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Abstrakt 

 Cílem této práce bylo porovnání účinku vybraných přírodních látek na antioxidační 

obranný systém organismu za srovnatelných podmínek se zvláštním zaměřením na 

ovlivnění aktivity selenoenzymů thioredoxin reduktasy (TrxR-1) a glutathion peroxidasy 

(GPx-1). Pokusy byly prováděny na potkanech (kmen Wistar, samci). Ve všech pokusech 

byla odebírána játra, v některých i ledviny. Z odebraných orgánů byly vytvořeny tkáňové 

homogenáty a v nich byla následně stanovována aktivita TrxR-1 a GPx-1, glutathion 

reduktasy (GR), katalasy (CAT) a superoxid dismutasy (SOD) a hladina redukovaného 

glutathionu (GSH) a hladina peroxidace lipidů (LP). 

 Prokázali jsme významný vliv vybraných přírodních látek na redox-systém včetně 

ovlivnění selenoenzymů TrxR-1 a GPx-1. Největší vliv na aktivitu selenoenzymů TrxR-1 a 

GPx-1 měl oleuropein (OLEU) a hydroxytyrosol (HT). V jaterní tkáni potkana došlo po 

podání těchto látek k výraznému snížení aktivity u obou uvedených enzymů, ve tkáni 

ledvin došlo pouze ke snížení aktivity GPx-1. Aktivita TrxR-1 byla snížena resveratrolem 

(RSV) v jaterní tkáni potkana a myricetinem (MYR) v jaterní i ledvinové tkáni potkana. 

GPx-1 byla v jaterní tkáni potkana snížena všemi uvedenými polyfenoly červeného vína 

(resveratrol, myricetin, quercetin a epicatechin), v ledvinové tkáni pouze MYR, 

quercetinem (QUE) a epicatechinem (EPI). Látky naringin (NAR), naringenin (NRG), 

hesperidin (HSP) a hesperetin (HST) neovlivnily aktivitu TrxR-1 v jaterní tkáni potkana. 

Aktivita GPx-1 byla navýšena NAR a NRG v jaterní tkáni potkana. Zajímavým zjištěním 

byl pozitivní vliv těchto látek na hladinu GSH v jaterní tkáni potkana. Hladina GSH byla 

navýšena HST, NAR a NRG. Významný vliv na aktivitu enzymů TrxR-1 a GPx-1 měl 

melatonin (ME), který aktivitu obou enzymů navýšil. Sledovali jsme vliv železa (Fe) na 

oxidační stres a jeho ovlivnění premedikací vybranými látkami (deferipron, naringin, 

naringenin, myricetin a quercetin). Aktivita GPx-1 byla železitými ionty indukována. Toto 

navýšení bylo premedikací deferipronem (L1), QUE a NAR sníženo na kontrolní hladinu. 

Aplikace MYR naopak toto navýšení ještě podpořila. Aktivita TrxR-1 byla taktéž navýšena 

aplikací železitými ionty. Toto navýšení bylo premedikací L1 a QUE sníženo na kontrolní 

hladinu. V případě aplikace pouze uvedených látek, tedy bez následné aplikace železitých 

iontů, byla aktivita GPx-1 signifikantně snížena a aktivita TrxR-1 zvýšena všemi 

uvedenými látkami.  

 Některá naše zjištění jsou prvotní a originální (OLEU, HT, ME). Jsou tedy vhodná 

pro budoucí studium. 



  

 

Summary  

 The aim of this study was to compare the effects of selected natural substances on 

the antioxidant defense system under comparable conditions, focusing on influencing the 

activity of selenoenzymes thioredoxin reductase (TrxR-1) and glutathione peroxidase 

(GPx-1). Experiments were performed in rats (Wistar, male). Livers, and kidneys were 

collected in experiments. Homogenates were created from the collected organs and 

subsequently the activity of TrxR-1 and GPx-1, glutathione reductase (GR), catalase 

(CAT) and superoxide dismutase (SOD), and reduced glutathione (GSH) and lipid 

peroxidation (LP) levels were determined. We demonstrated significant effects of selected 

natural substances on the redox system, including influences of selenoenzymes TrxR-1 and 

GPx-1. The biggest influence on the activity of selenoenzymes TrxR-1 and GPx-1 had 

oleuropein (OLEU) and hydroxytyrosol (HT). In rat liver tissue there was a significant 

decrease of the activity of both above mentioned enzymes after administration of these 

agents, however in kidney tissue only the GPx-1 activity was reduced. The TrxR-1 activity 

was reduced by resveratrol (RSV) in rat liver tissue and by myricetin (MYR) in rat liver 

and kidney tissue. GPx-1 was reduced in the liver tissue of rats by all of the above 

mentioned red wine polyphenols and in kidney tissue only by MYR, quercetin (QUE) and 

epicatechin (EPI). The substances naringin (NAR), naringenin (NRG), hesperidin (HSP) 

and hesperetin (HST) did not affect the TrxR-1 activity in rat liver tissue. The GPx-1 

activity was increased by NAR and NRG in rat liver tissue. An interesting finding was the 

positive influence of these substances on the GSH level in rat liver tissue. The GSH level 

was increased through HST, NAR and NRG. Melatonin (ME) had a significant effect on 

the activity of enzymes TrxR-1 and GPx-1, and increased the activity of both enzymes. We 

investigated the effect of iron on oxidative stress and its effect on selected pretreatment 

agents (deferiprone, naringin, naringenin, myricetin and quercetin). The GPx-1 activity 

was induced by ferric (FeIII) ions. This increase was reduced by pretreatment of 

deferiprone (L1), QUE and NAR to the control level. On the contrary, the application of 

MYR supported this increase. The TrxR-1 activity was also increased by application of 

ferric (FeIII) ions. This increase was reduced by the pretreatment of L1 and QUE to the 

control level. In case of application of the above mentioned substances only, without 

subsequent application of ferric (FeIII) ions, the GPx-1 activity was significantly reduced 

and the TrxR-1 activity increased by all of these substances. Some of our findings are the 

first in the field (OLEU, HT, ME) and are therefore suitable for future studies.



  

 

Anotace 
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 Seznam použitých zkratek 
 

AAS Atomová absorpční spektrometrie 

Asn asparagin 

b.w. body weight = hmotnost 

CAT katalasa 

CCl4 tetrachlormethan, chlorid uhličitý 

Cd kadmium 

CdCl2 chlorid kademnatý 

Cys cystein 

DTNB 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoová) kyselina, Ellmanovo činidlo 

EPI epicatechin 

FAD flavinadenindinukleotid 

Fe železo 

FeIII železitý kation 

Gly glycin 

GPx glutathion peroxidasa 

GR glutathion reduktasa 

GSH redukovaný glutathion 

GSSG oxidovaný glutathion 

H2O2 peroxid vodíku 

HSP hesperidin 

HST hesperetin 

HT hydroxytyrosol 

I.N.T. 2-(4-iodfenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazol chlorid 

i.p. intra peritoneum 

IARC International Agency for Research on Cancer 

L1 deferipron 

LP peroxidace lipidů 

Lys lysin 

MDA malondialdehyd 

ME melatonin 

MYR myricetin 

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid 



  

 

NADH redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NADP+ nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NADPH redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NAR naringin 

NRG naringenin 

OLEU oleuropein 

p.o. per os 

Pro prolin 

Pt platina 

QUE quercetin 

RSV resveratrol 

s.c. sub cutaneous 

SD směrodatná odchylka 

Se selen 

SeCys selenocystein 

SOD superoxid dismutasa 

TBA kyselina thiobarbiturová 

TNB 5-thio-2-nitrobenzoová kyselina 

Trp tryptofan 

Trx thioredoxin 

TrxR thioredoxin reduktasa 

Val valin 

WHO World Health Organisation 
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1 Současný stav problematiky 

 

1.1 Oxidační stres 

 

Život není možný bez kyslíku a okysličování (oxidace). Jako vedlejší produkt 

oxidace a látkové výměny se tvoří tzv. volné radikály, které intenzivně chemicky reagují   

s molekulami tkání, jejichž funkce a integrita je tím narušena. Za normálních okolností by 

měla být tvorba kyslíkových radikálů a jejich odstraňování v rovnováze. Situace, kdy si 

organismus nemůže vlastními silami poradit s odstraněním radikálů a dalších škodlivin      

z nich vzniklých, se nazývá oxidační stres.  

Oxidační stres se podílí na celé řadě nežádoucích stavů, nemocí a celkového 

poškození tkání. Například předčasné stárnutí, infarkt myokardu a iktus, stařecká porucha 

zraku, bolesti a záněty kloubů, špatné hojení ran, maligní nádory, poškození plodu, 

poruchy imunity provázející diabetes, atd.  

Na vzniku oxidačního stresu se v našem prostředí podílí cigaretový kouř, výfukové 

plyny a další znečistění životního prostředí, nadměrná psychická a fyzická zátěž, alkohol, 

ultrafialové a radiační záření a některé léky (Halliwell, 2011). 

 

1.2 Volné radikály 

 

V organismu živočichů neustále vznikají částice, které pro organismus představují 

potenciální nebezpečí. Tyto částice, nazývané volné radikály, obsahují ve své valenční 

vrstvě nepárový elektron. Radikály se snaží nepárový elektron doplnit a bývají proto velmi 

reaktivní. Tvoří se v organismu během látkové přeměny či obraně před bakteriemi a 

vlivem ultrafialového a ionizačního záření.  

Jedná se o sloučeniny kyslíku - kyslíkové radikály (superoxid – O2
-
, hydroxylový 

radikál – HO
-
, peroxyl – ROO

-
, alkoxyl – RO

-
, hydroperoxyl – HO2

-
) a sloučeniny dusíku – 

dusíkové radikály (oxid dusnatý – NO
-
, oxid dusičitý – NO2

-
). Odnímáním nebo 

přijímáním elektronu dalšími molekulami dochází k tvorbě dalších reaktivních částic. 

Radikálová reakce pokračuje za vzniku dalších toxických produktů. Terminace (ukončení) 

radikálových reakcí nastane při setkání dvou molekul s nepárovými elektrony. Volné 
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radikály tak mohou poškodit buňky (poškození se týká DNA, povrchových membrán 

buněk i vnitrobuněčných struktur včetně buněčných jader), oslabit imunitní systém a 

napomáhat tak ke vzniku řady onemocnění. Zvyšuje se nebezpečí vzniku maligního bujení. 

Látky, které mají schopnost nadbytečné volné radikály eliminovat, se nazývají 

antioxidanty. 

Volné radikály jsou běžnou součástí organismu. K intenzivnější tvorbě volných 

radikálů dochází vlivem nemocí, psychickou a fyzickou zátěží, kouřením, špatnou 

životosprávou či znečištěním životního prostředí. (Halliwell, 2011). 

Jedním z průvodních jevů stárnutí je zvýšená tvorba volných radikálů a zároveň 

snížení schopnosti jejich eliminace, což vede nejen ke změně vazivové tkáně, ale i k poruše 

pružnosti vaziva a vzniku vrásek. Ke změnám však dochází i ve vnitřních orgánech, ve 

šlachách, svalech a cévách. Vliv volných radikálů přináší rychlejší opotřebování tělních 

buněk (Halliwell, 2011). 

 

1.3 Antioxidanty 

 

Antioxidanty jsou všechny látky, které jsou schopné zachytit především volné 

radikály kyslíku a včas s nimi reagovat na neškodné sloučeniny, čímž brání oxidačnímu 

poškození. Používají se nejen v medicíně na ochranu našeho zdraví, ale i v potravinářství  

k ochraně potravin. Obecně, látky likvidující volné radikály všeho druhu, se nazývají 

zhášeči či zametači volných radikálů.  

 

Antioxidanty se rozdělují na enzymatické a neenzymatické.  

 Enzymatické antioxidanty jsou enzymy, které katalyzují reakce, při nichž dochází        

k vychytávání volných radikálů v organismu. Mezi tyto enzymy patří superoxid 

dismutasa, katalasa, glutathion reduktasa a v neposlední řadě selenoenzymy glutathion 

peroxidasa a thioredoxin reduktasa (Jurczuk et al., 2004, Lu and Holmgren, 2009). 

 

 Neenzymatické antioxidanty lze dále dělit na přirozené (přirozeně se vyskytující          

v přírodě nebo dané potravině) a syntetizované (laboratorně vytvořené, tedy bez 

výskytu v přírodě). Většinou se upřednostňuje skupina přírodních antioxidantů. 

Aktuální výzkumy však ukazují, že používání umělých antioxidantů, je relativně 
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neškodné. Na druhou stranu, výzkumy dlouhodobého (celoživotního) užívání 

syntetických antioxidantů, zatím, dokončeny nejsou. Mezi neenzymatické antioxidanty 

patří například vitamín A a provitamín A, vitamín C, E a K, koenzym Q10, glutathion, 

bilirubin či flavonoidy a další (Jurczuk et al., 2004, Weinbrenner et al., 2004). 
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2 Předmět studia této práce 

 

2.1 Selenoenzymy 

 

V našich pokusech se zabýváme především ovlivněním selenoenzymů přírodními 

látkami a dále pak ovlivněním dalších ukazatelů oxidačního stresu. 

 

Selen je pro organismus jedním z velmi potřebných stopových prvků. Jeho účinek 

zasahuje do mnoha fyziologických i biochemických pochodů v živých organismech. 

V posledních dvou desetiletích znalosti o tomto prvku značně vzrostly a tento 

zájem je dále podporován objevem nových selenoproteinů. Všechny funkce těchto 

selenoproteinů nejsou ještě plně známy, nyní ale víme, že selen je důležitý pro prevenci 

některých nádorových a kardiovaskulárních onemocnění, imunitní funkce a plodnost. Ve 

formě enzymů je jednou z nejaktivnějších složek antioxidační a antiradikálové ochrany 

organismu (Lu and Holmgren, 2009).  

