIN

Vétsi mnozstvi kofeinu muze zpUsobit snizeni kvality spanku. Zeleny caj
obsahuje mén¢ kofeinu nez caje fermentované, naptiklad Caj Cerny, ale i piesto neni
jeho konzumace vhodna napiiklad pii vétsi citlivosti na xanthiny. (Cabrera et al. 2006)
Také déti by nemély pit zeleny ¢aj z divodu vyssi citlivosti na povzbuzujici latky,
jako je kofein. (Liibeck 2007) Mezi nezadouci ucinky kofeinu patii nervozita, poruchy
spanku, zvraceni, bolesti hlavy ¢i tachykardie. Obdobné nezadouci ucinky muze

zpusobit i theofylin, ale pouze ve velmi vysokych davkach. (Cabrera et al. 2006)
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Kromé zvysené citlivosti na kofein se miize objevit alergicka reakce také na dalsi

obsahov¢ latky v zeleném caji, naptiklad prave na polyfenoly. (Liibeck 2007)

3.5.2 HLINIK

Zeleny Caj ma schopnost akumulovat v sobé vysoké davky hliniku. Tato
skuteCnost je diilezitd pro pacienty trpici rendlnim selhanim, protoze zvysené mnozstvi
hliniku v organismu muze zplsobit neurologickd onemocnéni. Mnozstvi hliniku
Vv organismu se dava do spojitosti s vyskytem neurodegenerativnich onemocnéni, jako je

Alzheimerova choroba. (Cabrera et al. 2006)

3.5.3 INTERAKCE SE ZELEZEM

Katechiny v zeleném ¢aji zpUsobuji snizenou biologickou dostupnost Zzeleza
z potravy. Tento Ucinek je platny prevazné na nehemové zelezo pii souasném podani
s Cajem. Vstfebavani hemového Zeleza napiiklad z vafeného masa ¢ajem ovlivnéno
neni. (Yang et al. 2000) Caj by piesto nemél byt ¢asto uzivan pacienty trpici anémii
z nedostatku zeleza. Snizeni interakci mezi Cajem a Zelezem lze zmirnit pfidanim

citronu do ¢aje, piipadné konzumaci ¢aje mezi jidly. (Cabrera et al. 2006)

3,54 INTERAKCE SLECIVY

Zeleny ¢aj by nemél byt uzivan soucasné s n€kterymi lé¢ivy. Vstiebavani lé¢ivych
ptipravkd obsahujicich Zelezo ¢i vapnik miize byt zelenym ¢ajem negativné ovlivnéno,
protoze pii soucasném podani s polyfenoly mize dochdzet k interakcim s nékterymi
ionty. (Crespy a Williamson 2004; Liibeck 2007)

Existuji dalsi 1éCiva, u kterych je nevhodné souCasné uziti se zelenym cajem.
Mezi né€ napftiklad patii:

Benzodiazepiny - kofein obsazeny v zeleném ¢aji miize snizovat sedativni ucinky téchto

1éCiv.

Betablokatory, konkrétné metoprolol, propanolol - kofein obsazeny v zeleném Ccaji

muze zvySovat krevni tlak a tak snizovat ucinky téchto 1é¢iv.

Warfarin - zeleny caj obsahuje vitamin K, ktery antagonizuje 0¢inky warfarinu

a tak mlZe sniZovat jeho Gcinek.
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Efedrin - uziti spolec¢né se zelenym ¢ajem miize zpusobit neklid, tfes a nespavost.

Lithium - zeleny ¢aj snizuje hladinu lithia v organismu, coz mlze zapfiCinit snizeni

ucinku tohoto 1éku.

Inhibitory monoaminooxidasy (IMAO) - spole¢né uziti téchto 1ékl, antidepresiv

a zeleného Caje mtiZze zpusobit zvySeni krevniho tlaku az hypertenzni krizi.

Naopak zeleny ¢aj miize zvySovat ucinek nékterych antibiotik, naptiklad

betalaktamovych nebo chinolonovych. (Ehrlich 2011)

3.6 BIOTRANSFORMACNI ENZYMY

Biotransformace je proces chemické modifikace latek katalyzovany enzymy.
Chemicka biotransformace zvySuje rozpustnost latek ve vod¢ a tim je usnadnéno jejich
odstranéni z organismu. (Nassar 2010) Biotransformac¢ni enzymy jsou enzymy,
které metabolizuji jak endogenni latky, tak také xenobiotika, coz jsou cizorodé latky
v organismu. Biotransformace je provadéna omezenym poctem enzymdu, které maji
Sirokou substratovou specifitu. (Parkinson 2001)

Existuji dvé faze biotransformace. Prvni faze se nazyva konverze a enzymy, které
Ji metabolizuji, mohou byt oxidac¢ni, redukéni a hydrolytické. Enzymy transformujici
druhou fazi metabolismu se nazyvaji konjugac¢ni. Mezi oxida¢ni enzymy prvni faze,
pfi které enzym reaguje s funkénimi skupinami substratu, lze zafadit naptiklad
cytochromy P450, flavinové monooxygenasy, peroxidasy, alkoholdehydrogenasy,
aldehyddehydrogenasy, xanthinoxidasy, ¢i monoaminooxidasy. Jako reduktasy
se Vvorganismu vyskytuji napiiklad aldoketoreduktasy, nebo dehydrogenasy, jako
napiiklad karbonylreduktasy. Mezi hydrolasy, které katalyzuji hydrolytické Stépeni,
patii napiiklad esterasy nebo peptidasy. Pravé enzymy prvni faze svou konverzi
piipravuji molekulu substratu na druhou fazi, konjugaci. (Knejzlik et al. 2000)

Druha faze biotransformace probiha po dodani energie za vzniku tzv. konjugati.
Konjugaty jsou vétsinou hydrofilngjsi nez ptivodni slouceniny a tak se snadnéji mohou
eliminovat z organismu. Dle své struktury se slouCeniny mohou vazat s rdznymi
konjugaénimi enzymy. Mezi zdkladni typy enzymatické piemény druhé faze

biotransformace patii glukuronidace, sulfonace, konjugace s glutathionem, acetylace,
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metylace ¢i konjugace s aminokyselinami (jako je glycin, taurin ¢i glutamova kyselina).
(Nassar 2010; Skalova a BouSova 2011) Pravé chemicka struktura latek uréuje, jaké
enzymy se ucastni jejich metabolismu. Neékteré latky mohou byt metabolizovany
1 pfimo konjugaci bez UcCasti enzymii prvni faze. A naopak nékteré jiz konjugované
substraty mohou byt metabolizovany enzymy prvni faze. Obrazek 14 znézoriuje
zakladni schéma hlavnich cest biotransformace lipofilniho substratu v lidském
organismu. Konjugovany hydrofilni metabolit se vylucuje nejcastéji moci, Zzluci

¢i stolici. (Nassar 2010)

HUMAN BIOTRANSFORMATION

| Lipophilic drug | Transport
¥ Intestinal and hepatic uptake (OATP)
| Absorption & Distribution Intastinal/brain efflux (P-gp)
- —| Oxidation Introduces or
Phase 1 biotransformation H— Reduction . 3@5?5;3
L ; unctional group
Hydrolysis (OH, NHy, COOH)
*_ - | Glucuronidation Conjugation
Phase 2 biotransformation H— syifonation of functional
Glutathione conjugation [ group with
L Amino acid conjugation “THEJI'ESSL'IJE'E
Hydrophilic metabolite Acetylation, methylation
¥
i i Transport
Excretion (urine and feces) Biliary and renal effux

Obrdazek 14: Cesty biotransformace v lidském organismu (Nassar 2010)

Nejveétsi cast biotransformacénich enzymt se vyskytuje v jatrech, kde také nejcastéji
probihd enzymatickd pfeména. (Nassar 2010)

V nasledujicich odstavcich pfiblizim vybrané biotransformacni enzymy, které
byly vybrany pro nd§ experiment a u kterych byla méfena jejich aktivita

Vv subcelularnich frakcich jater a tenkého stieva.

3.6.1 ALDOKETOREDUKTASY

Aldoketoreduktasy (AKR) jsou monomerni enzymy Kkatalyzujici prvni fazi
metabolismu. (Mindnich a Penning 2009; Penning a Drury 2007) Do nadrodiny AKR
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patii velké mnozstvi enzymt z 15 rznych rodin (AKR1 az AKR15). Jejich kofaktorem
je NADPH. Vyskytuji se v cytosolu ruznych tkani organismu. Vykazuji nizkou
substratovou selektivitu. Substratem téchto enzymi jsou karbonylové slouceniny,
alifatické 1 aromatické aldehydy a ketony, které jsou redukovany
na primarni a sekundarni alkoholy. Metabolizuji ale také ketoprostaglandiny,
ketosteroidy ¢i retinoidy. (Mindnich a Penning 2009; Skalova a Bousova 2011) Vazba
kofaktoru piedchazi vazb& karbonylu, nasledné se uvolni alkohol a NADP®,
(Penning a Drury 2007)

Mezi télu vlastni substraty patii napiiklad isokortikosteroidy ¢i oxidované
fosfolipidy, z xenobiotik je substratem napiiklad akrolein, doxorubicin nebo naltrexon
a také potencidlni metabolity chemické karcinogeneze. Mezi lidské isoformy patii
napiiklad AKRI1AI1, aldehydreduktasa, kterd se vyskytuje nejvice V ledvinnych
tubulech. (Mindnich a Penning 2009; Penning a Drury 2007; Skalova a Bousova 2011)

3.6.2 KARBONYLREDUKTASY

Karbonylreduktasy (CBR) jsou monomerni enzymy patfici do nadrodiny
dehydrogenas s kratkym fetézcem (SDR). (Skalova a BouSova 2011; Wermuth et al.
1988) Vykazuji Sirokou substratovou specifitu. (Skarydova a Wsol 2012) Vyskytuji se
vV cytosolu a hladkém endoplazmatickém retikulu v rznych tkanich organismu,
napiiklad v jatrech, ledvinach ¢i  mozkovych tkanich. CBR  katalyzuji
NADPH-dependentni redukéni reakce. Substratem byvaji nejcastéji ketony a chinony.
Také jsou schopny katalyzovat reakci nékterych aldehydii na primarni alkoholy
¢i ketont na alkoholy sekundarni. (Parkinson 2001; Skalova a Bousova 2011)

Mezi endogenni substraty patii nékteré steroidy, eikosanoidy, kofaktory
¢1 neurotransmitery, xenobiotické substraty jsou menadion, doxorubicin, haloperidol,

warfarin a dalsi. (Pilka et al. 2009; Skalova a Bousova 2011) Mezi nejznaméjsi lidské
karbonylreduktasy patii CBR1 a CBR3. (Skarydova a Wso6l 2012)

3.6.3 UDP-GLUKURONOSYLTRANSFERASA

Glukuronidace je enzymatickd konjugaéni reakce s kyselinou glukuronovou.
Reakci zprostiedkovava enzym UDP-glukuronosyltransferasa (UGT). Tato reakce je

nejCastéj$i biotransformacni cestou druhé faze u vSech savch (kromé kockovitych
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Selem). (Skalova a Bousova 2011) U lidi je touto cestou metabolizovano pfiblizné¢ 40
az 70 % léki. (Jancova et al. 2010) Kofaktorem této reakce je UDP- glukuronova
kyselina (UDP-GA). Mén¢ casto se misto ni vyskytuje jako kofaktor UDP-glukosa,
UDP-xylosa ¢i UDP-galaktosa. Pravé oxidaci UDP-glukosy vV cytosolu vznika
UDP-GA. (Nassar 2010; Skalova a Bousova 2011) UGT jsou integralni membranové
proteiny, které jsou umistény uvnitt endoplazmatického retikula. Vyskytuji se v jatrech,
zaludku, stievech, ledvinach, nosni sliznici, vmozku i kuzi. (Luukkanen 2005;
Skalova a BouSova 2011)

Reakce probiha pienosem elektronu, substrat obsahuje nukleofilni heteroatom
s kyslikem, dusikem nebo sirou. Princip mechanismu reakce UGT se substratem je
ptiblizen na Obrazku 15. Podle funkéni skupiny mohou vznikat O-glukuronidy,
N-glukuronidy, S-glukuronidy nebo také C-glukuronidy. Substrat O-glukuronidt ve své
molekule obsahuje funkéni skupiny, jako jsou alifatické alkoholy a fenoly

¢i karboxylové kyseliny, u N-glukuronidd aminy ¢i amidy, S-glukuronidi thioly.

COOH

COOH

uetT o x-
R=X—H —>
HO H
H OH

Uridine-5"-diphospho-tt -D-glucuronic acid Nucleofile substrate B -D-Glucuronide Uridine diphosphate

HO

OH OH

Obrazek 15: Mechanismus prenosu elektronu enzymem UGT nukleofilniho substratu
a vznik glukuronidu (Jancova et al. 2010)

Reakci vznika hydrofiln€jsi a méné biologicky aktivni metabolit, ktery je
z organismu vylu¢ovan moci ¢i zIuéi v zavislosti na molekulové hmotnosti metabolitu.
Mezi télu vlastni substraty patii napiiklad bilirubin, steroidni hormony ¢i1 hormony
Stitné  Zlazy, z xenobiotik podléha glukuronidaci naptiiklad paracetamol, kodein,
oxazepam, ibuprofen, diklofenak nebo polycyklické aromatické uhlovodiky.
(Nassar 2010; Parkinson 2001; Skalova a BouSova 2011) EXistuje vice nez 100 typa

enzymt UGT v nékolika rodinach, pro ¢lovéka jsou dulezité rodiny UGT 1 a 2,
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Vv lidském organismu najdeme také rodiny UGT 3 a 8. (Jancova et al. 2010; Skalova a
Bousova 2011)

3.6.4 GLUTATHION-S-TRANSFERASA

Reakce s glutathionem jako kofaktorem je konjugaéni reakci pro nékteré
endogenni latky i xenobiotika. Enzymem je glutathion-S-transferasa (GST). Glutathion
je endogenni tripeptid syntetizovany v organismu dvoufazovou reakci z kyseliny
glutamové, cysteinu a glycinu. Enzym GST se v organismu vyskytuje pievazné
V cytoplazmé jater, stiev, ledvin, mozkové tkan¢, kosterniho svalstva, plicich
¢i placentg.

