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Abstrakt

Cilem této prace bylo porovnani u¢inku vybranych ptirodnich latek na antioxidacni
obranny systém organismu za srovnatelnych podminek se zvlastnim zaméfenim na
ovlivnéni aktivity selenoenzyma thioredoxin reduktasy (TrxR-1) a glutathion peroxidasy
(GPx-1). Pokusy byly provadény na potkanech (kmen Wistar, samci). Ve vSech pokusech
byla odebirana jatra, v nékterych i ledviny. Z odebranych orgént byly vytvoieny tkanové
homogenaty a v nich byla nasledné stanovovana aktivita TrxR-1 a GPx-1, glutathion
reduktasy (GR), katalasy (CAT) a superoxid dismutasy (SOD) a hladina redukovaného
glutathionu (GSH) a hladina peroxidace lipida (LP).

Prokézali jsme vyznamny vliv vybranych ptirodnich latek na redox-systém vcetné
ovlivnéni selenoenzymi TrxR-1 a GPx-1. Nejvétsi vliv na aktivitu selenoenzymua TrxR-1 a
GPx-1 m¢l oleuropein (OLEU) a hydroxytyrosol (HT). V jaterni tkani potkana doslo po
podani téchto latek k vyraznému snizeni aktivity u obou uvedenych enzymdi, ve tkani
ledvin doslo pouze ke snizeni aktivity GPx-1. Aktivita TrxR-1 byla snizena resveratrolem
(RSV) v jaterni tkani potkana a myricetinem (MYR) v jaterni i ledvinové tkani potkana.
GPx-1 byla v jaterni tkani potkana sniZzena vSemi uvedenymi polyfenoly ¢erveného vina
(resveratrol, myricetin, quercetin a epicatechin), v ledvinové tkani pouze MYR,
quercetinem (QUE) a epicatechinem (EPI). Latky naringin (NAR), naringenin (NRG),
hesperidin (HSP) a hesperetin (HST) neovlivnily aktivitu TrxR-1 v jaterni tkani potkana.
Aktivita GPx-1 byla navySena NAR a NRG v jaterni tkani potkana. Zajimavym zjisténim
byl pozitivni vliv téchto latek na hladinu GSH v jaterni tkani potkana. Hladina GSH byla
navySena HST, NAR a NRG. Vyznamny vliv na aktivitu enzymi TrxR-1 a GPx-1 mél
melatonin (ME), ktery aktivitu obou enzymu navysil. Sledovali jsme vliv Zeleza (Fe) na
oxidacni stres a jeho ovlivnéni premedikaci vybranymi latkami (deferipron, naringin,
naringenin, myricetin a quercetin). Aktivita GPx-1 byla zelezitymi ionty indukovana. Toto
navyseni bylo premedikaci deferipronem (L1), QUE a NAR snizeno na kontrolni hladinu.
Aplikace MYR naopak toto navyseni jesté podpoftila. Aktivita TrxR-1 byla taktéz navysena
aplikaci zelezitymi ionty. Toto navysSeni bylo premedikaci L1 a QUE snizeno na kontrolni
hladinu. V ptipadé aplikace pouze uvedenych latek, tedy bez nésledné aplikace Zelezitych
iontl, byla aktivita GPx-1 signifikantné¢ sniZzena a aktivita TrxR-1 zvySena vSemi
uvedenymi latkami.

Neékterd nase zjisténi jsou prvotni a originalni (OLEU, HT, ME). Jsou tedy vhodna

pro budouci 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 (Felll) 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 (Felll) 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 (Felll) 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.
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1  Soucasny stav problematiky

1.1 Oxidacni stres

Zivot neni mozny bez kysliku a okysli¢ovani (oxidace). Jako vedlejsi produkt
oxidace a latkové vymeény se tvoii tzv. volné radikdly, které intenzivné chemicky reaguji
s molekulami tkani, jejichz funkce a integrita je tim naruSena. Za normalnich okolnosti by
méla byt tvorba kyslikovych radikali a jejich odstranovani v rovnovaze. Situace, kdy si
organismus nemuze vlastnimi silami poradit s odstranénim radikali a dalSich skodlivin
z nich vzniklych, se nazyva oxidacni stres.