Selen je v nízkých dávkách esenciální prvek, ale ve vysokých dávkách je toxický. 

Jeho příjem závisí především na obsahu selenu v půdě. Od obsahu selenu v půdě se odvíjí 

jeho koncentrace v rostlinných pletivech a živočišných tkáních. Existují značné 

geografické rozdíly v množství selenu v půdě. Česká republika patří mezi oblasti                

s poměrně nízkým obsahem selenu v půdě. S velkým deficitem selenu v půdě se potýkají 

např. Švédsko a ostatní země Skandinávie. 

Kromě selenu působí jako antioxidanty i vitamíny A, C, E. Jejich nedostatek se dá 

selenem částečně kompenzovat. Selen se díky vazbě na bílkoviny nevstřebává tak rychle 

jako ostatní antioxidanty. Kromě toho má asi 1000x větší účinnost než vitamín E. 

Selen se v selenoproteinech vyskytuje ve formě selenocysteinu, který má obdobnou 

strukturu jako cystein, kde je atom síry nahrazen atomem selenu. Oxidačním produktem 

selenocysteinu je selenocystin, ve kterém se dvě -SeH skupiny přemění na jednu skupinu  

-Se-Se- (Obrázek 1, str. 14). V těle je selenocystin metabolizován na selenocystein. 

Selenocystein je jediná sloučenina selenu, která je součástí účinných selenoenzymů 

(Selenius et al., 2010).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Selenius%20M%22%5BAuthor%5D
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Obrázek 1 – Oxidací selenocysteinu (vlevo) vzniká selenocystin (vpravo) 

 

Selen je důležitou součástí antioxidačních enzymů, které chrání buňku proti účinku 

volných radikálů. V současné době je identifikováno přibližně 18 odlišných savčích 

selenoenzymů a selenoproteinů. Předpokládá se, že počet selenoproteinů v těle vyšších 

živočichů je 30 - 50, z čehož vyplývá, že umíme identifikovat pouze polovinu. 

Funkčně můžeme rozlišit dvě odlišné rodiny enzymů. První zahrnuje glutathion 

peroxidasu a thioredoxin reduktasu, které zasahují do kontroly tkáňových koncentrací 

vysoce reaktivních kyslíkových částic. Tyto metabolity jsou v malém množství esenciální 

pro udržování buněčné imunity, ale ve velkém množství jsou vysoce toxické. Do druhé 

rodiny patří jodthyronin dejodasa, důležitá pro tvorbu hormonů štítné žlázy. Vyskytuje se 

ve třech formách: forma 1 ([EC 1.97.1.10]) se vyskytuje téměř ve všech tkáních, nejvíce    

v játrech, ledvinách, štítné žláze a hypofýze; forma 2 ([EC 1.97.1.10]) se vyskytuje 

především ve štítné žláze, srdci, mozku, míše, kosterních svalech, placentě a hypofýze; 

forma 3 ([EC 1.97.1.11]) je přítomna ve všech buňkách vázaná na plasmatickou 

membránu, nevyskytuje se ale ve štítné žláze, játrech ledvinách a hypofýze (St Germain 

and Galon, 1997). 

 

2.1.1 Thioredoxin reduktasa 

 

Savčí thioredoxin reduktasy jsou enzymy, které patří do rodiny oxidoreduktas. 

Členové této rodiny jsou homodimerní proteiny. Každý monomer obsahuje 

flavinadenindinukleotidovou (FAD) prostetickou skupinu, vazebné místo pro redukovaný 

nikotinamidadenindinukleotidfosfát (NADPH) a aktivní centrum obsahující disulfid, na 

kterém probíhá redukce substrátu (Mustacich and Powis, 2000). 

Thioredoxin reduktasy jsou pojmenovány pro jejich schopnost redukovat oxidované 

thioredoxiny, což je skupina malých (10-12 kDa), všudypřítomných peptidů, které mají 

-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys- katalytické místo, kde dochází k reverzibilní oxidaci a redukci 
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dvou cysteinových zbytků. Redoxní aktivita na tomto katalytickém místě je nezbytná pro 

biologickou aktivitu thioredoxinů (Freemerman et al., 1999, Oblong et al., 1994). Toto 

uskupení se nazývá thioredoxinový systém.  

 

 

 

 

Obrázek 2 - Přeměna oxidovaného thioredoxinu na redukovaný za účasti thioredoxin 

reduktasy 

 

Další thiol redukční systém, který se vyskytuje v buňkách, je glutathionový systém 

(součástí je glutathion reduktasa a glutathion). Stejně jako thioredoxinový systém, tak i 

glutathionový systém využívá NADPH jako zdroje elektronů. Mezi těmito dvěma systémy 

není známá žádná funkční interakce. Glutathionový systém hraje klíčovou roli při ochraně 

buňky před poškozením v důsledku působení volných reaktivních kyslíkových radikálů a 

elektrofilů (Mustacich and Powis, 2000).  

Společné znaky thioredoxinového a glutathionového systému jsou: (a) oba enzymy 

patří do stejné rodiny oxidoreduktas; (b) substrátem pro oba enzymy je malý redox-aktivní 

peptid (thioredoxin respektive glutaredoxin); (c) u obou enzymů probíhají redox reakce na 

disulfidu.  

Rozdíly spočívají v: (a) omezené substrátové specifitě glutathion reduktasy, která 

redukuje jen glutathion; (b) vysoké hladině redukovaného glutathionu v buňce, který 

odstraňuje elektrofilní částice spontánně nebo za katalýzy glutathion transferasou.  

Thioredoxin systém společně s glutathionovým systémem jsou hlavními regulátory 

intracelulárního redox prostředí. 

 

 

thioreoxin  

 

reduktasa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mustacich%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powis%20G%22%5BAuthor%5D
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Obrázek 3 - Systém zachytávání volných radikálů, jehož součástí je thioredoxinový 

a glutathionový systém. (Ng CF et al., 2007) 

 

První savčí TrxR byla získána z lidské placenty a byla to TrxR-1. Bylo zjištěno, že 

pouze 31% sekvence bylo obdobné jako u prokaryotických thioredoxin reduktas a 44% se 

shodovalo s eukaryotickými a prokaryotickými glutathion reduktasami (Gasdaska PY et 

al., 1995). Katalytické místo lidské TrxR, -Cys-Val-Asn-Val-Cys-Gly-, se taktéž nalézá     

v lidské GR. Je umístěno ve FAD doméně těchto enzymů (Gasdaska PY et al., 1995, 

Russel and Model, 1988). 

Předpokládaná molekulární hmotnost monomeru lidské TrxR-1 je 54,6 kDa. 

V původně získané lidské placentární TrxR-1 se předpokládalo, že C-terminální 

aminokyselinová sekvence je -Gly-Cys (Gasdaska PY et al., 1995). Následné výzkumy 

TrxR-1, získané z A549 buněk karcinomu plic u lidí, ukázaly, že C-terminální sekvence je 

-Gly-Cys-Gly-SeCys (kde SeCys je selenocystein). Tím se zjistilo, že lidská TrxR-1 je 

selenoprotein (Tamura and Stadtman, 1996). Ve své molekule obsahují 2 selenocysteiny. 

Pouze savčí thioredoxin reduktasy jsou selenoenzymy (Gasdaska JR et al., 1996). 
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Formy: 

 TrxR-1  

Tato forma je předmětem našeho výzkumu. Nachází se v cytosolu buněk. Slouží 

jako ochrana proti oxidačnímu stresu tím, že redukuje thioredoxin, který se oxiduje 

vychytáváním volných radikálů. Velmi často je spojována s nádorovými buňkami 

z hlediska růstu a programované smrti buňky. V nádorových buňkách je aktivita 

zvýšena, což je u některých druhů tohoto onemocnění potlačováno As2O3 a vede 

k následnému zániku buňky (Lu, 2007). Nicméně As2O3 je toxická látka pro celý 

organismus. Tomu by se dalo předejít použitím olivového oleje místo As2O3. 

Olivový olej blokuje aktivitu TrxR-1 (viz. kap. 5.1, str. 37) a není toxický pro 

organismus. TrxR může sloužit jako cílový enzym pro chemoterapeutika (As2O3, 

sloučeniny Pt). 

 TrxR-2  

Druhá lidská TrxR byla získána nedávno (Gasdaska PY et al., 1999, Miranda-

Vizuete et al., 1999). Má 84 % podobnost sekvence s TrxR-1. Navíc je TrxR-2 

rozšířena o dalších 33 aminokyselin na N-terminálním konci, které byly 

identifikovány jako importovaná mitochondriální sekvence. TrxR-2 se nachází 

v mitochondriích (Miranda-Vizuete et al., 1999). Funkce TrxR-2 je zatím neznámá, 

ale předpokládá se, že může hrát roli při ochraně buněk proti mitochondriemi 

zprostředkovaném oxidační stresu. Je to myšlenka, která souvisí s nedávným 

nálezem unikátní mitochondriální formy thioredoxinu (Spyrou et al., 1997). 

 TrxR-3 

V organismu se vyskytuje ještě jeden známý druh TrxR, a to TrxR-3. Nachází se  

v testes. Není dosud plně prozkoumána. Od předchozích dvou isoenzymů se liší 

tím, že na N - konci má glutaredoxinovou doménu, což tomuto enzymu umožňuje 

chovat se jako TrxR i jako GR. Důležitou roli zastává při dozrávání spermií. 

 

Katalytický mechanismus TrxR je jako u všech enzymů ovlivněn jejím 

prostorovým uspořádáním. Značně studován byl katalytický mechanismus TrxR E. Coli 

(Russel and Model, 1988, Waksman et al., 1994, Arscott et al., 1997, Lennon and 

Williams, 1997). 

Savčí thioredoxin reduktasy sdílí vyšší stupeň sekvenční identity a mechanických 

vlastností s GR, než s TrxR E. Coli (Gasdaska PY et al., 1995, Gladyshev et al., 1996, 
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Arscott et al., 1997). U glutathion reduktasy je FAD doména a NADPH doména v těsné 

blízkosti, což umožňuje elektronům přecházet z NADPH na isoalloxazinový kruh FAD, 

aniž by došlo k významným konformačním změnám enzymu v aktivní centru (Rietveld et 

al., 1994).  

Titrace lidské TrxR s disiřičitanem ukázala přítomnost dalšího aktivního centra, které 

se v glutathion reduktase nenachází (Arscott et al., 1997). Jak bylo uvedeno výše, TrxR-1 

má na C-konci SeCys zbytek, který je nutný pro katalytickou činnost, ale není součástí 

chráněného aktivního centra. Všechny ostatní savčí selenoproteiny, u kterých je známa 

funkce, jsou enzymy se SeCys v chráněném aktivním centru (Low and Berry, 1996). 

Savčí thioredoxin reduktasy jsou rozmanité enzymy schopné redukce thioredoxinů 

různého druhu (Oblong et al., 1993, Holmgren, 1977). Je možné, že to je C-terminální 

katalytický SeCys, co způsobuje širokou substrátovou specifitu TrxR (Gromer et al., 

1998), což enzymu umožňuje redukovat jak objemné, tak malé molekuly proteinů. 

Navržený katalytický mechanismus lidské TrxR je, že C-konec je flexibilní, což umožňuje 

složce -Cys-SeCys-Gly provádět redukci substrátu stejně, jako na chráněném aktivním 

místě Cys zbytky (Gromer et al., 1998). 
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Při studiu TrxR je důležité zaměřit se na její inhibitory, kterých je celá řada. Ve 

skutečnosti, se mnoho látek používaných v klinické praxi, ukázalo být inhibitory TrxR. 

Některé příklady jsou uvedené v následující tabulce. 

 

Tabulka 1 – Vybrané inhibitory thioredoxin reduktasy 

Chemické zařazení Sloučenina 

sloučeniny platiny cisplatina 

 oxaliplatina 

sloučeniny zlata auranofin 

 aurothioglukosa 

nitrosomočovina carmustin 

alkylující látky busulfan 

 chlorambucil 

 melphalan 

sloučeniny fosfamidů ifosfamid 

 cyklofosfamid 

sloučeniny arsenu As2O3 

anthracykliny daunorubicin 

 doxorubicin 

flavonoidy aj. myricetin  

 quercetin 

 resveratrol 

 curcumin 

 



20  

2.1.2 Glutathion peroxidasa 

 

Hlavní rolí všech GPx je udržovat nízké hladiny peroxidů v buňkách a chránit 

buněčné struktury před oxidačním stresem. Ten způsobuje samotný peroxid vodíku (H2O2) 

a z něj vzniklé hydroxylové radikály (˙OH), které jsou vysoce reaktivní. GPx katalyzují 

rozklad H2O2 a hydroperoxidů mastných kyselin (ROOH) pomocí GSH, který slouží jako 

donor elektronu. Produkty této reakce jsou příslušné alkoholy a voda: 

 

                           H2O2+ 2 G-SH           2 H2O + G-S-S-G 

                     R-O-OH + 2 G-SH           R-OH + H2O + G-S-S-G 

 

Tyto reakce brání hromadění peroxidu vodíku a hydroperoxidů mastných kyselin, 

které vznikají při oxidativním odbourávání lipidů. Po odstranění hydroperoxidové skupiny 

mohou být hydroxylované lipidy normálně metabolizovány ß-oxidací. Redukovaný 

glutathion je regenerován NADPH za katalýzy glutathion reduktasy (GR): 

 

            G-S-S-G + NADPH + H
+
          2 G-SH + NADP

+
 

 

Glutathion peroxidasa je nepostradatelnou složkou antioxidačního systému             

v organismu, protože katalyzuje redukci lipoperoxidů a peroxidů vodíku, které jsou 

normálně tvořeny v průběhu metabolických dějů. 