Substraty jsou latky obsahujici elektrofilni atom, jako napiiklad epoxidy,
isokyanaty, alkyl a arylhalogenidy ¢i nenasycené ketony. Diky vysoké koncentraci
glutathionu v jatrech mize ke konjugaci dochazet jak spontanné, tak enzymatickou
reakci, diky které se konjugace urychli. (Parkinson 2001; Skalova a Bousova 2011)
Reakce probihd mezi atomem siry glutathionu a elektrofilnim atomem substratu.
(loannides 2002) Biotransformaci vznikaji thioetherové konjugaty substratu
s glutathionem (Obrazek 16) rozpustné ve vodé a snadnéji odbouratelné zludi,
nebo mohou vznikat derivaty merkapturové kyseliny, které jsou odbouratelné modi.
(Jancova et al. 2010; Skalova a Bousova 2011)

v

SH
COOH o

o SR
NH__~COOH cer Hz"j/\/lrm NH__~COOH
+ Xenobiotic (RX) ——— o |
COOH

Glutathione Glutathione-S-conjugate

Obrazek 16: Konjugace glutathionu s xenobiotikem a vznik konjugatu
(Jancovd et al. 2010)

Mezi endogenni substraty patii napiiklad menadion, leukotrieny, prostaglandiny
¢1 nékteré steroidy. Z exogennich latek glutathion konjuguje napiiklad cyklofosfamid,
cisplatinu, morfin, simvastatin ¢i spironolakton. (Parkinson 2001; Skalova a BouSova

2011) Existuji dvé lidské nadrodiny GST, cytosolickd a mikrosomalni. Nadrodina
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cytosolickych GST se d€li do osmi tiid (Alfa, Kappa, Mi, Pi, Sigma, Théta, Zéta a
Omega). (Jancova et al. 2010; Skalova a Bousova 2011)
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4. CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo:

1) Sledovat vliv podavani extraktu ze zeleného cCaje (polyfenonu) na aktivity
vybranych  biotransforma¢nich enzymu (GST, UGT, CBR, AKR)
V subcelularnich frakcich homogenatu jater a tenkého stieva u obéznich
a normalnich skupin mysi.

2) Porovnat aktivity vybranych biotransformacnich enzymi u mysi normalnich

a my$i obéznich.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL, PRISTROJE, POMUCKY, CHEMIKALIE

5.1.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Subcelularni frakce homogenatu jater a tenkého stieva mysich samct

5.1.2 PRISTROJE

e Snimac Tecan

e Tiepacka Thermomixer Comfort Eppendorf
e Stolni centrifuga Eppendorf

e Centrifuga Heraeus

e Ultracentrifuga Beckman

e Analytické vahy Scaltec

e Magneticka michacka IKA

e Pfistroj na elektroforézu Bio-Rad

e Blotovaci pfistroj BioRad Trans Blot Turbo
e Digitalni pH metr Sartorius

e Kyvacka

e Tiepacka na mikrozkumavky IKA minishaker

e Mrazici box Heraeus

5.1.3 POMUCKY

Pipety, multikanalové pipety, pipetovaci Spicky, mikrozkumavky, stojanky
na mikrozkumavky, lihovy fix, nlzky, kédinky, falkonky, latexové rukavice, pinzeta,
odmérné baiky, odmérné vélce, 1Zicka, sklenénd ty€inka, nadoby na led, vyhfivana
podlozka, jehly, stiikacky, erlenmayerovy banky, centrifugacni kyvety, 96 - jamkové

desticky Gama, nalévaci stojanek, sklo, sklo se spacerem, spony, hieben, filtra¢ni papir,
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plastové krabicky s vickem, fotomisky, kazeta, RTG filmy, fotopinzeta, eurofolie,

membrana

5.1.4 CHEMIKALIE

Glutamat sodny, chlorid sodny (Lachema), glycerol, NaHCO3, Na.COz, BCA,
4% CuSO4.6 H20, NapHPO4 (Penta), NaH-PO4 (Penta)) GSH, CDNB, p-nitrofenol
(Fluka), UDP- glukuronova kyselina (Sigma), Slovasol (Lachema), trichloroctova
kyselina, NaOH (Lachema), KoHPO4 (Penta), KH2PO4 (Penta), menadion (Sigma),
NADPH (Serva), DL- glyceraldehyd, acenaftenol, NADP* (Merck), akrylamid,
bis- akrylamid, TRIS (Lach-Ner), SDS, bromfenolova modft, isobutanol, persiran

amonny (Lachema), glycin, metanol (Penta), Tween 20 (Sigma), polyfenon (Sigma)

5.2 METODIKA

5.2.1 NAVOZENI OBEZITY U NMRI MYSI GLUTAMATEM SODNYM

K navozeni obezity byla vyuzita metoda pomoci glutamatu sodného (monosodium
glutamat, MSG) (Maletinska et al. 2006; Matyskova et al. 2008). Subkutanni aplikace
MSG novorozenym mysim zptsobi vznik 1ézi v nucleus arcuatus hypothalami (ARC),
coz vede k naruSeni leptinové a insulinové signalizace v této oblasti mozku. Tato zvifata
jsou obézni (zpomaleni metabolismu zpisobi zvySeni podilu tuku), ackoliv pfijimaji
spiSe méné potravy. U samct 1 samic se rozviji leptinova rezistence (do dvou az Ctyt
mésicll), u samcl navic 1 insulinova rezistence. Vyrazné smrsténi ARC narusi produkci
somatoliberinu (GHRH), ¢imZ dojde ke zkraceni délky téla 1 ocasu, atrofii hypofyzy,

gonad a optickych nervi.
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Obrazek 17: Obézni mys s leptinovou i inzulinovou resistenci

Pouzité roztoky:

MSG (10 mg/50 pl » 1,07 M » 2,14 osm/l): Bylo navazeno 5 g MSG a doplnéno

do 25 ml aqua pro inj.

NaCl (10 mg/50 ul » 2,14 osm/1): Bylo navazeno 1,5618 g NaCl a doplnéno do 25 ml

aqua pro inj.

Vsechny roztoky byly rozpipetovany do mikrozkumavek po 1 ml a uchovavany

v lednici.

Postup préce:
Mysim byl podavan od druhého dne po narozeni roztok MSG nebo NaCl

(se stejnou osmolalitou jako MSG), celkem dostaly 90 mg MSG nebo NaCl za 7 dni.
Roztoky byly poddvany subkutdnné¢ do kozni fasy na zadech. Mistnost byla vyhiata
teplometem, roztoky ptedehiaty v thermomixeru na 37 °C. Vystelkou byly vyplnény
dvé mysi bedynky. Z jedné byla mySata odebirana a do druhé byla k matce vracena.
Kazdé myse bylo polozeno na vyhtivanou podlozku, aby neprochladlo, opatrné¢ mu bylo
vpichnuto 50 ul daného roztoku, prebyte¢na kapka roztoku byla otfena buni¢inou a poté
bylo vraceno k matce do klece. Na jednu mysi rodinu byla pouzita jedna jehla a jedna
mikrozkumavka piislusného roztoku.

Mysim bylo podavano bud MSG 10 mg/50 ul (skupiny obéznich mysi),
nebo NaCl 10 mg/50 ul (skupiny normalnich mysi) 2. - 8. den po narozeni.
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K aplikaci byly pouzity jehly Terumo, Neolus (0,4 x 20 mm) a stfikacky Terumo
0 objemu 1 ml.

Obrazek 18: Mysi po podani MSG

5.2.2 PRIPRAVA SUBCELULARNICH FRAKCI

Den pted dekapitaci myS$i bylo nahlaSeno do vivaria, aby mysi byly 12 hodin bez
potravy.

Mysi byly usmrceny v celkové anestezii dislokaci kréni patete. Thned po usmrceni
jim byla odebrana krev z aorty a byla vyjmuta jatra a stfeva. Organy byly promyty
ledové vychlazenym roztokem PBS (stfeva navic byla proplachnuta roztokem PBS
s pfidavkem inhibitorti proteas), ihned zmrazeny v suchém ledu a nasledné uskladnény
v hluboko mrazicim boxu pfi -80 °C.

Pted ptipravou subcelularnich frakci bylo nutné pfipravit do chladici mistnosti,
ve které cela prace probihala: 0,1 M sodno-fosfatovy pufr, pH 7,4 a stejny pufr s 20 %
glycerolu, centrifugaéni kyvety — 2 x 8 ks (50 ml), homogenizator 30 ml s pistem,
nadobu s ledem a vodou, buni¢inu, 2x erlenmayerovu baiku (100 - 250 ml) na pufr a
pufr s glycerolem, 1x injek¢ni stiikacku (20 ml) + dlouhou jehlu, michacku, michadlo,
kadinky (na cytosol a mikrosomy), stojanky s mikrozkumavkami, zamrazovaci

stojanky, pipetu 5 ml, 1 ml, $picky, nlizky a pinzetu, sklenénou ty¢inku na resuspendaci
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mikrosomd, lihovy fix, misku s drcenym ledem, malé misticky - 8 ks v krabicce
S leditkem.
Také byly vychlazeny rotory a centrifugy (Heraeus, Beckman).

Jatra i stfeva byla ¢astecné rozmrazena, rozvazena do malych misticek (lezicich
na leditku) po 5 g v sudém poctu (max. 8 davek, coz je kapacita centrifug). Jatra i stfeva
byla rozstiihana na mensi kousky, z jedné misticky byl biologicky materidl prenesen
do 30 ml homogenizatoru a bylo pfilito 15 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru, pH 7,4.
Smés se zhomogenizovala misenim nahoru a doli (alespoii 3x), poté byla pielita
do centrifugacni kyvety stojici v ledu, pist a homogenizator se vyplachl 15 ml pufru
a ten byl také pfilit do centrifugacni kyvety.

Kyvety byly vlozeny do centrifugy Heraeus, ve které byl rotor #3335. Prvni
centrifugace probihala pii 5000 g, 20 minut, 4 °C (program 3). Jako peleta zlstaly
potrhané bunécné membrany, vazivo, cévy, jadra. Poté byl pielit supernatant do Cistych
kyvet a ve stejném rotoru probihala druha centrifugace pii 20000 g, 60 minut, 4 °C
(program 4). Jako peleta ztstaly mitochondrie. Supernatant byl opatrné a bez kalu slit
do centrifuga¢nich kyvet pro ultracentrifugu Beckman, kyvety byly plnény maximalné
do tii ¢tvrtin, vzdy byly dvé proti sobé vyvazeny a uzavieny vickem. Byly vlozeny
do rotoru, viko rotoru bylo zasroubovano, zavieno a centrifuga byla spusténa
na 105 000 g, 65 minut, 4 °C.

Pro ziskani cytosolu byl po ultracentrifugaci odebran supernatant, ktery byl
za stalého michani rozpipetovan do mikrozkumavek a dan zamrazit.

Pro ziskani mikrosomi bylo nutno peletu ziskanou ultracentrifugaci
resuspendovat malym homogeniza¢nim pistem v 5 ml pufru, doplnit kyvety a znovu
stocit v ultracentrifuze. Po skonceni toCeni byl supernatant vylit, peleta resuspendovana
malym homogeniza¢nim pistem vzdy v tolika mililitrech pufru s 20 % glycerolem, kolik
gramli bylo jater ¢i stfev. Smés byla pfelita do kadinky a byla zhomogenizovana
V ultrazvukové lazni. Nakonec byla za stdlého michani na michadce rozpipetovana

do mikrozkumavek a ddna zamrazit.

5.2.3 STANOVENI BILKOVINY POMOCI BCA

Tato metoda (Smith et al. 1985) je zalozena na reakci proteinii s Cu?

v alkalickém prostiedi. Méd’ prechazi na Cul*, ktera vytvafi v prostfedi kolem pH 10
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stabilni modrofialovy komplex s BCA (bicinchoninic acid). Intenzita zabarveni je ptimo

vvvvv

Pouzité roztoky:

Roztok A: NaHCO3, Na,COs3, BCA v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4% CuS04.6 H,O

Pracovni roztok C byl pfipraven smichanim roztoku A s roztokem B v poméru 50:1

Postup:

a) Kalibra¢ni kiivka:

Vychozi roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) byl 20 %, tzn. 0,5 ml 20 %

BSA bylo doplnéno do 10 ml redestilovanou vodou, ¢imz vznikl 1 % roztok BSA.

Koncentrace |roztok destilovana |roztok destilovana
1% BSA voda 0,1 % BSA (voda
1 0 pg/ml Ol 500 pl Ol 100 pl
2 200 pug/ml |10 pl 490 pl 20 pl 80 pl
3 400 ug/ml {20 pl 480 pl 40 ul 60 ul
4 600 ug/ml {30 pl 470 pl 60 ul 40 ul
5 800 pg/ml |40 pl 460 pl 80 ul 20 pl
6 1000 pg/ml |50 pl 450 pl 100 pl 0ul

b) Vlastni stanoveni koncentrace proteint:

Mikrosomy nebo cytosol bylo nutno natedit 20x redestilovanou vodou u jater,
10x u stfev, vZzdy byla provedena dvé fedéni, z kazdého fedéni byly pouzity 4 vzorky

(2 x 4 paralelni méfeni pro jedny mikrosomy ¢i cytosol).
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Jatra bylo nutno 20x nafedit, bylo smiseno 10 mg bilkoviny se 190 mg
redestilované vody. Stfeva bylo nutno nafedit 10x, bylo smiseno 10 mg bilkoviny
s 90 mg redestilované vody.

K méfeni byly pouzity 96 - jamkové desticky (Gama), do kazdé jamky bylo
pipetovano vzdy 10 ul vzorku bilkoviny (obsah bilkoviny 100 az 1000 npg), 200 ul
pracovniho roztoku C, jako slepy vzorek byla pipetovana misto bilkoviny destilovana
voda. Desti¢ka se dobie promichala a nechala inkubovat 30 minut pti 37 °C. Poté byla
na pristroji Tecan zmeéfena absorbance pifi 562 nm proti destilované vodé¢.

Od absorbance vzorkii byl ode¢ten pramér absorbanci slepych vzork.

5.2.4 STANOVENI AKTIVITY GLUTATHION-S-TRANSFERASY

Me¢teni aktivity GST (Ye a Zhang 2001) je zaloZeno na tvorbé GSH-CDNB

konjugatu, ktery ma absorpéni maximum pii 340 nm (Obrazek 19).

Cl
NO, HS
0
+ HooC N COOH
N ~
NO, NH, 0
GSH

CDNB

GST

NO

O,N
0

S
HCl + HoOC N.__COOH
N NS
H
NH, o)

GS-DNB konjugét

Obrazek 19: Mechanismus vzniku GS-CDNB konjugatu (Ye a Zhang 2001)

Pouzité roztoky:

0,1 M sodno-fosfatovy pufr (pH 6,5): Bylo navazeno 1,79 g Na;HPO4 do 50 ml

odmérné banky a doplnéno redestilovanou vodou do jedné kadinky a 1,56 g NaH2POg4
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do 100 ml odmérné banky a doplnéno redestilovanou vodou do druhé. Tyto roztoky

byly smichédny piiblizné¢ v poméru 1:3 a bylo upraveno pH na 6,5.

Roztok GSH: 5,15 mM GSH v 0,1 M Na-fosfatovém pufru (pH 6,5) — na jednu
desti¢cku bylo navazeno 7,92 mg GSH a rozpusténo v5 ml 0,1 M sodno-fosfatovém

pufru pH 6,5. Roztok byl uchovavan v lednici.

Roztok CDNB: 51,5 mM CDNB v ethanolu — na jednu desticku bylo navazeno

5,22 mg CDNB a rozpusténo v 0,5 ml ethanolu. Roztok byl uchovavan v lednici.

Master mix: Byl pfipraven tésné pied stanovenim, na jednu desti¢ku byly napipetovany
4 ml GSH, 0,4 ml CDNB a 15,6 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru a smiseny.

Prubéh stanoveni:

Me¢teni probihalo na piistroji Tecan. Stanoveni probihalo v 96 - jamkovych
destickach s plochym dnem (Greiner).

Do Sesti jamek v kazdém sloupci bylo napipetovano 6 pl cytosolu (u jater 10x
fedénych pufrem PBS s pH 7,4, u stiev cytosol fedén nebyl) a do dvou spodnich jamek
ve vSech sloupcich bylo napipetovano 6 ul pufru (blank). Do vSech jamek bylo poté
napipetovano 194 pl master mixu multikanalovou pipetou (pipetovano po fadcich).
Desticka byla poté lehce protiepana, vlozena do Tecanu a byla spusténa metoda.

Ptistroj méfil absorbanci 6x v minutovych intervalech pfi 340 nm. Pomér
konjugovaného substratu byl vypoéitan z odectené absorbance po jedné minuté
s pouzitim extinkéniho koeficientu 9,6 mMtcm™ pii 340 nm (byla zméfena vyska
roztoku v jamce). Jednotka enzymové aktivity U je definovana jako mnozstvi enzymu
katalyzujici pfeménu 1 pumol S-2,4-dinitrofenyl-glutathionu za 1 minutu (pouzitim
1 mM GSH a 1 mM CDNB). Specificka aktivita je vyjadiena jako pocet jednotek/ mg

proteinu.

5.2.5 STANOVENI AKTIVITY UDP-GLUKURONOSYLTRANSFERASY

Stanoveni je zaloZzeno na pfeméné Zluté¢ zbarveného p-nitrofenolu na bezbarvy

glukuronid.
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Zasobni roztoky:

Substrat: p-nitrofenol (Mr=139) 1 mM: 1,39 mg bylo rozpusténo v 10 ml vody

Konjugacni ¢inidlo: UDP-GA (Mr = 631) 2 mM: 1,26 mg bylo rozpusténo v 1 ml
vody

Detergent: Slovasol: 50 mg bylo rozpusténo v 1 ml vody

Tris/HCI pufr pH 7,4: 0,5 g Tris bylo rozpusténo v 10 ml vody, bylo upraveno pH 1 M
HCI na 7,4 a roztok byl doplnén do 15 ml

Deproteinizaéni roztok: 3% trichloroctova kyselina (TCA): 3 g TCA byly rozpustény
ve 100 ml vody

Neutraliza¢ni roztok: 1 M NaOH

Prubéh stanoveni:

Do stojanku v ledu byly pfipraveny mikrozkumavky, kazdy vzorek byl ptipraven
ve Ctyfech paralelnich méfenich + 2 slepé vzorky. Mikrosomy o znamé koncentraci
proteini byly rozmrazeny, potiebné mnozstvi bylo odpipetovano a byl pfidan objem
roztoku detergentu, aby pomér detergent:protein byl 1:2. Smés byla promichéana
a nechala se inkubovat 20 minut v lednici. Do kazdé mikrozkumavky bylo
napipetovano: 50 pl pufru, 20 pl UDP-GA (vzorek) nebo vody (slepy vzorek), 20 pl
p-nitrofenolu a 10 ul mikrosomu s detergentem.

Inkubacéni smés byla promichana a nechala se inkubovat v thermomixeru 30 minut
pii 37 °C a za mirného tfepani. Mikrozkumavky byly pfemistény zpét do ledu a bylo
ptidano 50 pl TCA, promichano a nechaly se stocit na stolni centrifuze (5000 ot/min,
5 minut). Do mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano do kazdé jamky 50 ul roztoku
NaOH (jamky podle poctu vzorkt), do prvni jamky (A1) destilovana voda. Do jamek
s NaOH bylo pfeneseno vzdy 50 pl inkubacni smési. Na pfistroji Tecan byla zmétfena
absorbance pii 415 nm a vypocitana koncentrace konjugovaného p-nitrofenolu

z molarniho absorpéniho koeficientu (e=18,3 mM=.cm™).
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52.6 STANOVENI AKTIVITY KARBONYLREDUKTASY POMOCI
MENADIONU

Metoda (Maté et al. 2008) je zalozena na inkubaci subcelularni frakce
se substratem menadionem. Redukce menadionu karbonylreduktasou je doprovazena
oxidaci NADPH, coz je fotometricky zaznamenavano jako pokles absorbance. Pomoci
poklesu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH = 6220 Mt .cm™ Ize

kvantitativné vyjadfit aktivitu reduktas. Méteni je provadéno na piistroji Tecan.

Zasobni roztoky:

pufr: 0,1 M draselno-fosfatovy pufr, pH 7,4

K2HPOa: 8,71 g bylo rozpusténo v 500 ml vody

KH2POa: 2,72 g bylo rozpusténo v 200 ml vody

Roztoky KoHPO4 a KH2PO4 byly miseny do dosazeni pH 7.,4.

menadion (M=172,18; 50 mM): 8,61 mg bylo rozpusténo v 1 ml ethanolu

NADPH (M=833; 5 mM): 6,25 mg bylo rozpusténo v 1,5 ml redestilované vody

Pipetované mnozstvi na jednu jamku: 178 ul pufru, 2 pl menadionu, 10 ul NADPH,
10 pl cytosolu
Koncentrace v jamce (celkovy objem 200 pl): 500 uM menadionu, 250 uM NADPH

Pribéh stanoveni:

Do jamek 96 - jamkové desticky (Gama) bylo napipetovano 10 ul cytosolu (slepy
vzorek — 0,1 M sodno-fosfatovy pufr pH 7,4), kazdy vzorek byl napipetovan 6x,
2x slepy vzorek a desticka se nechala inkubovat 5 minut pii 37 °C. Poté bylo ptidano

190 pl mastermixu.
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Ptiprava mastermixu na jednu desticku:

e pufr 21,36 mi
e menadion 240 ul
e NADPH 1200 pl

Mastermix byl pfidan multikanalovou pipetou, desticka byla vlozena do pfistroje Tecan.

Probéhlo méteni poklesu absorbance po dobu 5 minut pii 340 nm.

Vyhodnoceni:

Primérny pokles absorbance za minutu (A A/min) byl zji$tén z oblasti linedrniho
poklesu. Od A/min vzorku byl odeften A/min slepého vzorku. Pomoci molarniho
extinkéniho koeficientu (Enaprn = 6,22 mM™t.cm?) byla vypocitana koncentrace
spotfebovaného NADPH/min.

Vypocet aktivity:

.. AAvz - AAsl)*Vix1000
aktivita = ( )
exl*xVs

[nmol/min/ml]

€naDPH 6,22 mM?.cm?

I délka méfené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
Vi objem reakéni smési, tj. 0,2 ml

Vs objem biologické frakce, tj. 0,010 ml
Jednotky aktivity byly pfepocitany na mg proteinu.

5.2.7 STANOVENI AKTIVITY ALDEHYDREDUKTASY (AKR1A1) POMOCI
GLYCERALDEHYDU

Stanoveni aktivity redukénich enzymi (Ohara et al. 1995) je zaloZeno na méfeni
poklesu absorbance zpisobeném pfeménou NADPH na NADP* ve vzorku pii 340 nm
za laboratorni teploty (25 °C). Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorp¢niho

koeficientu NADPH = 6220 M™t.cm™? lze kvantitativné vyjadfit aktivitu reduktas.
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Jednotka enzymové aktivity (U) je definovana jako oxidace 1 mol NADPH/min

pfi 25 °C. Méfeni je provadéno na pfistroji Tecan.

Zasobni roztoky:

Pufr (0,1 M draselno-fosfatovy pufr, pH 6,0): Bylo smiseno 0,1 M K:HPO4s 0,1 M
KH2PO, tak, aby pH bylo 6,0

DL-glyceraldehyd (1 M), Mr = 90,08: 0,09008 g bylo rozpusténo v 1 ml DMSO

NADPH (4 mM), Mr = 833,4: 0,01665 g bylo rozpusténo v 5 ml vody

Pipetované mnozstvi na jednu jamku: 170 ul pufru, 2 pl  DL-glyceraldehydu, 10 pl
NADPH, 10 pl cytosolu

Koncentrace v jamce (celkovy objem 200 ul): 10 mM DL-glyceraldehydu, 0,2 mM
NADPH

Prubéh stanoveni:

Byly pouzity 96 - jamkové desticky (Gama). Do jamek bylo napipetovano
10 ul cytosolu (u vzorku) ¢i 10 ul sodno-fostatového pufru, pH 7,4 (u slepého vzorku)
a multikandlovou pipetou bylo pfidano 190 pl mastermixu.

Ptiprava mastermixu na jednu desticku:

e pufr 21,36 ml
e DL-glyceraldenyd 240 pul
e NADPH 1200 ul

Poté se desticka vlozila do pfistroje Tecan a probihalo méfeni poklesu absorbance
po dobu 5 minut pfi 340 nm. Kazdy vzorek byl méfen ve Ctyfech paralelnich métenich

se dvéma jamkami slepého vzorku v kazdém sloupci.

Vyhodnoceni:

Primérny pokles absorbance za minutu (A A/min) byl zji$tén z oblasti linedrniho

poklesu. Od hodnoty absorbance vzorku byla odectena hodnota absorbance slepého
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pokusu a pomoci molarniho extinkéniho koeficientu (Enappn = 6,22 mM™t.cm™) byla
vypocitana koncentrace vzniklého NADPH/min. Jednotky aktivity byly pfepocitany

na mg proteinu.

Vypodet aktivity:

(AAvz - AAs])*Vix1000
exl*Vs

aktivita = [nmol/min/ml]

EnappH 6,22 mMtcm?

I délka métené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
Vi objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml

Vs objem biologické frakce, tj. 0,010 ml

5.2.8 STANOVENI AKTIVITY ALDOKETOREDUKTASY (AKR1C) POMOCI
ACENAFTENOLU

Stanoveni aktivity redukénich enzymu (Ohara et al. 1995) je zaloZeno na méfeni
vzristu absorbance zptsobeném pieménou NADP* na NADPH ve vzorku pii 340 nm
za laboratorni teploty (25 °C). Pomoci vzriistu absorbance a molarniho absorp¢niho
koeficientu NADPH = 6220 Mt.cm? lze kvantitativné vyjadfit aktivitu reduktas.
Jednotka enzymové aktivity (U) je definovana jako oxidace 1 mol NADPH/min

pfi 25 °C. Méfeni je provadéno na pfistroji Tecan.

Zasobni roztoky:

pufr (0,1 M TRIS/HCI pufr, pH 8,9): 1,21 g TRIS bylo rozpusténo v 70 ml

redestilované vody, bylo upraveno pH na 8,9 a doplnéno na 100 ml
acenaftenol (0,1 M): 17,02 mg bylo rozpusténo v 1 ml DMSO

NADP* (20 mM): 23,6 mg bylo rozpusténo v 1,5 ml redestilované vody
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Pipetované mnoZzstvi na jednu jamku: 178 ul pufru, 2 pl acenaftenolu, 10 pl NADP?,
10 pl cytosolu
Koncentrace v jamce (celkovy objem 200 ul): 1 mM acenaftenolu, 1 mM NADP*

Prabéh stanoveni:

Byly pouzity 96 - jamkové desticky (Gama). Do jamek bylo napipetovano 10 ul
cytosolu (u slepého vzorku 10 pl sodno-fosfatového pufru, pH 7,4) a multikanalovou
pipetou ptidano 190 pl mastermixu.

Ptiprava mastermixu na jednu desticku:
e pufr 21,36 mi
e acenaftenol 240 ul
e NADP* 1200 pl

Destic¢ka byla vlozena do pfistroje Tecan, probihalo méfeni vzristu absorbance po dobu
5 minut pfi 340 nm. Kazdy vzorek byl méten ve ¢tyfech paralelnich méfenich se dvéma

jamkami slepého vzorku v kazdém sloupci.