GPx je součástí glutathionového systému, který následně zahrnuje glutathion, 

glutathion reduktasu a glutathion S-transferasu.  
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Formy:  

 

 Cytosolová glutathion peroxidasa (GPx-1) 

Byla objevena v roce 1973 během zkoumání faktorů, které chrání erytrocyty proti 

oxidačnímu poškození. Je to také první objevený protein obsahující selen. 

Redukuje H2O2 i organické peroxidy v buněčném cytosolu a v mitochondriální 

matrix (Günzler et al., 1974). 

 Gastrointestinální glutathion peroxidasa (GPx-2) 

GPx-2 byla nejprve identifikována v lidských játrech, ale nedávno byla objevena ve 

střevech krys. Tato peroxidasa chrání střevní buňky před vnějšími peroxidy a 

xenobiotiky z potravy (Chu et al., 1993). 

 Plasmatická glutathion peroxidasa (GPx-3) 

GPx-3 je vylučována především v ledvinách. Je také hlavním zdrojem selenu          

v mateřském mléce. Funkce této peroxidasy je nejasná, zřejmě chrání intracelulární 

prostory především v ledvinách (Takahashi et al., 1987). 

 Fosfolipid hydroperoxidová glutathion peroxidasa (PHGPx, GPx-4) 

Ve velkém množství se vyskytuje ve spermiích a testes. PHGPx je důležitý 

strukturální protein nezbytný pro integritu spermií. Při jeho nedostatku dochází      

k mužské infertilitě. Je podstatně více rezistentní vůči nedostatku selenu než ostatní 

GPx (Schneider et al., 2009). 

 Epididymální sekreční glutathion peroxidasa (GPx-5) 

Nachází se v savčím samčím (mužském) pohlavním ústrojí (Hall et al., 1998). 

 GPx-6, GPx-7, GPx-8 

Tyto tři poslední glutathion peroxidasy nejsou příliš prozkoumány. Předpokládá se, 

že mají obdobnou funkci jako ostatní GPx, tedy detoxikace organismu od peroxidů 

(Kryukov et al., 2003, Utomo et al., 2004, Toppo et al., 2008). 
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2.2 Studované látky 

 

V našich pokusech jsme zkoumali přírodní látky flavonoidy. Tyto látky jsou velmi 

početnou skupinou. Je známo přes 4000 látek, které se řadí do této skupiny. Během 

současné doby jsou objevovány další molekuly řadící se mezi flavonoidní látky.  

Základní stavební jednotkou flavonoidů je flavan. Jedná se o heterocyklické 

sloučeniny, obsahující dvě benzenová jádra, spojena heterocyklickým pyranem. Bývají 

různě substituovány hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami, přičemž jednotlivé 

deriváty jsou rozlišovány pouze stupněm substituce a oxidace. Hlavní skupiny flavonoidů 

nazýváne flavanoly, flavanony, flavony, flavonoly, antokyanidiny, proantokyanidiny a 

isoflavonoidy (Obrázek 4, str. 23). 

Nejčastěji se přírodní flavonoidy vyskytují ve formě O-glykosidů. Ve své molekule 

mají obsaženou nesacharidovou část (aglykon) a sacharidovou složku. Jejich výskyt 

v organismu je důležitý pro antioxidační systém. Zabraňují např. peroxidaci lipidů, 

vychytávají volné kyslíkové radikály, vážou na sebe některé prooxidačně působící ionty 

kovů (např. Fe či Cu) apod. Zjistilo se, že přírodní flavonoidy mohou účinně působit 

preventivně u chorob, které mají původ v oxidačním poškození tkání (kardiovaskulární 

onemocnění, ateroskleróza,…). 

Nejběžnější flavonoid ve výživě člověka je flavonol quercetin. Nachází se ve 

vysokých koncentracích v běžných potravinách, např. černý a zelený čaj, cibule, jablka, 

kapusta a červené víno. Mezi flavanoly jsou hlavní skupinou catechiny (catechin, 

epicatechin, epigallocatechin) a jejich estery s kyselinou galovou. Nacházejí se hlavně 

v čaji, červeném víně a čokoládě. Proantokyanidiny jsou flavanoly s polymerní strukturou. 

Mohou se vyskytovat jako směs polymerů, estery kyseliny galové nebo ve formě dimerů. 

Jejich struktura je značně složitá. Vykazují adstringentní účinky. Zdrojem jsou např. 

hrozny, jablka, červené víno, čokoláda, čaj. Antokyanidiny jsou složkou červených barviv 

např. v borůvkách, třešních, švestkách, rybízu. Tzv. „citrusové“ flavonoidy jsou flavanony. 

Tento název souvisí s jejich typickým výskytem v pomerančích a grapefruitech. Jedná se 

především o naringenin, hesperetin a jejich glykosidy. Isoflavonoidy jsou zvláštní skupinou 

flavonoidů. Mezi jejich hlavní zástupce patří isoflavony genistein a daidzein. Vyskytují se 

především v luštěninách (sója) (Meskin et al., 2008). 
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Obrázek 4 - Přehled skupin flavonoidů (Meskin et al., 2008). 
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2.2.1 Oleuropein a hydroxytyrosol: složky olivového oleje 

 

 Oleuropein (OLEU; (4S,5E,6S)-4-[2-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethoxy]-2-oxoethyl]- 

5-ethylidene-6-[[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)-2-

tetrahydropyranyl]oxy]-4H-pyran-3-karboxylová kyselina, methyl ester) a hydroxytyrosol 

(HT; 3,4-dihydroxyphenylethanol), dvě hlavní účinné látky z olivovníku evropského (Olea 

europaea). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

Obrázek 5 – Struktura oleuropeinu (vlevo) a hydroxytyrosolu (vpravo) 

 

Oleuropein byl v roce 1960 izolován a charakterizován z oliv, jeho struktura byla 

plně zjištěna o deset let později. Nachází se nejen v plodech, ale také v listí olivovníků a    

v dalších rostlinách z čeledi olivovitých, například v jasanech (Fraxinus sp.) a šeřících 

(Syringa sp.). Způsobuje typickou hořkost olivového oleje. V panenském olivovém oleji je 

ho 2 – 10 mg/l, celková koncentrace fenolických látek dosahuje 800 – 1000 mg/l. Tento 

přírodní polyfenol je velmi účinný antioxidant (nejvyšší, jaká dosud byla u přírodní 

antioxidační sloučeniny zaznamenána), který chrání mastné kyseliny před oxidací, 

zachytává kyslíkové radikály a chrání játra před toxickým působením iontů železa. Byly 

popsány také jeho protinádorové účinky (Hamdi and Castellon, 2005). 

Hydroxytyrosol, jehož prekurzor je již zmíněný oleuropein, je také velmi účinný 

antioxidant. Nacházejí se společně v olivovém listí a plodech. V čisté formě to je kapalina 

bez chuti a zápachu. Má mj. imunostimulační a antibakteriální účinky (Granados-Principal 

et al., 2010). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hamdi%20HK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castellon%20R%22%5BAuthor%5D
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2.2.2 Resveratrol, myricetin, quercetin a epicatechin 

 

 Mezi hlavní účinné látky červeného vína se řadí resveratrol (RSV; 3,5,4'-

trihydroxy-trans-stilben), myricetin (MYR; 3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)- 

4-chromenon), quercetin (QUE; 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-

on) a epicatechin (EPI; (2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromen-3,5,7-

triol) (Paixão et al, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6 – Struktura resveratrolu (vlevo) a myricetinu (vpravo) 

 

 

 

 

 

 

  

 

Obrázek 7 – Struktura quercetinu (vlevo) a epicatechinu (vpravo) 

 

Polyfenol resveratrol najdeme v révě vinné (Vitis vinifera), a to především 

v modrých odrůdách. Nicméně poslední výzkumy ukazují, že i v bílém víně, pěstovaném 

v severních oblastech, lze najít srovnatelné množství RSV jako ve víně červeném. Dále se 

pak RSV vyskytuje např. v borůvkách, černém rybízu, atd. Tato látka se vyznačuje 

antioxidačními, antibakteriálními a protinádorovými účinky. Resveratrol brání stárnutí 

buněk v organizmu, inhibuje koagulaci krevních destiček a má vliv na metabolismus 

lipidů. Resveratrol produkují některé rostliny při napadení bakteriemi či houbami - typ 

přirozené obrany (Soleas et al., 2001). 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Brusnice_bor%C5%AFvka
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cern%C3%BD_ryb%C3%ADz
http://cs.wikipedia.org/wiki/Lipidy
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Flavonol myricetin se v přírodě vyskytuje v mnoha rostlinách, např. v hroznech 

modré révy vinné, bobulích (černý rybíz), ve vřesně voskonosné (Myrica cerifera), atd. Je 

to velmi účinný antioxidant. Má protizánětlivé a protinádorové účinky (Ong and Khoo, 

1997). 

Quercetin je rostlinný flavonoid, známý pro své silné antioxidační a protizánětlivé 

účinky (tlumí tvorbu a uvolňování histaminu). Vyskytuje se v hroznech, černém a zeleném 

čaji, červené cibuli, bobulích (ostružiny či černý rybíz), atd (Lu J et al., 2006).  

Flavonoid epicatechin je stereoizomer catechinu. Zlepšuje průtok krve. Je to silný 

antioxidant. Vyskytuje se v kakau, resp. v čokoládě, dále pak v červeném víně a zeleném 

čaji (Panneerselvam et al., 2010).  

 

2.2.3 Naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin 

 

 Ve šťávě z grapefruitu (Citrus paradisi) je obsaženo velké množství účinných látek 

jako např. vitamín C a B1, vápník, flavonoidy, glykosid naringin, kyselinu galakturonická 

a pektin (Rampersaud and Valim, 2015). 

 Pro naše experimenty jsme vybrali naringin (NAR; 7-[[2-O-(6-Deoxy-α-L-

mannopyranosyl)-β-D-glucopyranosyl]]oxy-2,3-dihydro-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-

4H-1-benzopyran-4-on), naringenin (NRG; 5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-

4-on), hesperidin (HSP; (2S)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-7-

[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-

2-yl]oxymethyl]oxan-2-yl]oxy-2,3-dihydrochromen-4-on) a hesperetin (HST; (S)-2,3-

dihydro-5,7-dihydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on). 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 8 – Struktura naringinu (vlevo) a naringeninu (vpravo) 

 

http://cs.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9va_vinn%C3%A1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lu%20J%22%5BAuthor%5D
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Obrázek 9 – Struktura hesperidinu (vlevo) a hesperetinu (vpravo) 

 

Naringin patří do skupiny flavonoidů (flavonoidních glykosidů), přírodních látek, 

jejichž účinky mají velký význam pro prevenci mnoha kardiovaskulárních i nádorových 

onemocnění. Získávají se z citrusových plodů a obsaženy jsou rovněž v pohance. Naringin 

je hlavním flavonoidem grapefruitů, přičemž grapefruitové šťávě dodává její 

charakteristickou natrpklou chuť. Podobně jako další flavonoidy, i naringin zlepšuje 

pevnost cévních stěn, jejich elasticitu a propustnost. Naringin má i výrazné antioxidační 

účinky a svým působením na krevní řečiště také zlepšuje prokrvení tkání. Klinické studie 

prokázaly jeho schopnost snižovat hladinu krevního cukru, což v důsledku zpomaluje 

ukládání energie do tukové tkáně. V posledních letech se ukazuje, že užívání naringeninu 

(grapefruitové šťávy) souběžně s léčivy vyvolává mnoho interakcí, které v některých 

případech mohou být fatální. Tyto vyvolané interakce inhibují funkci cytochromu P450 

(CYP3A4) (Owira and Ojewole, 2010). 

Flavonoid naringenin, který taktéž způsobuje nahořklou chuť grapefruitů, je 

považován za účinný antioxidant a má podle některých odborníků přímo revoluční účinek 

na játra. Místo obvyklého ukládání tuku po jídle donutí játra tuk spalovat. Působí 

protizánětlivě a podporuje imunitní systém. Naringenin je aglykon naringinu (Felgines et 

al., 2000). 

Hesperidin je glykosid obsažený zejména v nezralých plodech citrusů. Je to silný 

antioxidant a má protizánětlivé účinky. Snižuje hladinu cholesterolu, krevní tlak a brání 

rozvinu nádorových onemocnění (Cho, 2006). 

Hesperetin je aglykon hesperidinu. Má také antioxidační a protizánětlivé účinky 

(Cho, 2006). 
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2.2.4 Melatonin 

 

Melatonin (ME; N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]ethanamid) je hormon, který 

je produkován epifýzou (nadvěskem mozkovým).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 10 – Struktura melatoninu 

 

Hladina melatoninu je silně závislá na střídání světla a tmy. Během temnostní fáze 

dne je jeho produkce největší. U lidské populace má ME vliv na hypotalamo-hypofyzární 

komplex. Zvýšení jeho hladiny v organismu je spojeno s nutkáním ke spánku. ME má vliv 

na tzv. cirkadiánní rytmy (Ilnerová et al., 2000).  

Melatonin se podílí na regulaci celoročního biologického cyklu. V průběhu roku se 

v závislosti na délce dne mění hladina ME v organismu. U živočichů se tyto změny podílí 

např. na zvýšení produkce pohlavních hormonů na jaře. U člověka je tato jeho funkce silně 

potlačena. Kromě tohoto působení má ME také vysokou antioxidační aktivitu. 

Antioxidační účinky melatoninu se mohou projevit zejména při regulaci procesu stárnutí. 

Melatonin se používá jako hypnotikum při léčbě primární nespavosti charakterizované 

špatnou kvalitou spánku ve vyšším věku (Reiter et al., 2000). 