Vyhodnoceni:

Primérny pokles absorbance za minutu (A A/min) byl zjiStén z oblasti linedrniho
vzristu. Od A/min vzorku byl odecten A/min slepého vzorku. Pomoci molarniho
extinkéniho koeficientu (Enappn = 6,22 mMt.cm?) byla vypocitina koncentrace

vzniklého NADPH/min. Jednotky aktivity byly pfepocteny na mg proteinu.

Vypocdet aktivity:

(AAvzZ - AAS])*Vi*1000
exlxVs

aktivita =

[nmol/min/ml]

EnappH 6,22 mM*t.em’
| délka métené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
Vi objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml

Vs objem biologické frakce, tj. 0,010 ml
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52.9 STANOVENiI AKTIVITY ALDOKETOREDUKTASY POMOCI
4-PYRIDINKARBOXALDEHYDU

Pyridinkarboxaldehyd je redukovan v cytosolické frakci lidskych jater
aldehydreduktasou (AKR1A1). V dalSich metabolickych pfeménach mohou hrat roli
dle novéjsich studii i AKR1C (Palackal et al. 2001). Stanoveni aktivity redukcnich
enzymu (Ohara et al. 1995) je zalozeno na méfeni poklesu absorbance zplisobeném
pfeménou NADPH na NADP™ ve vzorku pii 340 nm za laboratorni teploty (25 °C).
Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorp¢niho koeficientu
NADPH = 6220 M? .cm? lze kvantitativné vyjadiit aktivitu reduktas. Jednotka
enzymov¢ aktivity (U) je definovana jako oxidace 1 mol NADPH/min pii 25 °C.

Mg¢feni je provadéno na ptistroji Tecan.

Z4asobni roztoky:

Pufr (0,1 M draselno-fosfatovy pufr, pH 6,0): bylo smiseno 0,1 M KoHPO4s 0,1 M
KH2PO, tak, aby pH bylo 6,0.

4-pyridinkarboxaldehyd (0,1 M), Mr = 151,1: 14 ul bylo rozpusténo v 986 ul DMSO
NADPH (2 mM), Mr = 833,4: 4,33 mg bylo rozpusténo ve 2,6 ml vody

Pipetované mnozstvi na jednu jamku: 170 ul pufru, 2 pl 4-pyridinkarboxaldehydu,
10 ul NADPH, 10 pl cytosolu

Koncentrace v jamce (celkovy objem 200 upl): 10 mM 4-pyridinkarboxaldehydu,
0,2 mM NADPH

Prubéh stanoveni:

Byly pouzity 96 - jamkové desticky (Gama). Do jamek bylo napipetovano 10 pl
cytosolu (u vzorku) ¢i 10 pl sodno-fosfdtového pufru, pH 7,4 (u slepého vzorku)
a multikandlovou pipetou bylo pfidano 190 pl mastermixu.

Ptiprava mastermixu na jednu desticku:

e pufr 21,36 ml
e 4-pyridinkarboxaldehyd 240 ul
e NADPH 1200 pl
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Poté se desticka vlozila do pfistroje Tecan a probihalo méfeni poklesu absorbance
po dobu 5 minut pfi 340 nm. Kazdy vzorek byl méfen ve Ctyfech paralelnich métenich

se dvéma jamkami slepého vzorku v kazdém sloupci.

Vyhodnoceni:

Primérny pokles absorbance za minutu (A A/min) byl zjistén z oblasti linearniho
poklesu. Od hodnoty absorbance vzorku byla odec¢tena hodnota absorbance slepého
pokusu a pomoci molarniho extinkéniho koeficientu (Enappn = 6,22 mM™t.cm™) byla
vypocitana koncentrace vzniklého NADPH/min. Jednotky aktivity byly pfepocitany

na mg proteinu.

Vypocet aktivity:

= (AAvz - AAs])*Vix1000
B exl*Vs

aktivit

[nmol/min/ml]

EnappH 6,22 mMtcm’?

I délka métené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm
Vi objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml

Vs objem biologické frakce, tj. 0,010 ml

5.2.10 ELEKTROFOREZA PROTEINU NA POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

Zasobni roztoky:

4M HCI: Do 150 ml redestilované vody bylo pfidano 88 ml koncentrované Kyseliny
chlorovodikové a doplnéno vodou do odmérné bainky na 250 ml. Roztok byl uchovavan

v lednici.

Zasobni roztok AA + bis AA: Pii pfipravé tohoto roztoku bylo nutno pracovat
Vv rukavicich, s rouskou a s nejvyssi opatrnosti. Bylo navazeno 30 g akrylamidu (AA)

a 0,8 g bis-akrylamidu (bis AA), které se rozpustily pomoci micha¢ky v malém
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mnozstvi redestilované vody a doplnily vodou do odmémé banky na 100 ml. Zasobni

roztok byl uchovavan v lednici pod argonovou atmosférou.

1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8: Bylo navazeno 18,5 g Trisu, pfidano 75 ml redestilované
vody a michanim se roztok rozpustil. pH bylo upraveno na 8,8 na pH metru pomoci

4 M HCI a doplnéno v odmérné bance na 100 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8: Bylo navazeno 6 g Trisu, pfidano 75 ml redestilované
vody a michanim se roztok rozpustil. pH bylo upraveno na 6,8 na pH metru pomoci 4 M

HCl a dopInéno v odmérné bance na 100 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

10 % SDS: Bylo navazeno 10 g SDS, které se rozpustilo v 80 ml redestilované vody a
bylo doplnéno vodou do 100 ml odmérné banky. Roztok byl uchovavan piti laboratorni

teploté.

Koncentrovany elektrodovy pufr: Bylo navazeno mnozstvi 72 g glycinu, 15 g Trisu
a 5 g SDS, které se rozpustilo v 900 ml redestilované vody a pH roztoku se upravilo
na pH metru na 8,3 pomoci 4 M HCI a roztok se doplnil do 1000 ml odmérné barky.

Byl rozplnén do 100 ml plastikovych nadobek a zamrazen.

Z4asobni roztoky na fedéni vzorki:

4xSDS vzorkovy pufr — roztok byl uchovavan v mrazicim boxu

SloZka (kone¢na koncentrace) | Koncentrace Pipetované mnozstvi
zasobniho roztoku

200 mM Tris/HCI, pH 6,8 1M 4 ml

40 % glycerol 85 % 9,41 ml

6 % SDS prasek 1,29

02MDTT prasek 0,617 g

0,1 g bromfenolova modf prasek Spetka

redestilovana H,O 20 ml
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Lyzaéni pufr — roztok byl uchovavéan v mrazicim boxu

Slozka (konecné koncentrace) | Koncentrace Pipetované mnozstvi
zasobniho roztoku

50 mM Tris/HCI, pH 7,4 1M 50 ml

150 mM NaCl prasek 8,766 ¢

10 % glycerol 85 % 117,65 ml

1 % Triton X-100 100 % 10 ml

2mM EDTA prasek 0,58 g

2mM EGTA prasek 0,76 g

B-glycerolfosfat prasek 8,52 ¢g

50 mM fluorid sodny prasek 2,099

10 mM pyrofosfat sodny prasek 4469

2 mM dithiotreitol prasek 0,3085 g

200 uM vanadi¢nan sodny prasek 0,03678 g

Pted pouzitim lyza¢niho pufru bylo nutno pfidat roztoky inhibitori a takto
upraveny lyzaéni pufr byl skladovan pouze v lednici. Ke 13 ml lyza¢niho pufru
se pfidalo 130 pl smési inhibitori (od Sigmy) ¢i umérné jiné¢ho inhibitoru a 130 ul

fenylmethansulfonylfluoridu (PMSF).

Isobutanol nasyceny vodou: Cisty isobutanol byl smichan s redestilovanou vodou.

V horni vrstvé byl isobutanol nasyceny vodou. Byl uchovavan v lednici.

Pracovni roztoky:

10 % APS: 25 mg persiranu amonného bylo rozpusténo ve 250 pl redestilované vody.

Roztok se ptipravoval tésné pred pouZitim.

Elektrodovy pufr: 70 ml zasobniho elektrodového pufru bylo smichano s 280 mi

redestilované vody.

Redéni vzorku: Dle obsahu bilkoviny byl vzorek nafedén tak, aby mél koncentraci
1 pg/ul. Vzorek byl fedén 4xSDS vzorkovym pufrem a lyza¢nim pufrem s roztokem

inhibitori tak, Ze SDS tvofilo % celkového objemu.
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Postup:
a) Ptiprava gelu:

Pti ptipravé gelu bylo nutno celou dobu pracovat v rukavicich.

Bylo nutno si pfipravit: nalévaci stojanek, sklo, sklo se spacerem, spony, hieben.
Skla a hieben bylo nutné dikladné¢ umyt jarem, vodou, redestilovanou vodou
a lihomethanolem a nechat ve svislé poloze oschnout. Skla byla pfilozena na sebe
a spojena sponami. Spojena skla byla postavena na gumovou podlozku Vv nalévacim
stojanku, pfitlacena a pfichycena vrchnim kolikem. V malé kéadince byl namichan
roztok na spodni gel, byl lehce promichan a ihned pipetou nalit mezi skla do vysky
cca 4,5 cm od spodniho okraje. Opatrné byl pfevrstven isobutanolem nasycenym vodou
(cca 200 ul) a nechal se polymerovat 30 — 60 minut. Poté byl isobutanol opatrné slit
a prostor byl vysusen filtratnim papirem (nesmél se dotknout gelu). V dal$i malé
kadince byl namichan roztok na vrchni gel, byl lehce promichan a ihned pipetou nalit
mezi skla na spodni gel az po horni okraj. Do gelu byl po drazky zasunut hieben a gel

se nechal do druhého dne polymerovat v lednici.

Slozeni gelt:

Separacni gel (spodni)

75 % - 2 gely; | 10 % - 2 gely; | 12,5 % - 2 gely;
1,5mm 1,5 mm 1,5mm

redestilovana voda 9,8 ml 8,1 ml 6,4 ml

pufr 1,5 M Tris-HCI, | 5 ml 5mil 5mil

pH 8,8

roztok AA + bisAA | 5ml 6,7 ml 8,4 ml

10 % SDS 0,2ml 0,2ml 0,2 mi

-------------- -iniciace polymerace--------------------------
roztok APS 200 pl 200 pl 200 pl
TEMED (v digestoti) | 16 ul 16 pul 16 pul

5
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Zaostiovaci gel 4 % (horni)

2 gely; 0,75 mm 2 gely; 1,5 mm

redestilovana voda 3,05 ml 6,1 ml

pufr 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 | 1,25 ml 2,5 ml

roztok AA + bis AA 0,65 ml 1,3 ml

10 % SDS 0,05 ml 0,1 mi
---------------- iniciace polymerace--------------------------

roztok APS 100 pl 200 pl

TEMED (v digestofi) 8 ul 16 ul

b) Elektroforéza:

Piedem byl dan piredehfat termoblok. Nafedéné vzorky se daly povafit
v predehiatém termobloku 5 minut pii 95 °C a poté chvili zchladit na ledu (nafedéné
vzorky se daly pouzit opakované, skladovaly se Vv mrazicim boxu a ptred kazdym
pouzitim bylo nutno je znovu zahfat). Gely byly vyndany ze stojanku a opatrné z nich
byl vysunut hieben. Jamky se opatrné oplachly destilovanou vodou. Byl pfipraven
stojanek na elektroforézu, skla s gelem byla pfitlacena z kazdé strany na té€snéni, vnitini
¢ast byla zasunuta do vnéjsi ¢asti stojanku na elektroforézu a pfitazena sponami (silna
skla byla na vngjsi stran¢). Stojanek byl vlozen do vanicky. Do vnitiniho elektrodového
prostoru byl nalit elektrodovy pufr (cca 125 ml — bylo nutné mit ponoten cely gel)
a bylo zkontrolovano, zda nepodtéka. Do vnitini ¢asti byl pouzit vzdy novy elektrodovy
pufr a po skonceni elektroforézy bylo nutno pufr z vnitini ¢asti vylit. Do vné&jsiho
elektrodového prostoru byl nalit elektrodovy pufr (cca 200 ml — hladina musela byt
nad dratkem). Elektrodovy pufr z vnéjsi ¢asti se dal pouzit opakované — vzdy zase jen
do vnéjsi Casti.

Pomoci nanaseciho bloku bylo pipetou s bilymi $pickami napipetovano do kazdé
jamky 10 pl vzorku pro 0,75 mm gel. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 pl
molekularniho standardu. Celd vanicka byla ponoiena do ledové lazné, priklopena
vickem a pfipojena ke zdroji. Bylo nastaveno konstantni napéti 90 V a spusSténa
elektroforéza. Zdroj byl vypnut v momenté, kdy ¢elo dob&hlo na spodni okraj gelu.

Poté se stojanek vyndal z vanicky, elektrodovy pufr z vnitini ¢asti byl vylit do vylevky,
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elektrodovy pufr z vn&jsi Casti byl uchovan, byly povoleny spony a skla sgelem
vyndéna. Sklo bylo rozevieno pomoci zelenych klinkd, gel byl odfiznut od spacerii
a zaostfovaciho gelu. Nakonec bylo nutno vSechny soucasti elektroforézy dikladné

umyt, osusit a uklidit.

5.2.11 IMUNOBLOTTING PO ELEKTROFOREZE

Zasobni roztoky:

Blotovaci pufr: bylo navazeno 6,06 g TRIS (25 mM) a 28,8 g glycinu (192 mM)
a rozpusténo v cca 500 ml redestilované vody. Poté bylo piidano 400 ml methanolu
a doplnéno v odmérné banice do 2000 ml. Roztok byl ptelit do litrovych lahvi a

uchovavan v lednici.

Postup:
Po celou dobu bylo nutno pracovat v rukavicich. Separa¢ni gel byl oddélen

od spodniho skla a byl vlozen do blotovaciho pufru v plastové krabicce s vickem.
Do blotovaciho pufru byla ponofena i nitrocelul6zovd membrana a dva kusy tlustého
filtra¢niho papiru. Vse bylo ponechano v blotovacim pufru cca 20 minut. Na membranu

byl pfedem napsan propiskou ndzev proteinu, ktery byl detekovan.