Přítomnost melatoninu se totiž neomezuje jen na člověka či na obratlovce, ale je 

rozšířen v celé živočišné říši. Ve všech případech patrně slouží jako signál pro orientaci     

v čase. Nicméně i rostliny musí rovněž nějak měřit čas a chránit se před radikály. Dlouho 

se o obsahu melatoninu v rostlinách prakticky nevědělo, protože u rostlin byly objeveny a 

studovány jiné systémy měření času. Až začátkem devadesátých let nalezla skupina          

R. Hardelanda melatonin v jednobuněčné řase Gonyaulax polyedra. Jeho koncentrace má 

podobný denní rytmus s maximem v noci jako u živočichů. Hardelandova skupina tak 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Hormon
http://cs.wikipedia.org/wiki/Epif%C3%BDza
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hypothalamus
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hypof%C3%BDza
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sp%C3%A1nek
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cirkadi%C3%A1nn%C3%AD_rytmus
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odkryla neprobádané pole nových poznatků v rostlinné fyziologii. Mimořádně důležitý je 

výskyt melatoninu u vyšších rostlin (Iriti et al., 2010). 

Výzkum melatoninu u rostlin probíhá zatím poměrně málo. Nelze zatím s jistotou 

říci, je-li melatonin u rostlin jen bezvýznamným vedlejším produktem metabolismu, nebo 

zda kontroluje klíčové životní procesy jako u člověka. 

 

2.2.5 Železo 

 

Železo je velmi významným prvkem, v organismu se podílí na přenášení kyslíku    

k buňkám a tím umožňuje život mnoha organismům na naší planetě. 

Ve sloučeninách se železo vyskytuje především v mocenství Fe
2+

 a Fe
3+

. Redox 

potenciál vzájemného přechodu výše zmíněných iontů leží v oblasti, která umožňuje 

současnou existenci obou forem vedle sebe. Železo se dále vyskytuje v oxidačním stavu 

Fe
4+

 a Fe
6+

. Sloučeniny těchto oxidačních stupňů železa nejsou příliš stabilní.  

Železo patří mezi tzv. mikrobiogenní prvky, které tvoří obvykle méně než 0,005 % 

hmotnosti. V lidském těle se nachází asi 3 - 4 g železa.  

Doporučená denní dávka je 20 mg. Minimální denní přísun železa nezbytný pro 

tvorbu červených krvinek je 10 - 15 mg. Hlavním zdrojem železa v potravě je maso a 

vnitřnosti (játra, srdce a slezina). Zdrojem železa jsou ale i luštěniny, listová zelenina a 

některé ovoce (jahody).  

 

2.2.6 Deferipron (L1) 

 

Deferipron (L1, 3-hydroxy-1,2-dimethylpyridin-4(1H)-on, Ferriprox®) je účinný 

chelátor železa. Tedy dokáže na sebe navázat ionty tohoto kovu a odstranit je tak                

z organismu. Používá se při léčbě thalasemie (onemocnění způsobené nedostatečnou nebo 

chybějící tvorbou jedné z podjednotek hemoglobinu). L1 snižuje kumulaci Fe v organismu 

(Kontoghiorghes, 2009). Toto onemocnění se vyskytuje převážně v oblasti Středozemí. 

L1, kromě Fe, vychytává z organismu i ionty dalších kovů, jako např. měď, hliník, 

zinek a další (Kontoghiorghes et al., 2000). Tato vlastnost je ale považována za velmi 

nežádoucí účinek v rámci léčby deferipronem. 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Redox_potenci%C3%A1l
http://cs.wikipedia.org/wiki/Redox_potenci%C3%A1l
http://cs.wikipedia.org/wiki/Iont
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Obrázek 11 – Struktura deferipronu (L1) 

 

2.2.7 Kadmium 

 

Kadmium (Cd) je karcinogenní kov (IARC, 1993), který vážně poškozuje životní 

prostředí. Průmyslové emise, hnojení a kouření cigaret představují největší zdroje kadmia, 

kterým je člověk běžně vystaven. V těle se kadmium hromadí především v játrech, 

ledvinách a reprodukčních orgánech (WHO, 1992).  

Nežádoucí účinek kadmia je oxidační poškození tkání. Tento jev je považován za 

prvotní známku jeho toxicity a je spojován s karcinogenezí (Waalkes, 2003, Valko et al., 

2006). Oxidační účinek kadmia je nepřímý. Je založen především na inaktivaci thiolových 

skupin, což následně vede k potlačení funkce antioxidačního systému a mechanismů 

nutným k opravám DNA (Waalkes, 2003). 
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3 Cíl práce 

 

 Cílem práce je porovnání účinku vybraných přírodních látek na antioxidační 

obranný systém organismu za srovnatelných podmínek se zvláštním zaměřením na 

ovlivnění aktivity selenoenzymů thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy. 
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4 Materiál a metody 

 

4.1 Laboratorní zvířata a vzorky 

 

Pokusy byly prováděny na potkanech (Rattus norvegicus, kmen Wistar). U každého 

pokusu je zvlášť uvedeno použité laboratorní zvíře, pohlaví a hmotnost jedinců. Zvířata 

byla chována v klimatizované místnosti (20 °C ± 2 °C) při umělém světelném režimu 12 

hodin světlo / 12 hodin tma, s volným přístupem k peletové stravě a pitné vodě. 

Zvířata byla usmrcována v éterové anestézii dekapitací. Orgány potřebné pro 

analýzu byly odebírány ihned po dekapitaci. Tkáně byly ihned po odběru rozděleny: 

- vzorky pro stanovení hladiny GSH byly vkládány do kádinky s ledovým roztokem 

0,02 M EDTA a vzápětí analyzovány 

- ostatní vzorky byly propláchnuty v 0,9 %  chloridu sodného, zamrazeny na         

-20 °C a poté až do analýzy uchovávány při teplotě -70 °C.  

Pro spektrometrická měření byl použit přístroj Lambda 2S (Perkin Elmer Co, USA) 

a Cary 100 Bio (Varian Australia). 

Ve všech pokusech byla odebírána játra, v některých i ledviny. Z odebraných 

orgánů byly vytvořeny tkáňové homogenáty, které byly poté centrigugovány 5 min při 

1000x g. V supernatantu byla následně stanovována aktivita TrxR-1 a GPx-1, GR, CAT a 

SOD a hladina GSH a LP. U každého pokusu je následně uvedeno, která metoda byla pro 

ten který pokus stanovena. 

 

4.2 Stanovení 

 

4.2.1 Thioredoxin reduktasa 

 

Tento enzym je známý v několika formách, které se odlišují místem výskytu 

v organismu (popsáno výše – kap. 2.1.1, str. 17).  
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V našich pokusech jsme stanovovali  TrxR-1 [EC 1.8.1.9], která se nachází             

v cytosolu buňky. Pro stanovení aktivity TrxR-1 se používá kolorimetrická reakce, která je 

založena na redukci 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoové) kyseliny (DTNB) na 5-thio-2-

nitrobenzoovou kyselinu (TNB) za účasti NADPH. Tato reakce se vyznačuje žlutým 

zbarvením roztoku. Aktivita je měřena spektrofotometricky při 412 nm (Holmgren and 

Bjornsted, 1995). 

 

4.2.2 Glutathion peroxidasa 

 

Tento enzym je známý v několika formách, které se odlišují místem výskytu 

v organismu (popsáno výše – kap. 2.1.2, str. 21).  

V našich pokusech jsme stanovovali GPx-1 [EC 1.11.1.9], která se nachází             

v cytosolu buňky. Účastní se redukce peroxidu vodíku a hydroperoxidů mastných kyselin a 

oxidace GSH (Ursini et al., 1995; Marinho et al., 1997). Aktivita GPx-1 je stanovována 

měřením koncentrace NADPH ve vzorku. Principem je oxidace GSH 

butylhydroperoxidem za katalýzy GPx-1, kde oxidovaný GSH je převáděn za přítomnosti 

GR a NADPH na redukovanou formu za současné oxidace NADPH na NADP
+
 (Günzler et 

al., 1974). 

 

4.2.3 Glutathion reduktasa 

 

 Glutathion reduktasa [EC 1.6.4.2] katalyzuje redukci oxidovaného glutathionu 

(GSSG) na redukovaný glutathion (GSH). Tento enzym reguluje hladinu GSH v buňce. 

Jeho aktivita je měřena spektrofotometricky při 412 nm. Reakce je založena na redukci 

DTNB (Smith et al., 1988). 

 

4.2.4 Katalasa 

 

Tento enzym [EC 1.11.1.6] má čtyři podjednotky, každá z nich obsahuje 

prostetickou porfyrinovou skupinu obsahující ion Fe
3+

. Katalasa katalyzuje rozklad 
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peroxidu vodíku na kyslík a vodu (Jones, 1982). Stanovuje se na základě úbytku peroxidu 

vodíku z reakční směsi (Aebi, 1972). Aktivita je měřena spektrofotometricky při 240 nm. 

 

4.2.5 Peroxidace lipidů 

 

 Hladina peroxidace lipidů byla stanovována na základě koncentrace 

malondialdehydu (MDA) ve vzorku. MDA je sekundární produkt vznikající štěpením 

řetězců modifikovaných mastných kyselin.  

Pro jeho stanovení byla použita reakce s kyselinou thiobarbiturovou (TBA), kde 

MDA reaguje s TBA v kyselém prostředí za vzniku fialového produktu, který se měří 

spektrofotometricky při 520 a 535 nm (Mihara and Uchiyama, 1978). 

 

4.2.6 Redukovaný glutathion (GSH) 

 

Hladina redukovaného glutathionu byla stanovována metodou s Ellmanovým 

činidlem. DTNB je redukována SH skupinami na 2-nitro-5-merkaptobenzoovou kyselinu 

za vzniku žlutého produktu, který se měří spektrofotometricky při 412 nm (Sedlak and 

Lindsay, 1968).  

Pokles redukovaného glutathionu (-glutamylcysteinglycin) je jedním                      

z nejvýznamnějších indikátorů oxidačního stresu (DeLeve and Kaplowitz, 1991). Je to také 

substrát pro glutathionperoxidasy a glutathiotransferasy. 

 

4.2.7 Superoxid dismutasa 

 

Role superoxid dismutasy [EC 1.15.1.1] v organismu je urychlit dismutaci 

(zhašení) toxického superoxidového radikálu (O2
-
), který vzniká během oxidačních reakcí 

v organismu.  

Principem stanovení je generování superoxidového radikálu pomocí xantinu a 

xantin oxidasy, který reaguje s 2-(4-iodfenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazol chlorid 
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(I.N.T.) za vzniku barevné sloučeniny. Aktivita SOD je stanovena jako schopnost 

inhibovat tvorbu barevné sloučeniny (Michalski, 1996). 

 

4.3 Statistické vyhodnocení 

 

 Získaná data jsou uváděna jako aritmetický průměr ± směrodatná odchylka (SD). 

Není-li uvedeno jinak, pro statistické vyhodnocení pokusů byl použit nepárový Studentův 

t-test. Hladiny významnosti jsou značeny takto:  

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

# p<0,05; # # p<0,01; # # # p<0,001 vs. intoxikovaná skupina 
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4.4 Chemikálie 

 

CdCl2.2.5H2O     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Deferipron (L1) – poskytnuto Dr. G.J. Kontoghiorghesem     

DTNB      Merck spol. s r.o. 

Epicatechin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Glukonát železa (Ferrlecit®)   Sanofi - Aventis, s.r.o.  

Glutathione reductase assay kit  Sigma-Aldrich spol. s r.o.   

GR      Sigma-Aldrich spol. s r.o. 

GSH      Sigma-Aldrich spol. s r.o. 

GSSG      Sigma-Aldrich spol. s r.o. 

Hesperetin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Hesperidin     Sigma-Aldrich spol. s r. o.  

Hydroxytyrosol    Cayman Chemical   

Melatonin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Methylcelulosa    Sigma-Aldrich spol. s r.o.   

Myricetin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

NADPH     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Naringenin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Naringin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Oleuropein     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Quercetin     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

Resveratrol     Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

SOD assay kit     Randox laboratories Ltd.  

TBA      Sigma-Aldrich spol. s r.o. 

t-butylhydroperoxid    Sigma-Aldrich spol. s r.o.   

Thioredoxin reductase assay kit  Sigma-Aldrich spol. s r.o.  

   

Ostatní chemikálie používané pro laboratorní stanovení byly dodány firmou Sigma-

Aldrich® a byly p. a. čistoty. 
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5 Výsledky 

 

5.1 Vliv oleuropeinu a hydroxytyrosolu, látek z olivového oleje, na 

aktivitu selenoenzymů thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy 

a antioxidační homeostasu v akutním experimentu na potkanech 

 

 Zjištění z tohoto pokusu byla zveřejněna na konferenci SFRR - E Meeting 2010  

(A. Hodková, V. Eybl - Effect of olive oil phenolics on selenoenzymes activity and redox 

homeostasis in rats. SFRR - E Meeting 2010, Oslo, Norsko, 12. - 15. 9. 2010, Sborník 

abstrakt). 

 

V této sérii pokusů byl sledován vliv vybraných látek z olivovníku evropského (Olea 

europaea) na oxidační stres. Tyto látky byly oleuropein a hydroxytyrosol. 

  

Laboratorní potkani (samci, kmen Wistar, 130 – 140 g) byli rozděleni do 3 skupin 

po 8 jedincích. Zkoumané látky (OLEU a HT) byly rozsuspendovány v 0,5 % 

methylcelulose a podávány sondou perorálně jednou denně po dobu třech dní. První 

skupina sloužila jako kontrolní, dostávala pouze methylcelulosu po celou dobu pokusu. 

Druhé byl podáván roztok OLEU v dávce 120 mg/kg (b.w.). Třetí skupině byl podáván 

roztok HT v dávce 33,8 mg/kg (b.w.). Dávky testovaných látek jsou v ekvimolárním 

poměru. 