Blotovani v p¥istroji BioRad Trans Blot Turbo:
Z piistroje byla vysunuta zasuvka a do ni byl vyskladan zespoda smérem nahoru
(protoze proud putoval zeshora smérem doli):

* 1 silny filtraéni papir (poptipadé 3 tenké filtracni papiry)
* membrana

* gel: bylo nutné ho jemné uhladit, aby mezi membranou a gelem

nebyly bubliny

* 1 silny filtraéni papir: papir byl od stfedu uhlazovan prsty kviili

odstranéni bublinek

Poté bylo nutno opatrné polozit vicko na blotovaci zasuvku a pootocit koleckem — tim

se zasuvka uzavtela. Zasuvka byla vlozena do pfistroje a 20 minut probihalo blotovani.
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Po skonceni byla zasuvka vyndana, kli¢ek odemknut a sundano viko. Opatrné byl
nadzvednut horni filtrani papir s gelem a bylo zkontrolovano, zda se barva z markeru
pfenesla na membranu. Zasuvky blotovaciho piistroje bylo nutno oplachnout
redestilovanou vodou a nechat usu$it. Na membrany byly propiskou poznaéeny

nejvyraznéjsi prouzky markeru (tj. 25, 50 a 75 kDa, poptipade 37 kDa).

5.2.12 DETEKCE PROTEINU

Metoda (Towbin et al. 1979) probiha na zakladé reakce proteinu s primarni a

sekundarni protilatkou.

Zasobni roztoky:

0,1 M TRIS pufr, pH 8,0: Bylo navazeno 12,11 g TRISu a rozpusténo v 800 ml
redestilované vody, pH upraveno na 8,0 pomoci 4 M HCI a doplnéno redestilovanou

vodou v odmérné bance do 1000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

TBST: Bylo navazeno 8,77 g NaCl, rozpusténo v cca 300 ml redestilované vody,
piidany 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru, pH 8,0. Doplnéno v odmérné

banice do 1000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

Primarni protilatky: Zasobni protilatka byla zfedéna dle instrukci vyrobce TBST
pufrem s1 % BSA (popfipadé¢ mlékem). Byla skladovana Vv mrazicim boXu.

Pted pouzitim bylo nutno ji v¢as vyndat a rozmrazit.

Sekundarni protilatky: Zasobni protilatka byla zfedéna dle instrukci vyrobce TBST
pufrem s1 % BSA (poptipadé mlékem). Byla skladovana v mrazicim boxu.

Pted pouzitim bylo nutno ji v¢as vyndat a rozmrazit.

Postup:

Membranu bylo nutno pinzetou ptenést do plastové misky s vickem. Veskeré
inkubace a oplachovani bylo nutno provadét stale v té samé misce, membranu nebylo
tieba vyndavat, roztoky se z krabicky vzdy slily. Stfickou byla nalita redestilovana

voda, krabicka byla poloZena na kyvacku, nékolikrat s ni bylo zakyvano a poté voda
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vylita. Tento postup byl opakovan tfikrat. Na membranu byl nalit roztok 5 % mléka
v TBST pufru, krabicka byla umisténa na kyvacku a nechala se alespoit 2 hodiny
blokovat. Nasledné bylo mléko slito a membrana byla oplachnuta redestilovanou vodou
(oplachnuti neni nutné). Nasledovala inkubace s primarni protilatkou pies noc. Druhy
den byla primarni protilatka slita zpét do falkonky, zbytky pfepipetovany a zamrazeny
pro opakované pouziti. Nasledovalo oplachovani membrany s TBST pufrem
(Gtytikrat 15 minut). Poté se membrana inkubovala 1 hodinu se sekundarni protilatkou.
Byly pouzity sekundarni protilatky s kienovou peroxidasou (citlivéjsi detekce).

Nasledovalo oplachovani membrany s TBST pufrem (Ctyfikrat 15 minut).

5.2.13 CHEMILUMINISCENCNI DETEKCE

Zasobni roztoky:

Vyvojka (negativni, Fomadon): byla nafedéna destilovanou vodou z koncentratu 1:14

(upravena podle udaji vyrobce), asi do 500 ml

Ustalova¢ (univerzalni, kysely, Fomafix): byl nafedén destilovanou vodou

Z koncentratu 1:4 (upraven podle udaji vyrobce), asi do 1000 ml

Roztoky se mohly pouzivat opakované, vyvojka se rychle vycerpala, ustalovac vydrzel

na vice opakovanych pouziti.

Postup:

Pro detekci byl pouzit Amersham ECL Prime Western Blotting detection reagent.
Pfi pouziti sekundarnich protilatek s navazanou kienovou peroxidasou byl smichan
roztok A (luminol solution) a roztok B (peroxide solution) v poméru 1:1. Oba roztoky
byly uchovavany v lednici.

V temné komoie byly piipraveny fotomisky svyvojkou a ustalovacem
(uchovavany v lednici), dvé krabicky s destilovanou vodou, kazeta, RTG filmy,
fotopinzeta, niizky, eurofolie.

Z krabicky s membranou byl slit TBST pufr, na povrch membrany bylo
napipetovano cca 1,5 ml substratu, tolik, aby byla pokryta celd membrana a dala

se inkubovat 5 minut pii tlumeném svétle v chromatografovné. Membrana byla vyndana
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ze substratu, nechala se okapat a byla pinzetou vodotésné zabalena do folie, byla
osusena a prenesena do kazety. Zhaslo se svétlo a nadale se pracovalo v temné komoie
pod ochrannym svétlem. Byl vyndan potfebny pocet filmii a nastfihan na potiebnou
velikost, zbytek byl ihned uklizen. Filmy byly uchopeny za hrany, ploch se nesmélo
dotykat, nepokladaly se do vlhkosti ani na svétlé plochy (nejlepsi bylo polozit filmy
do kazety vedle membrany a kazetu pfivtit). V kazeté byl film polozen na zabalenou
membranu, kazeta se zaviela a nechalo se exponovat. Doba osvitu se ménila podle
aktualnich podminek, zadinalo se S 5 minutami, poté se piipadné¢ cas ménil
(3, 7, 10 minut apod.). Membrana svitila az nékolik hodin.

Ihned po expozici byl film ponoten do vyvojky a za neustalého kyvani (pinzetou)
se sledovalo vyvijeni — muselo se v¢as zastavit. Kdyz byl dostate¢né vyvolany film
oplachnut v destilované vod¢, byl ponofen do ustalovace a nechal se né€kolik minut
plavat. Poté byl dan opét na n€kolik minut do destilované vody. Nakonec byl vyjmut,
nechal se oschnout a byl uchovavan v temnu. Bylo nutno pracovat opatrné, mokry film

se velmi snadno ponici.

Znovupouziti membrany:

Membranu po chemiluminiscenéni detekci bylo nutno zabalit do potravinaiské
folie a dat do mraziciho boxu (vydrzela i n¢kolik tydnt). Pfi opakovaném pouziti bylo
nutno membranu asi 5 minut rozmrazovat, oplachovat ¢tyfikrat 15 minut v TBST, dat
na 2 hodiny do mléka a poté pokracovat dale podle navodu (primarni protilatka,

sekundarni protilatka atd.).
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6. VYSLEDKY

Byla méfena aktivita vybranych enzymii Vv subcelularnich frakcich homogenatu
jater a tenkého stfeva obéznich (O) a normalnich (N) mysi po podavani vytazkl

ze zeleného caje, konkrétné polyfenonu pridané¢ho do krmiva.

Skupiné O1a N1 bylo podavano upravené krmivo s 0,1 % polyfenonu v délce 28 dni
Skupiné Oz a N2 bylo podavano upravené krmivo s 0,01 % polyfenonu v délce 28 dni
Skupin¢ O3 a N3 bylo podavano upravené krmivo s 0,1 % polyfenonu v délce 3 dnti

Skupiny Ok a Nk byly tzv. kontrolni, podavalo se jim bé&zné krmivo bez piidavku

polyfenonu v krmivu.
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6.1 PRUMERNE MNOZSTVI SEZRANEHO KRMIVA

Mnozstvi sezraného krmiva bylo méfeno ¢tyfi tydny béhem doby podavani
polyfenonu v krmivu u normalnich a obéznich skupin mysi. Naméfené hodnoty jsou

uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Mnozstvi sezraného krmiva obsahujici polyfenon u obéznich a normalnich
mysi (O12 obézni skupiny mysi, Ni-> skupiny normalnich mys$i, Ok, Nk skupiny

kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

MnoZstvi seZraného krmiva
Celkovy Smérodatna
1. tyden | 2. tyden | 3. tyden | 4. tyden | Primér | pramér odchylka

01 4,3 4.4 4,2 4,3 4,3
02 3,7 3,8 3,8 3,8 3,8 41 0.3
Ok 4,2 4,4 4,4 4,4 4,3
N1 4,9 51 5 4,8 5
N2 4,7 4,9 4,9 4,8 4,8

4,9 0,1
Nk 5 51 4,9 4,9 5

Z tabulky vyplyva, Ze pfi porovnani obéznich a normalnich skupin mysi bylo

mnozstvi seZraného krmiva signifikantn€ niZsi u obéznich skupin mysi.

6.2 PRUMERNA HMOTNOST JEDNOHO MYSIHO SAMCE

Primérna hmotnost vztaZzena na jednoho mysiho samce byla méfena na zacatku a
na konci experimentu podavani polyfenonu v krmivu u obéznich a normélnich skupin

mysi. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 2.

59



Tabulka 2: Pramérna hmotnost jednoho mysSiho samce na zacatku a na konci

experimentu podavani polyfenonu v krmivu u normalnich a obéznich mysi (O1-2 obézni

skupiny mys$i, Ni2 skupiny normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi

bez podéavani polyfenonu)

Primérna hmotnost jednoho mysiho samce na za¢atku a na konci experimentu

Zacatek experimentu

Konec experimentu

Smérodatna | Hmotnost Smérodatna
Hmotnost (g) | Primér | odchylka | (Q) Pramér |odchylka
01 66 59
02 63|65+2 55|59+3
Ok 67 61
N1 48 43
N2 48149+ 1 43144 +1
Nk 48,5 44

Z tabulky je patrné, ze pii porovnani hmotnosti mysi

polyfenonu v krmivu se snizila hmotnost u vSech skupin mysi

pred a po podavani

. Pfi porovnani skupin

kontrolnich (bez polyfenonu v krmivu) a ostatnich je patrné vyssi snizeni hmotnosti

u obéznich skupin mysi O1-2 oproti kontrole.

Obrdazek 20: Porovndni normalnich a obéznich mysi
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6.3 BIOCHEMICKY ROZBOR KRVE MYSICH SAMCU

Hodnoty biochemického rozboru krevni plazmy mySich samct po podavani

polyfenonu v krmivu ve stati 8 mésict jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Biochemicky rozbor obéznich a normalnich mysich samci po podavani

polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1-2 skupiny normalnich mysi, Ok, Nk

skupiny kontrolnich mysi bez podévani polyfenonu)

Biochemie mysi

01 02 O3 Ok N1 N> N3 Nk
Glukosa (mM) 5,75 5,10 4,52 5,06 4,85 4,89 4,71 5,10
Cholesterol 3,48 4,20 2,73 3,76 2,61 2,77 2,80 2,94
(mM)
HDL —
cholesterol 2,89 3,31 2,34 3,20 2,21 2,29 2,34 2,55
(mM)
LDL -
cholesterol 0,35 0,48 0,25 0,43 0,19 0,18 0,35 0,24
(mM)
Index ater. 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Klimov
Triacylglyceroly| 1,00 | 0,84 | 0,83 | 0,94 | 0,97 1,18 | 0,66 | 0,85
(mM)
Inzulin (ng/ml) 1,77 1,65 1,22 2,26 0,51 0,44 0,23 0,31
Leptin (ng/ml) 19,56 | 20,95 | 16,38 | 19,97 | 0,74 0,78 0,76 0,72
HOMA 78,11 | 64,43 | 42,30 | 87,47 | 18,85 | 16,35 | 8,29 | 12,06

Z tabulky je patrné, ze obézni skupiny mysi maji oproti normalnim skupinam

mysi signifikantné zvysené hodnoty inzulinu, leptinu i HOMA. Skupiny obéznich mysi
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dostavajici 0,1 % polyfenon (O1,3) maji signifikantné snizené hodnoty LDL cholesterolu

oproti kontrolni skupiné Ok. V hodnotach ostatnich parametrii neni signifikantni rozdil.

6.4 KONCENTRACE PROTEINU VCYTOSOLU JATER
A TENKEHO STREVA

Koncentrace proteinu v cytosolu jater a tenkého stieva u obéznich a normalnich
mysi po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé¢ dvou nezavislych
experimentll. V kazdém experimentu probihaly vzdy 4 paralelni méfeni u kazdého
vzorku a byla stanovena kalibra¢ni kiivka, ze které byla vypoCtena koncentrace

proteinu. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4 a v Obrazku 21.

Tabulka 4: Koncentrace proteinu Vv cytosolu jater a tenkého stieva u obéznich
a normalnich mys$i po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1

skupiny normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podévani polyfenonu)

JATRA |O; 0 O3 Ok N; N2 N3 Nk

mg/ml 15,3 15,9 14,9 15,1 16,9 15,0 17,1 15,6
Smérodatna
odchylka 0,88 0,38 0,69 1,54 0,40 1,25 0,74 0,77
TENKE STREVO
mg/ml 8,15 7,83 8,31 7,65 8,09 8,75 9,76 8,50
Smérodatna
odchylka 0,37 0,47 0,32 0,37 0,45 0,52 0,80 0,58

0,6
y =0,000541x

05 R2 = 0,998072 _—°
0,4

0,2

0,1 /

0 200 400 600 800 1000 1200

Obrazek 21: Kalibracni krivka koncentrace proteinu v cytosolu jater a tenkého stieva
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6.5 KONCENTRACE PROTEINU V MIKROSOMECH JATER
A TENKEHO STREVA

Koncentrace proteinu v mikrosomech jater a tenkého stfeva u obéznich
a normalnich mysi po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zaklad¢ dvou
nezavislych experiment. V kazdém experimentu probihaly vzdy 4 paralelni méifeni
u kazdého vzorku a byla stanovena kalibra¢ni kiivka, ze které byla vypoctena

koncentrace proteinu. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5 a v Obrazku 22.

Tabulka 5: Koncentrace proteinu v mikrosomech jater a tenkého stfeva u obéznich
a normalnich mysi po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1

skupiny normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

JATRA O1 0> O3 Ok N1 N> N3 Nk
mg/ml 867 | 107 | 131 | 890 | 967 | 816 | 117 | 851
Smérodatnd | 50 | 697 | 049 | 001 | 007 | 0002 | 030 | 010
odchylka
TENKE STREVO
mg/ml 770 | 926 | 907 | 801 | 106 | 803 | 918 | 857
Smérodatnd | 4 5 | 513 | 130 | 087 | 023 | 144 | 210 | 039
odchylka
0,7
06 y =0,000645x *
! R? =0,985955
0,5
0,4 /
0,3 /
0,2
2 J
0,1
O/I T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Obrazek 22: Kalibracni krivka koncentrace proteinu v mikrosomech jater a tenkého
streva
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6.6 AKTIVITA GST V JATERNIM CYTOSOLU

Aktivita GST v cytosolu jater u obéznich a normalnich my$i po podavani
polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé tii nezavislych experimenti. V kazdém
experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méteni u kazdého vzorku a 2 paralelni méfeni

u slepych vzorku. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 6 a v Obrazku 23.

Tabulka 6: Aktivita enzymu GST v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1-2 skupiny normalnich

mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky

(O] 0O, O3 Ok N1 N2 N3 Nk

GST jatra
(nmol/min/mg| 0,49 | 044 | 046 | 045 | 059 | 057 | 0550 | 0,61

proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,06 | 008 | 008 | 009 | 002 | 0,03 0,9 0,03

0,7

0,6 F I
. .
0,4 +— i 03
0,3 +— OK
0,2 -+ EN1
0,1 +— B N2
0 . . . B N3

N2 N3 NK

01 02 o3 OK N1

—_

NK

Obrazek 23: Aktivita enzymu GST V jaternim cytosolu u obéznich a normdlnich skupin
mySi po podani polyfenonu v Krmivu
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Z grafu je patrné, ze mysi s piidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3)
nemaji signifikantné¢ zménénou aktivitu jaternich GST oproti kontrole (skupiny K).
Pfi porovnani obéznich a normalnich mys$i je patrnd snizena aktivita GST u vSech
skupin O oproti pfislusSnym skupinam N, kromé skupin Oz a N3, kde neni signifikantni

rozdil v aktivité GST.

6.7 AKTIVITAGSTV CYTOSOLU TENKEHO STREVA

Aktivita GST v cytosolu tenkého stfeva u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na =ziklad¢ tii nezavislych
experimentl. V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého

vzorku a 2 paralelni méfeni u slepych vzorki. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 7
a v Obrazku 24.

Tabulka 7: Aktivita enzymu GST v cytosolu tenkého stieva u obéznich a normalnich
mysi po podavani polyfenonu v krmivu (O12 obézni skupiny mysi, Nio skupiny

normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich my$i bez podévani polyfenonu)

Vysledky
01 02 O3 Ok N1 N2 N3 Nk
GST tenké
stievo
(pmol/min/mg | 82,9 | 81,1 | 82,6 | 86,5 77,9 | 1053 | 95,8 91,9
proteinu)
Smérodatna
odchylka 2,70 | 3,39 1,67 6,22 1,82 5,16 1,87 3,19
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Obrazek 24: Aktivita enzymu GST V cytosolu tenkého stieva u obéznich a normalnich
skupin mysi po podani polyfenonu v Krmivu

Z grafu je patrné, ze mysi s pridavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3)
nemaji signifikantné¢ zménénou aktivitu jaternich GST oproti kontrole (skupiny K).
Pii porovnani obéznich a normalnich mysi neni v aktivit¢ GST signifikantni rozdil,

kromé& skupiny N2, kterd ma aktivitu oproti ostatnim skupinam zvySenou.

6.8 AKTIVITAUGT V JATERNICH MIKROSOMECH

Aktivita UGT v jaternich mikrosomech u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé dvou nezavislych
experimentll. V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého
vzorku a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8
a v Obrazku 25.
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Tabulka 8: Aktivita enzymu UGT v jaternich mikrosomech u obéznich a normalnich
myS$i po podavani polyfenonu v krmivu (O12 obézni skupiny mys$i, Nio skupiny

normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky

O1 02 O3 Ok N1 N2 N3 Nk

UGT jatra
(nmol/min/mg| 2,7 2,6 2,9 2,8 1,2 1,2 1,0 0,5
proteinu)

Smérodatna 0,3 0,2 0,01 0,1 0,2 0,4 0,3 0,2
odchylka

3,5
1
3 i 0
J 1 02
2,5 +— I
03
2 4!
oK
L5 EN1
14— = N2
0,5 +— I EN3
0 T T T T T T T 1 NK
o1 02 03 oK N1 N2 N3 NK

Obrazek 25: Aktivita enzymu UGT v jaternich mikrosomech u obéznich a normdlnich
skupin mysi po podani polyfenonu v Krmivu

Z grafu je patrna signifikantné zvySena aktivita enzymu UGT v jaternich
mikrosomech u vSech skupin O oproti pfislusSnym skupindam N, vcetné skupin
kontrolnich. Obézni mysi s ptidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny Oz, 2, 3) nemaji
signifikantné¢ zménénou aktivitu jaternich UGT oproti kontrole (skupiny Ok). Naopak

normalni skupiny mysi (N1, 2, 3) maji vyssi aktivitu nez kontrolni skupina Nk.
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6.9 AKTIVITA UGT V MIKROSOMECH TENKEHO STREVA

Aktivita UGT v mikrosomech tenkého stfeva u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé dvou nezavislych
experimentll. V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého
vzorku a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 9
a v Obrazku 26.

Tabulka 9: Aktivita enzymu UGT v mikrosomech tenkého stieva u obéznich
a normalnich mys$i po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1

skupiny normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky

01 02 O3 Ok N1 N2 N3 Nk

UGT tenké

stirevo
(nmol/min/mg| 0,38 0,22 0,19 0,27 0,32 0,24 0,46 0,18
proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,01 0,06 0,02 0,05 0,02 0,04 0,04 0,02

0,6
01

0,5 T
02
0,4 I 03
0,3 +— T OK
Ny [,
L 1 N2
01 1 EN3
0 T T T 1 NK

01 02 03 OK N1 N2 N3 NK

Obrazek 26: Aktivita enzymu UGT v mikrosomech tenkého stireva u obéznich
a normdlnich skupin mysi po podani polyfenonu v krmivu
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Z grafu je patrné, ze normalni mysi s ptidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny
N1, 2, 3) maji signifikantn¢ zvysenou aktivitu UGT v tenkém stievé oproti kontrole Nk.
U obéznich mysi signifikantni zména zjiSténa nebyla. Pfi porovnani obéznich
a normalnich mysi je patrna zvySena aktivita UGT u skupin Oz a N3 oproti pfisluSnym

skupinam Nz a Oa.

6.10 AKTIVITA CBR V JATERNIM CYTOSOLU

Aktivita CBR v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi po podavani
polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé¢ dvou nezavislych experimentu.
V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého vzorku
a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10
a v Obrazku 27.

Tabulka 10: Aktivita enzymu CBR v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi po
podavani polyfenonu v krmivu (O12 obézni skupiny mysi, N1 skupiny normalnich

mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky
01 02 O3 Ok N1 N2 N3 Nk

CBR jatra
(nmol/min/mg | 19,9 | 20,6 | 20,3 | 22,8 11,2 15,0 12,0 12,3

proteinu)

Smérodatna
odchylka 0,3 0,6 0,1 0,2 0,4 0,4 0,8 0,6

69



25
T 01
I -

20 T 02
15 | 03
I OK
10 +— mN1
mN2

5 +4
mN3
0 T T NK

(0)} 02 03 OK N1 N2 N3 NK

Obrdazek 27 Aktivita enzymu CBR V jaternim cytosolu u obéznich a normdlnich skupin
mysSi po podani polyfenonu v Krmivu

Z grafu je patrné, Ze obézni mysi s pridavkem polyfenonu v krmivu
(skupiny Og, 2, 3) maji signifikantné snizenou aktivitu jaternich CBR oproti kontrole
(skupiny Ok). U normalnich mysi tento jev pozorovan neni. Pfi porovnani obéznich
a normalnich skupin mysi je patrna signifikantné zvySena aktivita CBR u vSech skupin

O oproti ptislusnym skupinam N.

6.11 AKTIVITACBRV CYTOSOLU TENKEHO STREVA

Aktivita CBR v cytosolu tenkého stfeva u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zékladé¢ dvou nezavislych
experimentll. V kazdém experimentu probihalo vZdy 6 paralelnich méteni u kazdého
vzorku a 2 paralelni méteni u slepych vzorki. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11
a v Obrazku 28.
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Tabulka 11: Aktivita enzymu CBR v cytosolu tenkého stfeva u obéznich a normalnich
myS$i po podavani polyfenonu v krmivu (O12 obézni skupiny mys$i, Nio skupiny

normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky
01 (O] O3 Ok N1 N2 N3 Nk

CBR tenké
stirevo
(nmol/min/mg | 9,2 10,0 9,2 13,2 11,5 17,6 19,6 17,7

proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,5 0,3 0,7 0,2 0,5 0,2 0,3 0,4

25

o1

20 02

I
15 03
+ OK
10 I T I mN1
W N2

5 4

mN3
O T T T 1 NK

N1 N2 N3 NK

01 02 03 OK

Obrazek 28: Aktivita enzymu CBR v cytosolu tenkého streva u obéznich a normdlnich
skupin mysi po podani polyfenonu v krmivu

Zgrafu je patrné, ze obézni mysi spiidavkem polyfenonu v krmivu
(skupiny Og, 2, 3) maji snizenou aktivitu CBR v tenkém stfevé oproti kontrole Ok.
U skupin normdlnich myS$i tento jev pozorovadn neni. Pii porovnani obéznich
a normalnich mysi je patrnd signifikantné sniZend aktivita CBR u vSech skupin

O oproti pfislusnym skupinam N.
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6.12 AKTIVITA AKR1A1 V JATERNIM CYTOSOLU

Aktivita AKR1AL v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi po podavani
polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé tii nezavislych experimenti. V kazdém
experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méteni u kazdého vzorku a 2 paralelni méteni

u slepych vzorku. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 12 a v Obrazku 29.

Tabulka 12: Aktivita enzymu AKR1A1 v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1-2 skupiny normalnich

mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky
o] O] O3 Ok N1 N2 N3 Nk

AKR1Al
jatra
(nmol/min/mg| 3,4 3.4 4,0 4,3 3,5 3,4 3,3 3,6

proteinu)

Smérodatna
odchylka 0,7 0,6 0,8 0,7 0,6 0,5 0,5 0,6

o1

T 02

mN1
2 i —

mN2
11 m N3
0 T T T T T T T 1 NK

01 02 03 OK N1 N2 N3 NK

Obrazek 29: Aktivita enzymu AKR1AL v jaternim cytosolu u obéznich a normdlnich
skupin mysi po podani polyfenonu v Krmivu
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Z grafu je patrné, ze mysi s pridavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3) maji
signifikantn¢ snizenou aktivitu jaternich AKRI1A1 oproti kontrole (skupiny K).
Pii porovnani obéznich a normalnich skupin mys$i neni patrna signifikantni zména

aktivit AKR1AL u vSech skupin O oproti pfisluSnym skupinam N.

6.13 AKTIVITA AKR1A1 V CYTOSOLU TENKEHO STREVA

Aktivita AKR1A1 v cytosolu tenkého stieva u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zdklad¢ tii nezavislych
experimentll. V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého
vzorku a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 13
a v Obrazku 30.

Tabulka 13: Aktivita enzymu AKR1Al v cytosolu tenkého stieva u obéznich
a normalnich mys$i po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1

skupiny normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podévani polyfenonu)

Vysledky
O] 02 O3 Ok N1 N2 N3 Nk

AKR1A1
tenké stirevo
(nmol/min/mg | 1,9 1,7 1,9 2,0 2,2 2,2 1,7 2,4

proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,1 0,3 0,1
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Obrazek 30: Aktivita enzymu AKR1A1l vV cytosolu tenkého stieva u obéznich
a normdlnich skupin mysi po podani polyfenonu v krmivu

Z grafu je patrné, ze mysi s ptidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3) maji
snizenou aktivitu AKR1A1 v tenkém stfevé oproti kontrole (skupiny K). Pfi porovnani
obéznich a normalnich skupin mysi je patrna signifikantné snizena aktivita AKR1A1
u vSech skupin O oproti pfisluSnym skupindm N, kromé& skupin Oz a N3, u kterych je

aktivita normalni skupiny sniZena.

6.14 AKTIVITA AKR1C V JATERNIM CYTOSOLU

Aktivita AKR1C v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi po podavani
polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé tii nezavislych experimentti. V kazdém
experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méteni u kazdého vzorku a 2 paralelni méteni

u slepych vzorkt. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14 a v Obrazku 31.
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Tabulka 14: Aktivita enzymu AKR1C v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1-2 skupiny normalnich

mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky
01 (O] O3 Ok N1 N2 N3 Nk

AKRIC jatra
(nmol/min/mg | 4,1 4,3 5,7 4,9 4,5 4,3 3,8 4,2

proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,2 0,3 0,4 0,2 0,02 | 0,02 0,2 0,3

7
6 _ o1
02
> * 03
4 o1 1 I
oK
37 mN1
2 1 mN2
1 — mN3
0 T T T T NK
o1 02 03 oK N1 N2 N3 NK

Obrazek 31: Aktivita enzymu AKR1C v jaternim cytosolu u obéznich a normdalnich
skupin mysi po podani polyfenonu v krmivu

Z grafu je patrné, Zze mysi s piidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3)
nemaji signifikantné zménénou aktivitu jaternich AKR1C oproti kontrole (skupiny K).
Pfi porovnani obéznich a normalnich skupin mysi je patrna signifikantné zvySena
aktivita AKR1C u skupiny obéznich mysi Os oproti ptislusné skupin¢ normalnich mysi
Na.
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6.15 AKTIVITA AKRICV CYTOSOLU TENKEHO STREVA

Aktivita AKR1C v cytosolu tenkého stfeva u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na =ziklad¢ tii nezavislych
experimentt. V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého

vzorku a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15
a v Obrazku 32.