Pokus byl ukončen 24 hodin po poslední dávce účinných látek. Zvířata byla 

usmrcena dekapitací. Byla odebrána jaterní a ledvinová tkáň pro stanovení aktivity TrxR-1, 

GPx-1, GR, hladiny LP a GSH. Analýza byla provedena v tkáňových homogenátech. 

 

Výsledky 

V jaterní tkáni došlo po aplikaci OLEU ke snížení aktivity TrxR-1, GPx-1 a GR     

o 68,6 % (p<0,001), 7,0 % (p<0,001) a 5,2 % (p<0,05) a vlivem HT o 67,9 % (p<0,001),  

5,6 % (p<0,001) a 16,5 % (p<0,001). Hladina GSH byla zvýšena HT o 9,2 % (p<0,05). 

Hladina LP zůstala beze změny. (Graf 1, 2, 3, 4, 5, str. 38 - 40) 



38  

TrxR-1 - játra

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

kontrola OLEU HT

U
/m

g
 p

ro
te

in
ů

V tkáni ledvin byla snížena aktivita GPx-1 po aplikaci OLEU o 11,6 % (p<0,001) a 

i po aplikaci HT o 6,4 % (p<0,05). Hladina LP byla snížena OLEU o 16,0 % (p<0,05) a 

HT o 17,5 % (p<0,05). Aktivita TrxR-1 a GR a hladina GSH nebyla v této tkáni 

signifikantně změněna. (Graf 6, 7, 8, 9, 10, str. 41 - 43) 

 

Závěr 

V tomto experimentu oleuropein a hydroxytyrosol významně ovlivnily oxidačně 

redukční rovnováhu v organismu laboratorních potkanů.  

Nejvíce tyto látky působily na aktivitu TrxR-1, kdy došlo k jejímu výraznému 

snížení v jaterní tkáni, což poukazuje na silné antioxidační účinky oleuropeinu a 

hydroxytyrosolu. GPx-1 byla inhibována OLEU a HT v obou zkoumaných tkáních 

přibližně stejně. Aktivita GR byla snížena, stejně jako aktivita TrxR-1, pouze v jaterní 

tkáni potkana. Hydroxytyrosol navýšil hladinu GSH v jaterní tkáni, nikoli v ledvinové. 

Oleuropeinem a hydroxytyrosolem byla snížena hladina LP v ledvinové tkáni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 1 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu thioredoxin 

reduktasy (TrxR-1) ve tkáni jater potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

*** 

 

*** 
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Graf 2 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion 

peroxidasy (GPx-1) ve tkáni jater potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 3 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion 

reduktasy (GR) ve tkáni jater potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

*** 

 

*** 

 

*** 

 

* 
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Graf 4 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu redukovaného 

glutathionu (GSH) ve tkáni jater potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 5 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu peroxidace 

lipidů (LP) ve tkáni jater potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

 

* 
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Graf 6 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu thioredoxin 

reduktasy (TrxR-1) ve tkáni ledvin potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 7 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion 

peroxidasy (GPx-1) ve tkáni ledvin potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

*** 

 

* 
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Graf 8 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion 

reduktasy (GR) ve tkáni ledvin potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 9 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu redukovaného 

glutathionu (GSH) ve tkáni ledvin potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  
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Graf 10 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu peroxidace 

lipidů (LP) ve tkáni ledvin potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

 

* 

 

* 
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5.2 Interakce polyfenolů z červeného vína se selenoenzymy GPx-1 a 

TrxR-1  v akutním experimentu na potkanech 

 

Zjištění z tohoto pokusu byla zveřejněna na konferenci SFRR - E Meeting 2011  

(A. Hodková, D. Kotyzová, V. Eybl - The interaction of red wine(s) polyphenols with 

selenoenzymes GPx and TrxR in acute experiment in rat. SFRR - E Meeting 2011, 

Istanbul, Turecko, 7. - 10. 9. 2011, Sborník abstrakt). 

 

V této sérii pokusů byl sledován vliv vybraných látek (resveratrol, myricetin, 

epicatechin a quercetin) z červeného vína na oxidační stres. 

 

Laboratorní potkani (samci, kmen Wistar, 130 – 140 g) byli rozděleni do 5 skupin 

po 8 jedincích. Zkoumané látky (RSV, MYR, EPI a QUE) byly rozsuspendovány v 0,5 % 

methylcelulose a podávány sondou perorálně jednou denně po dobu třech dní. První 

skupina sloužila jako kontrolní, dostávala pouze methylcelulosu po celou dobu pokusu. 

Druhé byl podáván roztok RSV v dávce 25 mg/kg (b.w.). Třetí skupině byl podáván roztok 

MYR v dávce 34,9 mg/kg (b.w.). Čtvrté byl podáván roztok EPI v dávce 31,8 mg/kg 

(b.w.). Pátá skupina dostávala roztok QUE v dávce 37 mg/kg (b.w.). Dávky testovaných 

látek jsou v ekvimolárním poměru. 

Pokus byl ukončen 24 hodin po poslední dávce účinných látek. Zvířata byla 

usmrcena dekapitací. Byla odebrána jaterní a ledvinová tkáň pro stanovení aktivity TrxR-1, 

GPx-1, GR, hladiny LP a GSH. Analýza byla provedena v tkáňových homogenátech. 

 

Výsledky 

V jaterní tkáni došlo po aplikaci RSV a MYR ke snížení aktivity TrxR-1 o 26,5 % 

(p<0,05) a 30,8 % (p<0,01) a GPx-1 o 17,6 % (p<0,001) a 14,6 % (p<0,01). EPI snížil 

aktivitu GPx-1 o 10,3 % (p<0,05) a GR o 7,4 % (p<0,05). QUE snížil pouze aktivitu  

GPx-1 o 17,8 % (p<0,01). (Graf 11, 12, 13, 14, 15, str. 45 - 47) 

V tkáni ledvin byla snížena aktivita TrxR-1 po aplikaci MYR o 51,6 % (p<0,05). 

EPI a QUE snížili aktivitu GPx-1 o 15,6 % (p<0,01) a 17,8 % (p<0,01) a GR o 8,1 % 

(p<0,001) a 5,0 % (p<0,01). EPI a QUE zvýšili hladinu GSH o 7,1 % (p<0,05) a 8,1 % 

(p<0,05). (Graf 16, 17, 18, 19, 20, str. 48 - 50) 
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Závěr 

Polyfenoly z červeného vína (RSV, MYR, EPI a QUE) signifikantně ovlivnily 

oxidačně redukční rovnováhu v organismu laboratorních potkanů. Významným zjištěním 

je v tomto pokusu inhibiční vliv resveratrolu a myricetinu na aktivitu selenoenzymů   

TrxR-1 a GPx-1 v obou zkoumaných tkáních. Tento vliv na aktivitu TrxR-1 dosud nebyl 

systematicky studován. Červené víno, resp. polyfenoly v něm obsažené, má ochranné 

antioxidační, ale i případně protinádorové účinky. Mechanismus tohoto účinku bude 

souviset s thioredoxinovým systémem. Epicatechinem a quercetinem byla snížena aktivita 

GPx-1 a GR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 11 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na aktivitu thioredoxin 

reduktasy (TrxR-1) ve tkáni jater potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

** p<0,01 vs. kontrolní skupina 

** 

 

** 
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Graf 12 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na aktivitu glutathion peroxidasy 

(GPx-1) ve tkáni jater potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 13 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na aktivitu glutathion reduktasy 

(GR) ve tkáni jater potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

*** 

 

** 

 

* 

 

* 

 

** 
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Graf 14 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na hladinu redukovaného 

glutathionu (GSH) ve tkáni jater potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 15 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na hladinu peroxidace lipidů 

(LP) ve tkáni jater potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  
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Graf 16 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na aktivitu thioredoxin 

reduktasy (TrxR-1) ve tkáni ledvin potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 17 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na aktivitu glutathion peroxidasy 

(GPx-1) ve tkáni ledvin potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

** p<0,01 vs. kontrolní skupina 

* 

 

** 

 

** 
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Graf 18 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na aktivitu glutathion reduktasy 

(GR) ve tkáni ledvin potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 19 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na hladinu redukovaného 

glutathionu (GSH) ve tkáni ledvin potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

*** 

 

** 

 

* 

 

* 
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Graf 20 - Vliv vybraných polyfenolů červeného vína na hladinu peroxidace lipidů 

(LP) ve tkáni ledvin potkanů.  

RSV – resveratrol, MYR – myricetin, EPI – epicatechin, QUE – quercetin  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  
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5.3 Vliv citrusových flavonoidů na antioxidační status potkana v akutním 

pokusu 

 

Zjištění z tohoto pokusu byla zveřejněna na konferenci 59. Farmakologické dny 

2009 (A. Hodková, D. Kotyzová, V. Eybl - Vliv citrusových flavonoidů na antioxidační 

status potkana v akutním pokusu. 59. Farmakologické dni, Bratislava, Slovensko, 2. - 4. 9. 

2009, Sborník abstrakt). 

 

V této sérii pokusů byl sledován vliv vybraných citrusových flavonoidů naringinu, 

naringeninu, hesperidinu a hesperetinu na oxidační stres. 

 

Laboratorní potkani (samci, kmen Wistar, 140 – 150 g) byli rozděleni do 5 skupin: 

I. - kontrola;  II. - HSP; III. - HST; IV. - NAR; V. - NRG. Uvedené látky byly 

rozsuspendovány v 0,5 % methylcelulose a podávány sondou perorálně ve stejné dávce  

(20 mg/kg) 1x denně po dobu 3 dní. Pokus byl ukončen 24h po podání třetí dávky 

dekapitací. Byla odebrána jaterní tkáň. Jaterní homogenát byl použit pro stanovení aktivity 

TrxR-1, GPx-1, CAT, SOD a hladiny LP a GSH.  

 

Výsledky 

Hladina LP byla navýšena pouze HSP o 14,2 % (p<0,05). Hladina GSH byla 

navýšena HST, NAR, NRG o 12,0 % (p<0,05), 13,4 % (p<0,05) a 15,9 % (p<0,01). 

Aktivita GPx-1 byla navýšena NAR, NRG o 16,4 % (p<0,05) a 15,0 % (p<0,05). Látky 

neměly vliv na aktivitu CAT, TrxR-1 a SOD. (Graf 21, 22, 23, 24, 25, 26, str. 52 - 54) 

 

Závěr 

V této studii byl zaznamenán pozitivní vliv vybraných flavonoidů (NAR, NRG, 

HSP a HST) na hladinu GSH, důležité složky antioxidačního systému organismu. Nejsou 

ovlivněny enzymy TrxR-1 a SOD. Naringinem a naringeninem byla navýšena aktivita 

GPx-1. Použité dávky flavonoidů nezvyšovaly hladinu LP a jsou proto vhodné pro další 

studium. 
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Graf 21 - Vliv vybraných citrusových flavonoidů na aktivitu thioredoxin reduktasy 

(TrxR-1) ve tkáni jater potkanů.  

HSP – hesperidin, HST – hesperetin, NAR – naringin, NRG – naringenin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 22 - Vliv vybraných citrusových flavonoidů na aktivitu glutathion peroxidasy 

(GPx-1) ve tkáni jater potkanů.  

HSP – hesperidin, HST – hesperetin, NAR – naringin, NRG – naringenin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

* 

 

* 
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Graf 23 - Vliv vybraných citrusových flavonoidů na aktivitu katalasy (CAT) ve tkáni 

jater potkanů.  

HSP – hesperidin, HST – hesperetin, NAR – naringin, NRG – naringenin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 24 - Vliv vybraných citrusových flavonoidů na aktivitu superoxid dismutasy 

(SOD) ve tkáni jater potkanů.  

HSP – hesperidin, HST – hesperetin, NAR – naringin, NRG – naringenin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  
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Graf 25 - Vliv vybraných citrusových flavonoidů na hladinu redukovaného 

glutathionu (GSH) ve tkáni jater potkanů.  

HSP – hesperidin, HST – hesperetin, NAR – naringin, NRG – naringenin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 26 - Vliv vybraných citrusových flavonoidů na hladinu peroxidace lipidů (LP) 

ve tkáni jater potkanů.  

HSP – hesperidin, HST – hesperetin, NAR – naringin, NRG – naringenin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

 

* 

 

* 

 

* 

 

** 
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5.4 Vliv melatoninu na antioxidační obranný systém zdravých a kadmiu 

vystavených potkanech 

 

Zjištění z tohoto pokusu byla zveřejněna na 16. Mezioborové česko-slovenské 

toxikologické konferenci TOXCON 2011 (A. Hodková, D. Kotyzová, V. Eybl - Effect of 

melatonin on the antioxidative defense system in healthy and cadmium exposed rats 

(TOXCON 2011, Praha, 17. - 20. 5. 2011, Interdisciplinary Toxicology, Vol. 4 (2): s A33, 

2011), a na 51. Studentské vědecké konferenci LF UK v Plzni (A. Hodková – Vliv 

melatoninu na antioxidační systém v akutním pokusu na zdravých a kadmiem 

intoxikovaných potkanech (51. Studentská vědecká konference LF UK v Plzni, Plzeň, 19. 

5. 2011, Sborník abstrakt). 

 

V této sérii pokusů byl sledován vliv melatoninu na oxidační stres u zdravého a 

kadmiem intoxikovaného organismu. 

 

Laboratorní potkani (samci, kmen Wistar, 130 – 140 g) byli rozděleni do 4 skupin 

po 8 jedincích: I. kontrola; II. Cd; III. Cd+ME; IV. ME. Melatonin (10 mg/kg b.w.) byl 

rozsuspendován v 0,5 % methylcelulose a podáván sondou perorálně jednou denně po 

dobu třech dní. Kadmium ve formě CdCl2.2.5H2O (5 mg/kg b.w.) bylo rozpuštěno ve 

fyziologickém roztoku a podáno subkutánně pouze 1x a to 3. den pokusu. Hodinu po 

poslední dávce ME. Pokus byl ukončen 24h po podání dávky Cd dekapitací. Byla odebrána 

jaterní tkáň pro stanovení aktivity TrxR-1, GPx-1, CAT, hladiny LP a GSH. Analýza byla 

provedena v tkáňových homogenátech. 