Tabulka 15: Aktivita enzymu AKR1C v cytosolu tenkého stieva u obéznich
a normalnich mys$i po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi, N1

skupiny normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky
01 02 O3 Ok N1 N> N3 Nk

AKR1C
tenké stirevo
(nmol/min/mg| 1,2 1,3 2,8 1,2 2,5 2,2 2,5 2,7

proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,2 0,2 04 0,3 0,2 0,4 0,4 0,2
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Obrazek 32: Aktivita enzymu AKR1C v cytosolu tenkého streva u obéznich
a normalnich skupin mysi po podani polyfenonu v kKrmivu

Z grafu je patrné, ze normalni mySi s pfidavkem polyfenonu v krmivu
(skupiny 1, 2, 3) nemaji signifikantné zménénou aktivitu AKRI1C Vv tenkém stievé
oproti kontrole Nk. Skupina obéznich mysi Oz ma signifikantné zvySenou aktivitu oproti
kontrole Ok. Pii porovnani obéznich a normalnich mysi je patrna sniZzena aktivita
AKR1C u skupin obéznich mysi O oproti pfislusSnym skupindm normalnich mysi N,

kromé skupiny Oz oproti Ns, u které¢ je aktivita obéznich mysi zvysena,

6.16 AKTIVITA AKR1A/1ICV CYTOSOLU JATER

Aktivita AKR1A/1C v cytosolu jater u obéznich a normalnich mysi po podavani
polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé dvou nezavislych experimentu.
V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kaZzdého vzorku
a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny Vv Tabulce 16
a v Obrazku 33.
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Tabulka 16: Aktivita enzymu AKR1A/1C v cytosolu jater u obéznich a normalnich
myS$i po podavani polyfenonu v krmivu (O12 obézni skupiny mys$i, Nio skupiny

normalnich mysi, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podavani polyfenonu)

Vysledky
O1 02 O3 Ok N1 N2 N3 Nk
AKR1A/1C
jatra
(nmol/min/mg | 8,6 9,4 10,3 10,4 8,9 8,9 8,6 9,6
proteinu)
Smérodatna
odchylka 0,01 0,5 0,2 0,3 0,1 0,2 0,2 0,2

12

10 . I o1

02

T
8 1 03
6 — OK

mN1
4 4

mN2
2 1 m N3
0 T T T T T 1 NK

3 OK N1 N2 N3 NK

01 02 0]

Obrazek 33: Aktivita enzymu AKR1A/1C v jaternim cytosolu u obéznich a normdlnich
skupin mysi po podani polyfenonu v krmivu

Z grafu je patrné, ze mysi s ptidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3) maji
mirné sniZzenou aktivitu jaternich AKR1A/1C oproti kontrole (skupiny K).
Pfi porovnani obéznich a normalnich skupin mysi je patrna zvysena aktivita AKR1A/1C
u vSech skupin O oproti piislusSnym skupindm N, kromé skupin O1 a Ni, kde neni
signifikantni rozdil v aktivit¢ AKR1A/1C.
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6.17 AKTIVITA AKR1A/1IC V CYTOSOLU TENKEHO STREVA

Aktivita AKR1A/1C v cytosolu tenkého stieva u obéznich a normalnich mysi
po podavani polyfenonu v krmivu byla stanovena na zakladé¢ dvou nezavislych
experimentll. V kazdém experimentu probihalo vzdy 6 paralelnich méfeni u kazdého
vzorku a 2 paralelni méfeni u slepych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 17
a v Obrazku 34.

Tabulka 17: Aktivita enzymu AKR1A/1C v cytosolu tenkého stfeva u obéznich
a normalnich mysi po podavani polyfenonu v krmivu (O1-2 obézni skupiny mysi,
Ni-2> skupiny normdlnich mys$i, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi bez podévani

polyfenonu)

Vysledky
(o] 02 03 Ok N1 N2 N3 Nk

AKR1A/1C
tenké stirevo
(nmol/min/mg 8,2 8,2 91 9,0 7,5 7,7 7,2 7,8

proteinu)

Smérodatna

odchylka 0,3 0,1 0,1 0,5 0,1 0,1 0,1 0,2

79



12
01

10
T I 02
8 = T 03
6 1— OK
mN1

4 4!
mN2
2 17 EN3
O T T T T T T T 1 NK
01 02 03 OK N1 N2 N3 NK

Obrazek 34: Aktivita enzymu AKR1A/1C v cytosolu tenkého streva u obéznich
a normalnich skupin mysi po podani polyfenonu v krmivu

Z grafu je patrné, ze mysi s piidavkem polyfenonu v krmivu (skupiny 1, 2, 3)
nemaji signifikantné¢ zménénou aktivitu AKR1A/1C v cytosolu tenkého stieva oproti
kontrole (skupiny K). Pii porovnani obéznich a normélnich mysi je patrna zvysena

aktivita AKR1A/1C u vsech skupin O oproti pfislusnym skupinam N.

6.18 DETEKCE PROTEINU CBR V JATERNIM CYTOSOLU

Pro detekci protein enzymu CBR v jaternim cytosolu metodou Western blotting
byla pouzita primarni protilatka typu goat 1:3000 a sekundarni protilatka anti-goat
1:3000. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 18 a v Obrazcich 35 a 36.

Tabulka 18: Mnozstvi proteinu ve vzorku jaterniho cytosolu enzymu CBR (O1-2 obézni
skupiny mys$i, Ni2 skupiny normalnich mys$i, Ok, Nk skupiny kontrolnich mysi

bez podavani polyfenonu)

CBR jatra
Nk Ok N1 N> N3 01 o)) 03
Signal
0,55 | 0,29 0,11 0,48 0,38 | 0,29 | 0,49 | 051
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Obrazek 35: Mnozstvi proteinu V jaternim cytosolu U jednotlivych skupin obéznich a
normalnich mysi enzymu CBR

Z grafu je patrné, ze u obéznich skupin mysi bylo naméfeno vy$$i mnozstvi

proteinu oproti myS$im normalnim, kromé& kontrolnich skupin, u kterych bylo vyssi

mnozstvi proteinu namefeno u mysi normalnich.

Obrdazek 36: Detekce proteinu enzymu CBR Vv jaternim cytosolu, vyznaceny prouzek
odpovida 37 kDa

6.19 DETEKCE PROTEINU UGT V JATERNiICH MIKROSOMECH

Pro detekci proteint enzymu UGT v jaternich mikrosomech metodou Western
blotting byla pouZita primarni protilatka typu rabbit 1:10000 a sekundarni protilatka
anti-rabbit 1:10000. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 19 a v Obrazcich 37 a 38.
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Tabulka 19: Mnozstvi proteinu ve vzorku jaternich mikrosomt enzymu UGT (O13

obézni skupiny, Ni3 normdlni skupiny, Ok, Nk kontrolni skupiny bez podavani

polyfenonu)
UGT jatra
Nk Ok N1 N2 N3 01 02 O3
Signal
0,88 1,50 1,97 2,02 2,11 2,31 2,78 2,07

3
2,5
2
1,5
1 -
0,5
0 T T T T T T T
NK OK N1 N2 N3 o1 02 03

Obrazek 37: Mnozstvi proteinu V jaternich mikrosomech U jednotlivych skupin
obéznich a normalnich mysi enzymu UGT

Z grafu je patrné, ze mnozstvi proteinu je signifikantné vyssi u vSech skupin

obéznich mysi, kromé skupin N3 a Oz, kde neni v mnoZstvi proteinu signifikantni rozdil.

Obrazek 38: Detekce proteinu enzymu UGT V jaternich mikrosomech, vyznaceny
prouzek odpovida 37 kDa
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7. DISKUSE

Zeleny Caj se uziva ve svété jiz dlouha staleti. Je zdrojem mnoha prospéSnych
latek pro nas organismus. Jeho pozitivni vlastnosti mohou byt uzitecné mimo jiné
1 pfi snizovani hmotnosti. Latky obsazené v zeleném c¢aji, naptiklad polyfenoly, ale také
mohou ovliviiovat expresi a aktivitu mnoha enzymu.

Cilem této prace bylo zjistit, zda a jakym zptsobem ovliviiuje podavani vytazku
ze zeleného Caje (polyfenonu) v krmivu vybrané biotransformacni enzymy a zda jsou
tyto enzymy ovlivnény rozdilné u normalnich a obéznich mysi. Také bylo studovano,
jaky vliv ma samotna obezita na expresi a aktivitu téchto enzym.

Bylo sledovano celkem osm skupin mysi. Polovinu skupin tvofily mysi samci
s navozenou obezitou. Polyfenon v krmivu byl podavan Sesti mys$im skupinam. Jedna
skupina my$i normélnich a jedna skupina mysi obéznich byly ponechany jako skupiny
kontrolni, bez podévani polyfenonu v krmivu. Koncentrace polyfenonu a délka jeho
podavani je uvedena v popisu vysledk.

U mysi bylo méfeno primémé mnoZstvi sezraného krmiva béhem ctyf tydnt.
V pribchu této doby byl do krmiva vybranym skupindm mysi pfidavan polyfenon.
Tento parametr neni uveden pro skupiny Oz a Nas, protoze témto skupinam byl
polyfenon do krmiva piidavan pouze tii dny a tak by tato hodnota nebyla relevantni.
Jak bylo predpokladano, vyssi primérné mnozstvi sezraného krmiva bylo naméteno
u normalnich skupin mysi. Dle Maletinské et al. 2006; MatySkové et al. 2008 maji
obézni mysSi zpomaleny metabolismus a pfijimaji méné potravy. Pfi porovnani
jednotlivych skupin mysi maji skupiny Oz a N2 oproti ostatnim skupindm mirné€ sniZzen
pfijem potravy. Tyto skupiny mysi pfijimaly potravu s 0,01 % polyfenonem. NiZsi
koncentrace polyfenonu v krmivu tedy nejvice snizila pfijem potravy u mysi bez vlivu
obezity.

V zévislosti na poddvaném krmivu byla u mysi také méfena jejich primérna
hmotnost. Tento parametr chybi opét u skupin O3 a Ns. Vzhledem k tfidennimu
podavani potravy s pfidanym polyfenonem se u téchto skupin vyrazné zmény
nepfedpokladaly. Na zacatku experimentu mély obézni skupiny mys$i v priméru o 16 g
vys$8i hmotnost nez skupiny normalnich mysi. Na konci experimentu se hmotnost snizila

u vSech skupin. Obézni skupiny mySi mély hmotnost v priméru o 15 g vyssi
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nez skupiny normalni. V porovnani s kontrolnimi skupinami nedoslo u mysi krmenych
polyfenonem K vyznamnému snizeni hmotnosti. Z téchto hodnot lze ptedpokladat,
ze polyfenon v krmivu nemél vliv na snizeni hmotnosti mysi. Pfedpokladem snizeni
hmotnosti je tedy spiSe vyssi vék subjektli, osm mésic.

Mysim byl také proveden rozbor krevni plazmy. Méteny byly hodnoty glukosy,
celkového cholesterolu, LDL a HDL cholesterolu, triacylglycerolii, indexu
ater. Klimov, inzulinu, leptinu a HOMA, coz je tzv. homeostasis model assessment,
ktery udava procentudlni hodnoty funkce beta bunck pankreatu a jejich citlivosti

k inzulinu. (pfevzato z https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/) Index ater. Klimov je

cholesterolovy koeficient aterogeneze navrzeny Klimovem. Vypocita se z celkového
cholesterolu a mnozstvi cholesterolu v HDLP, pro jeho vypocet byl stanoven vzorec
Ka,ch =(Cehytot - Cehndip)/Cehndip. Pokud je hodnota indexu < 3, riziko aterosklerozy je
malé. (Sokolov 1994)

U obéznich skupin mysi byly naméfeny signifikantné zvysené hodnoty inzulinu,
leptinu i HOMA. Tyto hodnoty odpovidaji rozvinuté leptinové i inzulinové resistenci
u obéznich mys$i. Pro nd$ experiment byli vybrani pouze mySi samci pravé
pro pravdépodobnéjsi vznik leptinové i inzulinové resistence (Maletinska et al. 2006;
Matyskova et al. 2008). Pfi porovnani hodnot glukosy neni patrny signifikantni rozdil
mezi obéznimi a normalnimi skupinami mys$i. U hodnot cholesterolu (celkovy, LDL,
HDL a triacylglyceroly) jsou jiz rozdily patrné. Hodnoty celkového, LDL i HDL
cholesterolu jsou aZ na vyjimky vyssi u obéznich skupin mysi. Vyjimkou jsou skupiny
O3 a N3, u kterych jsou hodnoty vyssi u normalni skupiny mysi. Tyto hodnoty se mohly
sniZit u obéznich mysi vyssim piisobenim kratkodobé podavaného polyfenonu. Patrné je
také vysSi snizeni cholesterolii oproti kontrole u skupin mysi, kterym byl podavéan
polyfenon v koncentraci 0,1 % (O1, N1 a Oz svyjimkou Ns). Tato koncentrace
polyfenonu pravdépodobné pomohla sniZit hodnotu celkového a LDL cholesterolu
v plazmé. Naopak zvySeni HDL cholesterolu po uzivani polyfenonu se neprokazalo.
Nékteré vyzkumy vSak tvrdi, Ze pravidelné podavani vytazki ze zeleného ¢aje hodnoty
LDL cholesterolu snizuje a HDL cholesterol zvySuje. (Cabrera et al. 2005)

Ze subcelularnich frakci homogenatu jater a tenkého stifeva byla nasledné méfena
aktivita vybranych biotransformacnich enzymii u jednotlivych skupin mysi.
Z biotransformacnich enzymG prvni faze byly studovany CBR a tfi typy
aldoketoreduktas, AKR1A1l, AKR1C a AKR1A/1C. Z konjugacnich enzymi byly
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zkoumany GST a UGT. Aktivita téchto enzymil byla vztaZzena na mg proteinu, a proto
bylo nutné stanovit koncentrace proteinu v cytosolu a mikrosomech homogenatu jater
a tenkého stfeva. Mezi obéznimi a normdalnimi skupinami myS$i ani v porovnani
s kontrolnimi  skupinami mysi nebyl zjiStén signifikantni rozdil v hodnotach
koncentrace proteinu. Z toho vyplyva, Zze podavani polyfenonu ani obezita neméni
mnozstvi proteind.