 

Výsledky 

Melatonin zvýšil aktivitu TrxR-1 a GPx-1 o 68,4 % (p<0,001) a 9,9 % (p<0,05) a 

hladinu GSH o 8,8 % (p<0,001). Kadmium (III. skupina), v porovnání s melatoninovou 

skupinou (IV. skupina), navýšilo aktivitu TrxR-1 a hladinu GSH o 27,8 % (p<0,001) a  

10,0 % (p<0,01) a snížilo aktivitu CAT o 18,1 % (p<0,05). Aktivita GPx-1 a hladina LP 

nebyla po aplikaci Cd signifikantně ovlivněna. (Graf 27, 28, 29, 30, 31, str. 56 - 58) 
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Závěr 

Pokus prokázal signifikantní vliv melatoninu na oxidačně redukční rovnováhu 

v organismu. Potvrdili jsme také výsledky z našeho předešlého pokusu (A. Hodková,        

P. Černá, D. Kotyzová, V. Eybl - Melatonin increases the activity of selenoenzymes 

thioredoxin reductase and glutathione peroxidase in acute experiments in rats and mice 

(SFRR – E Meeting, Řím, Itálie, 26. - 29. 8. 2009, Free Radical Research, Vol. 43 (1):       

s 75, 2009). Aplikací kadmia po premedikaci melatoninem došlo k navýšení aktivity  

TrxR-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 27 - Vliv melatoninu (ME) na aktivitu thioredoxin reduktasy (TrxR-1) ve tkáni 

jater zdravých a kadmiem (Cd) intoxikovaných potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

# # # p<0,001 III. skupina vs. IV skupina 

 

 

 

 

*** 

 

# # # 
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Graf 28 - Vliv melatoninu (ME) na aktivitu glutathion peroxidasy (GPx-1) ve tkáni 

jater zdravých a kadmiem (Cd) intoxikovaných potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 29 - Vliv melatoninu (ME) na aktivitu katalasy (CAT) ve tkáni jater zdravých a 

kadmiem (Cd) intoxikovaných potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

# p<0,05 III. skupina vs. IV skupina 

 

* 

 

# 
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Graf 30 - Vliv melatoninu (ME) na hladinu redukovaného glutathionu (GSH) ve 

tkáni jater zdravých a kadmiem (Cd) intoxikovaných potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

## p<0,01 III. skupina vs. IV skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 31 - Vliv melatoninu (ME) na hladinu peroxidace lipidů (LP) ve tkáni jater  

zdravých a kadmiem (Cd) intoxikovaných potkanů.  

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** 

 

# # 
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5.5 Vliv železitých iontů na aktivitu selenoenzymů a oxidativní poškození 

jater potkanů - interakce s přírodními antioxidanty a deferipronem 

 

Zjištění z tohoto pokusu byla zveřejněna v časopise Hemoglobin (Hodková A, 

Černá P, Kotyzová D, Eybl V. The effect of iron(III) on the activity of selenoenzymes and 

oxidative damage in the liver of rats. Interaction with natural antioxidants and deferiprone. 

Hemoglobin. 2010; 34(3): 278-83). Část výsledků z tohoto pokusu byla zveřejněna na 

konferenci 18. ICOC 2008 (A. Hodková, D. Kotyzová, P. Černá, V. Eybl - The effect of 

iron (FeIII) on the activity of selenoenzymes and oxidative damage in rats – interaction 

with natural antioxidants and deferiprone (18. ICOC, Atény, Řecko, 13. - 16. 12. 2008, 

Sborník abstrakt). 

 

V této sérii pokusů byl sledován vliv železa na oxidační stres a jeho ovlivnění 

premedikací vybranými látkami (deferipron, naringin, naringenin, myricetin a quercetin). 

 

V tomto experimentu jsou zahrnuty dva samostatné pokusy. V prvním byli použiti 

samci potkanů kmene Wistar (130 – 140 g b.w.), kteří byli rozděleni do 6 skupin po 8 

jedincích: I – kontrola, II – Fe(III) III – Fe(III) + L1, IV – Fe(III) + NAR, V – Fe(III) + 

QUE, VI – Fe(III) + MYR. Látky L1 (24 mg/kg b.w.), NAR (100 mg/kg b.w.), QUE   

(58,3 mg/kg b.w.) a MYR (54,8 mg/kg b.w.), byly rozsuspendovány v 0,5 % 

methylcelulose a podávány sondou perorálně jedenkrát, a to hodinu před aplikací Fe(III). 

Železo (FeIII) ve formě glukonátu železa (Ferrlecit
®
, Sanofi - Aventis, s.r.o., Praha, ČR) 

bylo podáno intraperitoneálně v dávce 5 mg Fe/kg b.w.. Pokus byl ukončen 24h po podání 

dávky Fe(III) dekapitací. Byla odebrána jaterní tkáň pro stanovení aktivity TrxR-1 a GPx-1 

a hladiny LP a GSH. Analýza byla provedena v tkáňových homogenátech. 

 

V druhém pokusu byli použiti potkani samci kmene Wistar (130–140 g b.w.). 

Potkani byli rozděleni do 5 skupin po 6 jedincích: I – kontrola, II - L1, III – NAR, IV – 

QUE, V – MYR. Uvedené látky byly rozsuspendovány v 0,5 % methylcelulose a podány 

sondou perorálně jednorázově a to v dávkách: L1 (24 mg/kg b.w.), NAR (100 mg/kg b.w.), 

QUE (58,3 mg/kg b.w.) a MYR (54,8 mg/kg b.w.). Pokus byl ukončen 24h po podání této 
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dávky uvedených látek dekapitací. Byla odebrána jaterní tkáň pro stanovení aktivity   

TrxR-1 a GPx-1 a hladiny LP a GSH. Analýza byla provedena v tkáňových homogenátech. 

 

Výsledky jsou uvedené jako průměr ± SD. Statistické vyhodnocení bylo provedeno 

programem One - way ANOVA, byl použit test Student – Newman - Keuls Multiple 

Comparison Test (GraphPad InStat3). 

 

Výsledky 

Výsledky prvního pokusu jsou shrnuty v níže uvedené tabulce s číslem 2. Hladina 

LP byla po aplikaci Fe(III) zvýšena. Pouze L1 a QUE snížily navýšení hladiny LP, po 

aplikaci Fe(III), zpět ke kontrolní hladině. Na druhou stranu, NAR a MYR toto navýšení 

po aplikaci Fe(III) ještě zvýšily. Na hladinu GSH nemělo Fe(III) vliv, ale při premedikaci 

L1 došlo ke snížení hladiny GSH vzhledem ke skupině, které bylo aplikováno pouze 

Fe(III). Kombinací MYR a Fe(III) došlo k navýšení hladiny GSH. Aktivita GPx-1 byla 

Fe(III) indukována. Toto navýšení bylo premedikací L1, QUE a NAR sníženo na kontrolní 

hladinu. Aplikace MYR naopak toto navýšení ještě podpořila. Aktivita TrxR-1 byla taktéž 

navýšena aplikací Fe(III). Toto navýšení bylo premedikací L1 a QUE sníženo na kontrolní 

hladinu. (Graf 32, 33, 34, 35, str. 62 – 63) 

 

Tabulka 2 - Vliv Fe(III) a vybraných látek na hladinu LP a GSH a na aktivitu GPx-1 

a TrxR-1 v játrech potkanů 

Skupina N 

LP  GSH GPx-1 TrxR-1 

[nmol MDA/g] [mmol/g] [mmol/g/min] 

[U/mg 

proteinů] 

kontrola 8 34,85 ± 3,39 3,44 ± 0,20 14,76 ± 0,54 0,39 ± 0,02 

Fe(III) 8 39,21 ± 2,70* 3,74 ± 0,30 16,09 ± 0,73 ** 0,42 ± 0,03 * 

Fe(III)+L1 8 36,52 ± 2,28 3,27 ± 0,44# 14,44 ± 0,66### 0,38 ± 0,02## 

Fe(III)+NAR 8 41,82 ± 3,63*** 3,47 ± 0,34 15,16 ± 0,79# 0,40 ± 0,02 

Fe(III)+QUE 8 38,25 ± 2,20 3,66 ± 0,29 14,82 ± 0,70## 0,39 ± 0,01# 

Fe(III)+MYR 8 39,53 ± 2,81* 3,91 ± 0,17* 17,43 ± 0,91 ***### 0,42 ± 0,02 * 

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

# p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs. Fe(III) skupina 

Výsledky jsou udané jako průměr ± SD.  
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 Výsledky druhého pokusu jsou shrnuty níže v tabulce 3. Hladiny LP a GSH nebyly 

ovlivněny žádnou z uvedených látek. Pouze MYR navýšil hladinu GSH. Aktivita GPx-1 

byla signifikantně snížena. Aktivitu TrxR-1 zvyšovaly všechny uvedené látky. (Graf 36, 

37, 38, 39, str. 64 - 65) 

 

Tabulka 3 - Vliv vybraných látek na hladinu LP a GSH a na aktivitu GPx-1 a   

TrxR-1 v játrech potkanů 

  

N 

LP GSH GPx-1 TrxR-1 

Skupina [nmol MDA/g] [mmol/g] [mmol/g/min] [U/mg proteinů] 

kontrola 6 40.33 5.31 3.17 0.26 20.86 0.62 0.66 0.02 

deferipron 6 36.43 5.13 3.49 0.32 16.79 0.38*** 0.76 0.01*** 

naringin 6 40.20 2.46 3.48 0.28 17.55 0.40*** 0.79 0.02*** 

quercetin 6 39.45 6.18 3.50 0.40 17.89 0.65*** 0.85 0.03*** 

myricetin 6 36.95 3.82 3.84 0.34* 19.43 0.30*** 0.78 0.02*** 

* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina  

Výsledky jsou udané jako průměr ± SD.  

 

Závěr 

 Výsledky experimentů ukazují zvýšenou aktivitu obou selenoenzymů in vivo po 

aplikaci železitých iontů. Železité ionty navýšily hladinu LP, která byla při premedikaci 

NAR a MYR ještě navýšena. Naopak premedikace deferipronem a quercetinem toto 

navýšení snížila na kontrolní hladinu. Aktivita TrxR-1 byla navýšena jak deferipronem tak 

i přírodními antioxidanty. Ionty železa indukovaly aktivitu GPx-1. MYR tuto indukci ještě 

navýšil. Ostatními látkami bylo působení FeIII iontů na GPx-1 potlačeno na kontrolní 

hladinu. Kombinace vlivu železitých iontů a antioxidantů, ať už přírodních nebo 

průmyslově vyrobených, na selenoenzymy, je vhodná pro další studium.  
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Graf 32 - Vliv železitých iontů (FeIII) a vybraných látek na aktivitu thioredoxin 

reduktasy (TrxR-1) ve tkáni jater potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

# p<0,05; # # p<0,01 vs. Fe(III) skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 33 - Vliv železitých iontů (FeIII) a vybraných látek na aktivitu glutathion 

peroxidasy (GPx-1) ve tkáni jater potkanů. 

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

# p<0,05; # # p<0,01; # # # p<0,001 vs. Fe(III) skupina 

* 

 

* 

 

# # 
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Graf 34 – Vliv železitých iontů (FeIII) a vybraných látek na hladinu redukovaného 

glutathionu (GSH) ve tkáni jater potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

# p<0,05 vs. Fe(III) skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 35 - Vliv železitých iontů (FeIII) a vybraných látek na hladinu peroxidace lipidů 

(LP) ve tkáni jater potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

# 

 

* 

 

* 

 

* 

 

*** 
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Graf 36 - Vliv vybraných látek na aktivitu thioredoxin reduktasy (TrxR-1) ve tkáni 

jater potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 37 - Vliv vybraných látek na aktivitu glutathion peroxidasy (GPx-1) ve tkáni 

jater potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

*** p<0,001 vs. kontrolní skupina 

*** 

 

*** 
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*** 
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Graf 38 - Vliv vybraných látek na hladinu redukovaného glutathionu (GSH) ve tkáni 

jater potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

* p<0,05 vs. kontrolní skupina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 39 - Vliv vybraných látek na hladinu peroxidace lipidů (LP) ve tkáni jater 

potkanů.  

L1 – deferipron, NAR – naringin, QUE – quercetin, MYR – myricetin 

Data jsou uvedena jako průměr ± SD.  

 

* 
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6 Diskuse 

 

V dílčích závěrech jednotlivých kapitol bylo postupně uvedeno, do jaké míry byly 

ovlivněny vybrané antioxidační parametry zkoumaného organismu. 

 

Porovnáme-li jednotlivé výsledky získané z analýzy jaterní tkáně potkana mezi sebou 

(Tabulka 4, str. 67), vyjde nám jako nejlepší antioxidant oleuropein a hydroxytyrosol, 

tedy látky obsažené v olivovém oleji. Antioxidační účinky oleuropeinu a hydroxytyrosolu 

jsou známy již delší dobu. Na druhou stranu, vliv OLEU a HT na TrxR-1 dosud nebyl 

publikován. Inhibiční efekt těchto látek na aktivitu TrxR-1 ukazuje na potenciální 

protinádorové účinky, jak popisuje Cai W. (Cai et al., 2012) ve své práci týkající se dalších 

molekul, které taktéž inhibují aktivitu TrxR-1 a tím blokují rozvoj nádorového bujení.  