U vSech enzymt krom¢ enzymu CBR (kde byly hodnoty srovnatelné) byly
naméfeny vySSi hodnoty aktivit v homogenatu jater oproti tenkému stievu,
coz odpovida biologickému potencidlu jater. Pfi porovnani aktivit enzymu GST byla
aktivita niz8$i u vSech obéznich skupin mysi v cytosolu jater i tenkého stfeva oproti
skupinam normalnim (kromé skupiny N1 Vv cytosolu tenkého stieva). Mysi s piidavkem
polyfenonu v krmivu nemaji signifikantné zménénou aktivitu GST oproti kontrolnim
skupinam. Snizeni aktivity GST v cytosolu jater bylo zpisobeno pravdépodobné
obezitou a nikoli polyfenonem. Aktivita GST v cytosolu tenkého stieva nebyla obezitou
signifikantné ovlivnéna.

Aktivita enzymu UGT byla méfena v mikrosomalnich frakcich jater a tenkého
stfeva. Jeho aktivita u obéznich skupin mysi je signifikantné zvySena oproti skupinam
my$i normalnich. Pfi porovnani obéznich skupin s kontrolni skupinou Ok neni aktivita
signifikantné¢ zménéna. Naopak pokud porovname normalni skupiny mysi s kontrolou,
aktivita v kontrolni skupiné Nk je snizena. Z vysledkt vyplyva, ze signifikantné vyrazné
vyssi aktivita obéznich skupin mysi je pravdépodobné zpiisobena obezitou, ale protoze
i normalni skupiny mysi, kterym byl podavan polyfenon, maji oproti kontrole aktivitu
zvySenou, je pravdépodobné, ze polyfenon aktivitu UGT v jaternich mikrosomech
zvySuje. Pii porovnani aktivity UGT vV tenkém stfev€ nenalezneme signifikantné
zménénou aktivitu ani v porovnani s kontrolnimi skupinami, ani v porovnani obéznich
skupin mysi se skupinami mys$i normalnich. Za zminku stoji porovnani aktivit skupin
Os a N3. Vyrazné vyssi aktivita normalni skupiny pravdépodobné urcuje vyssi citlivost
tkani ke téi dny podavanému polyfenonu, nez je tomu u skupiny obéznich mysi.

Dalsim méfenym byl enzym CBR. U tohoto enzymu pozorujeme opacny Uc¢inek
obezity v jatrech a tenkém stfevé. V jatrech maji obézni skupiny mysi signifikantné
zvySenou aktivitu, naopak v tenkém stfeveé je aktivita obéznich mysi sniZena oproti
normalnim skupindm mysi. Ve stievech i jatrech je mozno zpozorovat mirné sniZzenou

aktivitu obéznich skupin mysi, kterym byl podavan polyfenon (O1,23) oproti kontrole
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Ok. SniZenad aktivita je pravdépodobné zpiisobena inhibi¢nim vlivem polyfenonu
na tento enzym. Tento inhibi¢ni vliv by mohl byt vypozorovan i u skupin N1 a Ns. Tyto
skupiny dostavaly krmivo s 0,1 % polyfenonem. V tenkém stfevé se ale
tfidenni podavani (skupina N3) jiz inhibicnim uc¢inkem neprojevilo. To je nejspise
zpusobeno vyssi aktivitou enzymu v jatrech oproti tenkému stievu.

Meteny byly také tfi typy aldoketoreduktas v cytosolu jater a tenkého steva.
Jejich spole¢nym znakem je zvySena aktivita enzymi u skupin O3z oproti pfislusSnym
skupindm Ns. U nékterych méfeni je tento rozdil signifikantné znatelny, naptiklad
u enzymu AKR1C v homogenatu jater i tenkého stieva. Tento jev muize byt zplisoben
vyssi citlivosti obéznich mysi k polyfenonu nez mys$i normalnich. Je pravdépodobné,
ze kratkodobé (ttidenni) podévani polyfenonu zvysuje aktivitu méfené AKR1C. Naopak
u AKR1A1l mlzeme pozorovat ve vSech skupiniach mysi podobny tcinek polyfenonu
jako u enzymu CBR. Aktivita vSech skupin, jimz byl podavan polyfenon je oproti
kontrolnim skupindm sniZena, coz je zpisobeno pravdépodobné nasledkem inhibi¢niho
vlivu polyfenonu na aktivitu AKR1A1. Tento jev mizeme pozorovat také v cytosolu
jater u enzymu AKR1A/1C. V tenkém stievé jiz inhibi¢ni u¢inek tak piesved¢ivy neni.
U tohoto enzymu je dobie pozorovatelny vliv obezity zvySujici jeho aktivitu ve frakcich
jater i tenkého stfeva.

Z vyse uvedeného je patrné, Zze aktivity jednotlivych enzyml byly ovlivnény
jak stavem obezity, tak také poddvanim polyfenonu v krmivu. Jednotlivé enzymy byly
ovlivnény rozdilné. Zda enzymy ovlivnila spiSe pfitomnost obezity, u které¢ je zndmé,
ze je schopna ovlivnit mnoho dé€ji v organismu, jak uvadi naptiklad Lin et al. 2005,
¢i vytazek ze zeleného cCaje polyfenon, ktery miiZze naptiklad interagovat s nékterymi
léky ¢i potravou (Liibeck 2007) neni jisté. Pravdépodobné je aktivita enzymi ovlivnéna
kombinaci téchto prostredkd.

Nasledné bylo metodou Western blotting méfeno mnozstvi proteinu CBR a UGT
V jaternich frakcich. Nejvy$§i mnozstvi enzymu CBR v jaternim cytosolu bylo
zaznamenano U skupiny Nk, naopak nejniz$i mnozstvi bylo naméfeno u skupiny Ni.
Pfi porovnani normalnich a obéznich skupin mysi krmenych polyfenonem bylo vyssi
mnozstvi CBR naméfeno u obéznich skupin mySi. U skupin kontrolnich, které
nedostavaly polyfenon, bylo naopak mnozstvi CBR vys$s§i u myS$i normélnich nez u mysi

obéznich.
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Enzym UGT byl stanovovan v mikrosomalnich frakcich jater. Vyssi mnozstvi
UGT bylo zjisténo u obéznich skupin mysi oproti skupindm myS$i normadlnich.
Pfi porovnani s kontrolnimi skupinami (Ok a Nk) byla hodnota tohoto proteinu vyssi
u vSech skupin mysi, jimz byl podavan polyfenon. Polyfenon tedy zvySuje mnozstvi
proteinu UGT v jatrech mysi.

Vysledky této prace ukazuji, ze zeleny ¢aj mize v organismu ovliviiovat aktivitu
a expresi ruznych enzymu. Také bylo zjiSt€no, ze 1 sama obezita ovliviluje expresi
biotransformacnich enzymu. Pravé spojeni obézniho organismu s vytazkem ze zeleného
Caje ovlivni enzymy v organismu znatelnéji nez jen pusobeni jednoho faktoru.
Z vysledku vyplyva, ze zeleny ¢aj v dlouhodobém podani metabolismus xenobiotik
nezrychli, spiSe naopak nékterym enzymiim aktivitu mirn€ snizi. Pro snizovani obezity
muze byt vyznamny napiiklad inhibi¢ni vliv zeleného caje na nékteré lipazy
(Cabrera et al. 2006) Také bylo pozorovano snizeni LDL cholesterolu pfi podavani
polyfenonu v koncentraci 0,1 % (Cabrera et al. 2006)
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8. ZAVER

Ttidenni podévani polyfenonu v koncentraci 0,1 % obéznim skupindm mysi
signifikantné zvysilo aktivitu enzymu AKR1C v cytosolu jater i tenkého stieva.
Polyfenon podavany 28 dni v koncentraci 0,1 % snizoval aktivity enzymt CBR,
AKR1A1 a AKR1A/1C. Polyfenon také zvySuje aktivitu jaternich UGT.

Obézni mysSi vykazovaly vyssi aktivitu enzyml v jaternich UGT, CBR
a AKR1A/1C v homogenatu jater i tenkého stfeva, naopak nizsi aktivita byla
naméfena u enzymit GST v homogenatu jater a u enzymu CBR v homogenatu

tenkého stfeva oproti aktivitam u normalnich skupin mysi.
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9. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Jana Skorkovska
Skolitel: Prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: VIiv polyfenonu na vybrané biotransformaéni

enzymy u mysSi

Zeleny caj se ve svété uziva jiz dlouha stoleti. Mezi hlavni latky v zeleném caji
patii polyfenolové slouceniny, naptiklad katechiny. V posledni dobé¢ jsou intenzivné
studovany mozné pozitivni ucinky zeleného caje a jeho obsahovych latek
na organismus. Mezi tyto u€inky patii i mozné snizeni obezity a patologickych stavl
souvisejicich s obezitou.

Cilem této diplomové prace bylo studovat vliv podavani extraktu ze zeleného caje
(polyfenonu) na aktivitu a expresi vybranych biotransformaénich enzymt u normalnich
a obéznich mysi. Méfeni byla provedena Vv subcelularnich frakcich homogenatu jater
a tenkého stfeva mySich samci. Z 8 experimentalnich skupin byly dvé skupiny
kontrolni (skupina normalnich a obéznich mysi bez podavani polyfenonu). Tiem
skupinam normalnich mysi a tfem skupinam obéznich mysi by podavan polyfenon
v krmivu v délce 3 nebo 28 dni ve dvou rozdilnych koncentracich (0,1 a 0,01 %).

Vysledky ukazaly, ze tfidenni podavani polyfenonu (v koncentraci 0,1 % v diet¢)
signifikantné zvysilo aktivitu enzymu AKRIC u obéznich mysi. Polyfenon podavany
28 dni v koncentraci 0,1 % snizuje aktivity enzymi CBR, AKR1A1 a AKRI1A/IC.

Polyfenon v koncentraci 0,01 % signifikantné neméni aktivity enzym1.
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10. ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical sciences

Candidate: Jana Skorkovska
Supervisor: Prof. RNDr. Lenka Skélova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Effect of polyphenon on selected biotransformation

enzymes in mice

The green tee has been used in the world for centuries. Main substances in green
tee include polyphenol compounds, for example catechines. Lately, possible positive
effects of green tea and its substances on organisms have been studied intensively.
Reduction of obesity and obesity related pathological conditions belongs among these
effects.

The aim of this diploma thesis was to study the effects of green tee abstracts
(polyphenon) on activity and expression of selected biotransformational enzymes
in normal and in obese mice. Measuring was performed in subcellular fractions of liver
and small intestine homogenates of male mice. Out of 8 experimental groups two were
the control groups (a group of normal and a group of obese mice who had not
polyphenon in diet). Three groups of normal mice and three groups of obese mice were
fed (over 3 or 28 days) with diet containing polyphenon in two different concentrations
(0,1 and 0,01 %).

Results showed that three-day administration of polyphenon (0,1 % concentration
in diet) significantly increased the activity of AKR1C enzyme in obese mice.
Polyphenon administered for 28 days in 0,1 % concentration decreases activities
of CBR, AKR1A1 and AKR1A/1C enzymes. Polyphenon in 0,01 % concentration

doesn 't significantly change any enzyme activity.
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11. POUZITE ZKRATKY

e ACE
e AKR
e APS
e ARC
e BCA
e bis AA
e BMI
e BSA
e CBR
e COMT
e DMSO
e DNA
e DTT
e EC

e ECG
e EDTA
e EGC
e EGCG
e EGTA
e GHRH
e GSH
o GST
e GST-CDNB
e HDL
o HIV

e HOMA
e IgE

e IMAO

Absorbance

Akrylamid
Angiotenzin-konvertujici enzym
Aldoketoreduktasa

Persiran amonny

Nucleus arcuatus hypothalami
Bicinchoninic acid

Bis akrylamid

Body mass index

Sérovy albumin
Karbonylreduktasa
Katechol-O-methyltranferasa
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina
Dithiotreitol

Epikatechin

Epikatechin galat
Ethylenediaminetetraacetic acid
Epigallokatechin
Epigalokatechin galat

Ethylene glycol tetraacetic acid
Somatoliberin

Glutathion
Glutathion-S-transferasa

GST- chlorodinitrobenzen

High density lipoproteins
Human immunodeficiency virus
Homeostasis model assesment
Imunoglobulin E

Inhibitory monoaminooxidasy
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LDL Low density lipoproteins

MSG Monosodium glutamat

N Normalni mysi

NADP* Oxidovana forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NADPH Redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
O Obézni mysi

PBS Fosfatovy pufr

PMSF Fenylmethansulfonylfluorid

ROS Reaktivni formy kysliku

SDS Sodium dodecyl sulfate

T Eliminac¢ni poloCas

TBST Tris pufr obsahujici chlorid sodny a Tween 20

TCA Trichloroctova kyselina

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminoethan

U Jednotka enzymové aktivity

UDP-GA UDP-glukuronova kyselina

UGT UDP-glukuronosyl transferasa

uv Ultrafialové zareni

3 Molarni extink¢ni koeficient
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