Vlivem OLEU a HT došlo k velmi výraznému snížení aktivity TrxR-1 v jaterní 

tkáni potkanů o 68,6 % a 67,9 %. U dalších parametrů (GPx-1 a GR) došlo také                          

k signifikantnímu snížení aktivity v jaterní tkáni potkanů. Toto zjištění snížené aktivity 

GPx-1 a GR se nám potvrdilo i v literatuře (Cumaoglu et al., 2011, Masella et al., 2004).  

Toto zjištění pokládáme za prvotní, ojedinělé a originální. Bylo by žádoucí se dále 

zabývat studiem těchto přírodních látek v in vitro a in vivo experimentech v souvislosti 

s TrxR-1 a GPx-1. 

Hepatoprotektivním působením OLEU se ve své práci zabýval Domitrovič R. 

(Domitrovič R. et al., 2014). Jako modelový organismus použil samce myší BALB/cN. 

Intoxikace tetrachlormethanem (CCl4). Oleuropein v dávkách 100 a 200 mg / kg b.w. byl 

podáván i.p.: a) jednou denně po dobu 3 po sobě následujících dnů. Následně byl podán 

CCl4., b) jednou denně po dobu 2 po sobě jdoucích dnech 6 h po podání CCl4. Intoxikace 

měla za následek masivní nekrózy jater. Poškození jater bylo spojováno s oxidačním 

stresem, jelikož došlo k významnému snížení aktivity SOD a hladiny GSH. V obou 

případech podávání OLEU došlo ke snížení oxidačního stresu, což ukazuje na antioxidační 

působení této látky. 

Antioxidační účinky oleuropeinu a hydroxytyrosolu, látek obsažených v olivovém 

oleji, jsou spojovány s tzv. středomořskou dietou/stravou. Tento termín v sobě zahrnuje 

mnoho charakteristik. O středozemní stravě se můžeme relativně často dočíst i v denním 

tisku či na webu, kde je nejčastěji prezentována jako zdravá strava chránící proti tzv. 
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civilizačním chorobám. V odborných publikacích se s tímto termínem setkáváme 

v souvislosti s oleuropeinem, hydroxytyrosolem nebo olivovým olejem, se kterým je tato 

dieta úzce spjata. Uvádí se, že tyto látky, resp. tato strava snižuje riziko rakovinného 

bujení, chrání před kardiovaskulárními chorobami a oxidačním poškozením DNA volnými 

radikály (Waterman and Lockwood, 2007). 

 

Tabulka 4 - Shrnutí signifikantních výsledků v jaterní a ledvinové tkáni potkana. 

Data jsou udána v procentech, tedy o kolik byla daná veličina změněna 

vůči kontrolní skupině. Barvou je pak následně rozlišena aktivace 

(červeně) nebo inhibice (modře) dané veličiny. Prázdné kolonky 

představují nesignifikantní změny dané veličiny. 

 

% 

Thioredoxin 

reduktasa 

(TrxR-1) 

Glutathion 

peroxidasa 

(GPx-1) 

Redukovaný 

glutathion 

(GSH) 

Peroxidace 

lipidů 

(LP) 

Glutathion 

reduktasa 

(GR) 

 játra ledviny játra ledviny játra ledviny játra ledviny játra ledviny 

oleuropein 68,6  7,0 11,6    16,0 5,2  

hydroxytyrosol 67,9  5,6 6,4 9,2   17,5 16,5  

resveratrol 26,5  17,6        

myricetin 30,8 51,6 14,6        

quercetin   17,8 17,8  8,1    5,0 

epicatechin   10,3 15,6  7,1   7,4 8,1 

naringin   16,4  13,4      

naringenin   15,0  15,9      

hesperidin       14,2    

hesperetin     12,0      

melatonin 68,4  9,9  8,8      
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Na ledvinovou tkáň potkana působily námi vybrané látky jinak než na tkáň jaterní 

(Tabulka 4, str. 67). V této tkáni se nejvíce projevil vliv myricetinu na TrxR-1, který snížil 

aktivitu tohoto enzymu o 51,6 %. Aktivita GPx-1 byla snížena oleuropeinem, 

hydroxytyrosolem, quercetinem a epicatechinem. Dále byla snížena hladina peroxidace 

lipidů, a to působením oleuropeinu a hydroxytyrosolu. GR aktivita byla snížena pouze 

quercetinem a epicatechinem. Na druhou stranu hladina redukovaného glutathionu byla 

mírně navýšena quercetinem a epicatechinem. 

 

Polyfenoly z červeného vína (resveratrol, myricetin, epicatechin a quercetin) 

signifikantně ovlivnily oxidačně redukční rovnováhu v organismu laboratorních potkanů. 

Významným výsledkem je inhibiční vliv těchto studovaných polyfenolů na aktivitu 

selenoenzymů TrxR-1 a GPx-1. Tento vliv na aktivitu TrxR-1 dosud nebyl systematicky 

studován. Největší snížení aktivity TrxR-1 bylo pozorováno v  experimentech                     

s resveratrolem a myricetinem. Inhibiční účinek MYR na TrxR-1 popsal Lu J. (Lu et al., 

2006). Pro svou práci použil rekombinantní TrxR a Sec
498

→Cys mutant TrxR (Arnér et al., 

1999; Zhong L, Holmgren A, 2000). V jedné části této práce nechal inkubovat TrxR,          

s různými koncentracemi, vybrané flavonoidy a následně měřil jejich aktivitu. V druhé 

části použil buňky typu A549, kdy sledoval efekt vybraných flavonoidů na růst těchto 

buněk pomocí aktivity TrxR. 

Naopak, látky quercetin a epicatechin neměly signifikantní vliv na aktivitu   

TrxR-1. Všechny námi vybrané polyfenoly z červeného vína snižovaly aktivitu GPx-1. 

Nejvíce quercetin a resveratrol, nejméně pak epicatechin. Epicatechin snížil aktivitu i GR. 

Červené víno, respektive jeho polyfenoly, má ochranné antioxidační, ale i případně 

protinádorové účinky. Mechanismus tohoto účinku bude souviset s thioredoxinovým 

systémem. 

Červené víno resp. látky v něm obsažené jsou spojovány s pojmem „francouzský 

paradox“. Francouzský paradox je pojem, který souvisí s pozorováním relativně nižšího 

výskytu akutních srdečních chorob u obyvatel žijících ve Francii navzdory vysokému 

příjmu nasycených tuků vyskytujících se v jejich potravě. Poprvé byla tato problematika 

odborně popsána irským lékařem Samuelem Blackem v roce 1819. Z výzkumu britské 

Heart foundation vyplývá, že v roce 1999 činil počet úmrtí na akutní srdeční příhodu mezi 

muži ve věku 35 – 74 let 230 na 100 000 v USA, kdežto pouze 83 na 100 000 ve Francii. 

Zvýšený příjem červeného vína, které je zvláště bohaté na polyfenoly, je jedním                 
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z pravděpodobných vysvětlení tzv. „francouzského paradoxu“. Jedná se především            

o resveratrol a další flavonoidy. Resveratrol se vyskytuje převážně v červených, ale i         

v některých bílých vínech. Vyšší koncentrace je pak ve vínech napadených ušlechtilou 

plísní Botrytis cinerea. Protektivní efekt vína je připisován právě antioxidačním účinkům 

polyfenolických látek v něm obsažených a navíc alkohol obsažený ve víně podporuje 

absorpci polyfenolických látek z vína ve střevě, a proto je antioxidační účinek vína vyšší 

než např. účinek samotné hroznové šťávy (Eliášová, 2010; Kubesa, 2010). 

 

Flavonoidy obsažené v citrusech hrají v organismu nezastupitelnou roli. Tyto látky 

mají významné antioxidační a protinádorové účinky. V našich pokusech jsme se zabývali 

látkami obsažených v grapefruitu, a to naringinem, naringeninem, hesperidinem a 

hesperetinem. Největší vliv měly látky naringin a naringenin na aktivitu selenoenzymu 

GPx-1, došlo k jejímu navýšení (Hodková et al., 2010; Ali M. M., El Kader M. A., 2004). 

Toto navýšení aktivity GPx-1 zmiňují ve své práci Ali M. M. a El Kader M. A. Zkoumali 

vliv různých dávek naringinu (0, 10, 20, 40, 80 mg/kg b.w.) u hyperglykemických potkanů. 

Podávání jednotlivých postupných dávek naringinu způsobilo, kromě jiných zkoumaných 

parametrů, i zvýšení aktivity GPx-1. 

 Aktivita TrxR-1 naopak nebyla ovlivněna ani jednou z námi vybraných látek. 

Naringin, naringenin a hesperetin zvyšovaly hladinu GSH, což ukazuje na prooxidační 

účinek těchto látek (Galati et al., 1999). 

V posledních letech se ukazuje, že užívání grapefruitové šťávy souběžně s léčivy 

vyvolává mnoho interakcí, které v některých případech mohou být fatální. Grapefruitem 

vyvolané interakce inhibují funkci cytochromu P450 (CYP3A4). Ukazuje se, že grapefruit, 

na základě vysokého obsahu flavonoidů, je prospěšný v léčbě degenerativních nemocí jako 

je diabetes či kardiovaskulární onemocnění (Owira P. M, Ojewole J. A., 2010). 

 

Melatonin je hormon produkovaný epifýzou. Výzkumem této látky se podrobně 

zabývá prof. RNDr. Helena Illnerová, DrSc. 

„V poslední době se hojně mluví a píše o melatoninu jako o možném zázračném léku 

téměř na všechny neduhy. V zahraničí, zejména ve Spojených státech, lze melatonin koupit, 

obdobně jako vitamíny, jako doplněk výživy. Melatonin je derivát hydroxyindolu, obdobně 

jako serotonin, přesně N-acetyl-5-methyxytryptamion. Pro jeho fyziologické působení, je 

podstatná jak methoxy skupina na aromatickém jádru, tak i acetyl skupina vázaná na 
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aminu postranního řetězce; indolové jádro naopak nezbytné není a může být nahraženo 

jiným aromatickým jádrem, např. naftalenem“ (Illnerová H., 1996).  

„Melatonin byl isolován v roce 1958 A. Lernerem z hovězích epifýz, malých 

endokrinních žláz s tehdy ještě nerozpoznanou úlohou. Od té doby byl melatonin nalezen 

ve všech dosud zkoumaných živých organismech, od jednobuněčné mořské řasy Gonyaulax 

polyedra až po vyšší rostliny, např. merlík lékařský, bezobratlé živočichy, jako jsou 

ploštěnky, a obratlovce - plazy, ptáky i savce, včetně člověka. Melatonin byl tedy během 

vývoje druhů zakonzervován. Podstatné je, že u všech živých organismů, ať už jsou aktivní 

ve dne jako člověk, či v noci jako malí hlodavci, se melatonin tvoří výhradně v noci, je to 

tedy jakýsi signál noci, který předává do organismu informaci o denní době“ (Illnerová H., 

1991, 1996). „Denní rytmus v tvorbě je poháněn rytmem v aktivitě enzymu arylalkylamin 

N-acetyltransferázy, který katalyzuje acetylaci serotoninu na N-acetylserotonin, prekursor 

melatoninu. Aktivita tohoto enzymu v epifýtze potkana je např. v noci až stonásobně i 

mnohem vyšší než ve dne. Tento robustní rytmus je řízen biologickými hodinami, které se 

nacházejí v mozku ve dvou shlucích nervových buněk uložených blízko křížení, tj. 

chiasmatu, optických drah a nazýván proto suprachiastmatická jádra. Zhruba denní, tj. 

cirkadiánní rytmus v tvorbě melatoninu pokračuje i tehdy, žijí-li živočichové                       

v neperiodickém prostředí, např. ve stálé tmě. V takovém případě biologické hodiny "volně 

běží" s periodou velice blízkou, ale nerovnající se 24 hodinám, a vysoká tvorba melatoninu 

vyznačuje subjektivní noc jedince. K 24-hodinovému dnu jsou biologické hodiny, a tudíž i 

rytmická tvorba melatoninu, synchronizovány pravidelným střídáním světla a tmy, zejména 

světlou periodou dne. Melatoninový signál, tj. vysoká hladina v tělních tekutinách v noci, 

nepřenáší pouze signál o denní době, ale též o délce dne, tj. o roční sezóně. U všech dosud 

sledovaných savců se melatonin tvoří po krátkou dobu v průběhu dlouhých letních dnů, ale 

po dlouhou dobu během krátkých zimních dnů. Melatoninový signál je tudíž součástí řízení 

denního i ročního programu savčího organismu. Vysoká noční hladina melatoninu v krvi 

se pohybuje řádově v koncentraci 10
-10

 M; lze tedy předpokládat, že melatonin bude 

fyziologicky působit při takto nízkých hladinách. Tomu odpovídají i hodnoty nalezených 

disociačních konstant pro vazbu melatoninu na vysoce afinitní receptory na povrchu 

buněk, a to v rozmezí 10
-11

 až 10
-10

 M“ (Illnerová H., 1996, Morgan P. J., 1994). „Tyto 

melatoninové receptory byly u savců nalezeny přímo v biologických hodinách                     

v suprachiasmatických jádrech, kde navázaný melatonin může zpětně ovlivňovat chod 

hodin, dále v části hypofýzy nazývané pars tuberalis, kde melatonin může ovlivňovat roční 
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cykly, např. v reprodukční aktivitě, a sporadicky v různých částech mozku v závislosti na 

živočišném druhu. Mimo mozek byly u savců tyto receptory nalezeny i v oční sítnici, kde se 

melatonin též tvoří, a dále v cévách, slezině a ledvinách. Melatoninové receptory byly         

v poslední době vyklonovány a tři subtypy těchto receptorů byly též identifikovány. Jak       

v savčím organismu působí exogenně podaný melatonin? Melatonin u člověka působí         

v prvé řadě jako chronobiotikum, tedy jako látka, která může ovlivňovat cirkadiánní, tj. 

denní řád organismu“ (Illnerová H., 1996). „Podání melatoninu ve večerních hodinách 

může způsobit předběhnutí biologických hodin, podání v pozdních nočních a brzkých 

ranních hodinách pravděpodobně zpoždění hodin. Tohoto účinku melatoninu se užívá        

k rychlé resynchronizaci vnitřních hodin s novým vnějším časem při letech přes časová 

pásma. Pravidelné podávání melatoninu jednou za 24 hodin k večeru může též 

synchronizovat volný chod biologických hodin savců žijících ve stálé tmě či slepých lidí      

s 24-hodinovým dnem. Melatonin podávaný před usnutím může zkrátit dobu usínání a 

případně snížit fragmentaci spánku, tj. zlepšit jeho kvalitu. Kromě výše zmíněných 

chronobiologických účinků, které jsou zřejmě zprostředkovány vazbou melatoninu na 

specifické receptory, se melatoninu připisuje ještě četné další působení, které není většinou 

ještě probádáno u lidí a jen nedostatečně u savců. Melatonin údajně působí proti 

nádorovému bujení a stárnutí. Tento účinek, pokud by byl skutečně dostatečně prokázán, 

by mohl souviset se schopností melatoninu zbavovat organismus volných radikálů               

s nespárovaným valenčním elektronem, které mohou dlouhodobě poškozovat velké 

molekuly, jako jsou např. bílkoviny či nukleové kyseliny. Tento "čistící" účinek melatoninu 

by se však zřejmě mohl projevovat jen při farmakologických dávkách. Ani popisovaný 

posilující účinek melatoninu na uměle zeslabený imunitní systém savců nebyl ještě zcela 

prověřen. Ostatní účinky připisované melatoninu, např. zvýšení sexuální potence, 

zabránění početí, prodloužení délky života, ochrana před kardiovaskulárními 

onemocněními apod. jsou zatím spíše vysloveným přáním než výsledkem hlubokého bádání. 

V současné době je možné odpovědně prohlásit pouze to, že melatonin působí jako 

chronobiotikum. Při velkém zájmu o tuto látku a při výskytu vysoce afinitních receptorů 

pro melatonin na různých strukturách je možné očekávat, že v budoucnu budou seriózně 

nalezeny a potvrzeny další účinky melatoninu na lidský organismus (Illnerová H., 1996). 

V našich experimentech došlo, působením melatoninu, k navýšení aktivity TrxR-1 

v jaterní tkáni potkana o 68,4 %. Vliv ME na TrxR-1 dosud nebyl systematicky studován. 
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Toto naše zjištění je prvotní a originální. Pokus prokázal signifikantní vliv ME na oxidačně 

redukční rovnováhu v organismu (Hardeland, 2005, Hardeland et. al., 2006).  

Potvrdili jsme výsledky z našeho předešlého pokusu (A. Hodková, P. Černá,            

D. Kotyzová, V. Eybl - Melatonin increases the activity of selenoenzymes thioredoxin 

reductase and glutathione peroxidase in acute experiments in rats and mice (SFRR – E 

Meeting, Řím, Itálie, 26. - 29. 8. 2009, Free Radical Research, Vol. 43 (1): s 75, 2009). 

Aplikací kadmia po premedikaci melatoninem došlo k navýšení aktivity TrxR-1. 

Melatonin navýšil i aktivitu GPx-1 a hladinu GSH.  

Kadmium představuje nebezpečnou složku životního prostředí. Akutní expozice 

kadmiu ukazuje především na poškození jater (Rani et al., 2014). Několik studií na 

pokusných zvířatech přineslo důkazy, že oxidativní stres je zapojený do toxicity kadmia 

(Caisova and Eybl, 1986, Manca et al., 1991, Bagchi et al., 1996). Brzóska M. M. (Brzóska 

et al., 2015) ve své práci popisuje vliv přírodních i syntetických antioxidantů na zmírnění 

oxidačního stresu vyvolaného kadmiem. 

Na našem pracovišti byly prováděny další pokusy toxicity kadmia spojené s vlivem 

antioxidantů. Příkladem může být série pokusů prof. V. Eybla (Eybl V, Kotyzová D, 

Koutenský J, 2006). Samcům CD myší byl podáván jednou denně po dobu 3 dnů kurkumin 

(50 mg/kg b.w., p.o.), resveratrol (20 mg/kg b.w., p.o.) a melatonin (12 mg/kg b.w., p.o.), 

rozptýlené v 0,5 % methylcelulóze. Hodinu po poslední dávce antioxidantů byl podáván 

CdCl2 (7 mg/kg b.w., s.c.) všem skupinám premedikovaným antioxidanty. 24 hodin poté 

byla zvířata dekapitována a v jaterních homogenátech byla stanovena hladina LP a GSH, 

aktivita CAT a GPx. Koncentrace kadmia byla měřena u jater, ledvin, varlat a mozku 

pomocí AAS. Kadmium navýšilo hladinu LP (133 %, p<0,001), snížilo hladinu GSH     

(65 %, p <0,001) a došlo k inhibici CAT (68 %, p<0,001) a GPx aktivity (až 60 %, 

p<0,001) v játrech. Premedikace kurkuminem, RSV a ME zcela zabránila peroxidaci lipidů 

vyvolanou kadmiem a inhibovala aktivitu GPx. RSV byl účinný proti Cd-indukované 

inhibici aktivity CAT (p<0,001). Poklesu hladiny GSH nebylo zabráněno premedikací 

uvedených antioxidantů. U myší ošetřených samotnými antioxidanty nedošlo ke změně 

hladin LP, GSH, a aktivit GPx a CAT vůči kontrolní skupině. Premedikace antioxidanty 

neovlivnila rozdělení kadmia ve tkáních Cd-intoxikovaných myší. Výsledky ukazují, že 

kurkumin, RSV a ME účinně chrání před vlivem kadmia na hladinu peroxidaci lipidů a 

zmírňují nepříznivé účinky kadmia na antioxidační stav organismu. 
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Výsledky pokusu, kde jsme sledovali vliv železa na oxidační stres a jeho ovlivnění 

premedikací vybranými látkami (deferipron, naringin, naringenin, myricetin a quercetin), 

jsou shrnuty v tabulkách číslo 2 a 3 str. 60 a 61. 

Výsledky experimentů ukazují zvýšenou aktivitu obou selenoenzymů in vivo po 

aplikaci železitých iontů (Tabulka 2, str. 60). Hladina LP byla po aplikaci Fe(III) 

navýšena. Pouze deferipron a quercetin snížily navýšení hladiny LP, po aplikaci Fe(III), 

zpět ke kontrolní hladině. Na druhou stranu, naringin a myricetin toto navýšení po 

aplikaci Fe(III) ještě zvýšily. Na hladinu GSH nemělo Fe(III) vliv, ale při premedikaci L1 

došlo ke snížení hladiny GSH vzhledem ke skupině, které bylo aplikováno pouze Fe(III). 

Kombinací MYR a Fe(III) došlo k navýšení hladiny GSH oproti kontrolní skupině. 

Aktivita GPx-1 byla Fe(III) indukována. Toto navýšení bylo premedikací L1, QUE a NAR 

sníženo na kontrolní hladinu. Aplikace MYR naopak toto navýšení ještě podpořila. 

Aktivita TrxR-1 byla taktéž navýšena aplikací Fe(III). Toto navýšení bylo premedikací L1 

a QUE sníženo na kontrolní hladinu. 

 V pokusu, kdy byly použity jen látky samotné (bez aplikace Fe(III)) nedošlo           

k ovlivnění hladiny LP a GSH. Pouze MYR navýšil hladinu GSH. Aktivita GPx-1 byla 

signifikantně snížena a aktivita TrxR-1 byla zvýšena všemi uvedenými látkami (Tabulka 3, 

str. 61). Naše výsledky týkající se aktivity TrxR-1 nemohly potvrdit inhibiční účinek MYR 

a QUE na aktivitu TrxR-1 publikovanou jinými autory (Lu et al., 2006). Autor Lu se velmi 

podílí na zkoumání thioredoxinového systému, který se skládá z thioredoxin reduktázy 

(TrxR), thioredoxinu (Trx), a NADPH. Tento systém vykazuje široké spektrum aktivit        

v buněčném redoxním kontrolním mechanismu, antioxidační funkci, životaschopnosti 

buněk a proliferace. V poslední době, selenocystein obsažený v savčí thioredoxin 

reduktase se ukázal jako nový cíl pro vývoj léčiv proti rakovině. Thioredoxin reduktasa a 

thiredoxin jsou nadměrně exprimovány v mnoha agresivních nádorech a nádorové buňky 

se zdají být závislé na thioredoxinovém systému více, než normální zdravé buňky. 

V publikaci z roku 2006 (Lu et al., 2006) zkoumal Lu inhibici thioredoxin reduktasy 

pomocí flavonoidů, o kterých předpokládá, že to jsou protinádorová chemopreventivní 

činidla, právě díky jejich antioxidačním účinkům. Bylo zjištěno, že myricetin a quercetin 

mají silné inhibiční účinky na thioredoxin reduktasu (IC50 hodnoty 0,62 resp. 0,97 

mikromol / l). Kromě toho mají flavonoly potenciál inhibovat růst A549 buněk se stejnou 

účinností jako inhibice thioredoxin reduktasy. Aktivita thioredoxin reduktasy v buněčných 

lyzátech byla snížena po aplikaci myricetinu (> 50 mikromol / l). Buněčný cyklus byl 
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zastaven v S fázi quercetinem a akumulace buněk v G1 fázi byla pozorována v reakci na 

myricetin. To znamená, že protinádorová aktivita quercetinu a myricetinu, může být          

v důsledku inhibice thioredoxin reduktasy. Inhibování TrxR vede k buněčné smrti. 

 Železo mělo vliv na aktivitu obou selenoenzymů in vivo. Aktivita TrxR-1 byla 

navýšena nejen po podání L1, ale také přírodními antioxidanty. Podle našich zjištění měl 

L1 a QUE, sloučeniny vázající se na železo (FeIII), největší vliv na aktivitu TrxR-1 

(Kontoghiorghes, 2009; Ren et al., 2008; Mira et al., 2002). Stimulační účinek přírodních 

antioxidantů na aktivitu TrxR-1 může být aditivní k antioxidačnímu účinku L1. Hladina LP 

po podání chelátorů nebyla navýšena. To naznačuje, že dávkování těchto látek v těchto 

pokusech nebylo v rozmezí toxicity. Další experimenty, využívající především kombinaci 

chelátorů železa a přírodní antioxidanty, v současné době probíhají a podílí se na objasnění 

způsobu působení na selenoenzymy a také pro jejich možné využití v klinické léčbě. 
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7 Závěr 

 

Prokázali jsme významný vliv vybraných přírodních látek na redox-systém včetně 

ovlivnění selenoenzymů thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy. 

 

1. Největší vliv na aktivitu selenoenzymů thioredoxin reduktasy a 

glutathion peroxidasy měl oleuropein a hydroxytyrosol. V jaterní tkáni 

potkana došlo po podání těchto látek k výraznému snížení aktivity         

u obou uvedených enzymů. Ve tkáni ledvin potkana došlo po podání 

uvedených látek pouze ke snížení aktivity glutathion peroxidasy. 

Aktivita thioredoxin reduktasy nebyla v této tkáni po podání 

oleuropeinu a hydroxytyrosolu signifikantně změněna. Tento vliv, 

OLEU a HT na TrxR-1, dosud nebyl publikován. Inhibiční efekt těchto 

látek na aktivitu TrxR-1 ukazuje na potenciální protinádorové účinky. 

Toto zjištění pokládáme za prvotní a originální. 

 

2. Polyfenoly z červeného vína (resveratrol, myricetin, quercetin a 

epicatechin) signifikantně ovlivnily oxidačně redukční rovnováhu          

v organismu laboratorních potkanů. Aktivita thioredoxin reduktasy byla 

snížena resveratrolem v jaterní tkáni potkana a myricetinem v jaterní i 

ledvinové tkáni potkana. Glutathion peroxidasa byla v jaterní tkáni 

potkana snížena všemi uvedenými polyfenoly, v ledvinové tkáni pouze 

myricetinem, quercetinem a epicatechinem. 

 

3. Naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin jsou flavonoidy obsažené 

v citrusech. Tyto látky neovlivnily aktivitu thioredoxin reduktasy 

v jaterní tkáni potkana. Aktivita GPx-1 byla navýšena naringinem a 

naringeninem v jaterní tkáni potkana. Zajímavým zjištěním byl pozitivní 

vliv těchto látek na hladinu GSH v jaterní tkáni potkana. Hladina GSH 

byla navýšena hesperetinem, naringinem a naringeninem. 
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4. Významný vliv na aktivitu enzymů thioredoxin reduktasy a glutathion 

peroxidasy měl melatonin, který aktivitu obou enzymů navýšil. Vliv ME 

na TrxR-1 dosud nebyl systematicky studován. Toto naše zjištění je 

prvotní a originální. 

 

5. Sledovali jsme vliv železa na oxidační stres a jeho ovlivnění 

premedikací vybranými látkami (deferipron, naringin, naringenin, 

myricetin a quercetin). Aktivita glutathion peroxidasy byla železitými 

ionty indukována. Toto navýšení bylo premedikací deferipronem, 

quercetinem a naringinem sníženo na kontrolní hladinu. Aplikace 

myricetinu naopak toto navýšení ještě podpořila. Aktivita thioredoxin 

reduktasy byla taktéž navýšena aplikací železitými ionty. Toto navýšení 

bylo premedikací deferipronem a quercetinem sníženo na kontrolní 

hladinu. V případě aplikace pouze uvedených látek, tedy bez následné 

aplikace železitých iontů, byla aktivita glutathion peroxidasy 

signifikantně snížena a aktivita thioredoxin reduktasy zvýšena všemi 

uvedenými látkami. 
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