Oxida¢ni stres se podili na celé fadé¢ nezadoucich stavii, nemoci a celkového
poskozeni tkani. Naptiklad pfedCasné starnuti, infarkt myokardu a iktus, stafecka porucha
zraku, bolesti a zanéty kloubt, S$patné hojeni ran, maligni nddory, poskozeni plodu,
poruchy imunity provazejici diabetes, atd.

Na vzniku oxida¢niho stresu se v nasem prostiedi podili cigaretovy kouf, vyfukové
plyny a dal$i znecisténi zivotniho prostfedi, nadmérné psychickd a fyzicka zatéz, alkohol,

ultrafialové a radia¢ni zafeni a nékteré 1éky (Halliwell, 2011).

1.2 Volné radikaly

V organismu zivo€ichli neustdle vznikaji ¢astice, které pro organismus piedstavuji
potencialni nebezpeci. Tyto Castice, nazyvané volné radikély, obsahuji ve své valencni
vrstveé neparovy elektron. Radikaly se snazi neparovy elektron doplnit a byvaji proto velmi
reaktivni. Tvofi se v organismu béhem latkové premény ¢i obrané pred bakteriemi a
vlivem ultrafialového a ioniza¢niho zafeni.

Jedna se o slouceniny kysliku - kyslikové radikaly (superoxid — Oy, hydroxylovy
radikal — HO'", peroxyl — ROO", alkoxyl — RO, hydroperoxyl — HO,") a slou¢eniny dusiku —
dusikové radikaly (oxid dusnaty — NO°, oxid dusi¢ity — NO;). Odnimanim nebo
pfijimanim elektronu dal§imi molekulami dochazi k tvorb& dalSich reaktivnich castic.
Radikélova reakce pokracuje za vzniku dalSich toxickych produktii. Terminace (ukonceni)

radikalovych reakci nastane pii setkani dvou molekul s neparovymi elektrony. Volné
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radikaly tak mohou posSkodit bunky (poskozeni se tyka DNA, povrchovych membran
bun¢k i vnitrobunéénych struktur véetné¢ bunécnych jader), oslabit imunitni systém a
napomahat tak ke vzniku fady onemocnéni. Zvysuje se nebezpeci vzniku maligniho bujeni.
Latky, které maji schopnost nadbyte¢né volné radikaly eliminovat, se nazyvaji
antioxidanty.

Volné radikdly jsou béznou soucasti organismu. K intenzivngjsi tvorbé volnych
radikali dochazi vlivem nemoci, psychickou a fyzickou zatézi, koufenim, S$patnou
Zivotospravou ¢i znecisténim zivotniho prostiedi. (Halliwell, 2011).

Jednim z privodnich jevi starnuti je zvySend tvorba volnych radikalli a zaroven
snizeni schopnosti jejich eliminace, coz vede nejen ke zméné vazivové tkané, ale i k poruse
pruznosti vaziva a vzniku vrasek. Ke zméndm vSak dochézi i ve vnitinich orgdnech, ve
Slachach, svalech a cévach. Vliv volnych radikal ptinasi rychlejsi opotiebovani télnich

bunck (Halliwell, 2011).

1.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou vSechny latky, které jsou schopné zachytit pfedev§im volné
radikaly kysliku a v€as s nimi reagovat na neskodné slou€eniny, ¢imz brani oxida¢nimu
posSkozeni. Pouzivaji se nejen v medicin€ na ochranu naSeho zdravi, ale 1 v potravinarstvi
k ochrané potravin. Obecné, latky likvidujici volné radikaly vSeho druhu, se nazyvaji

zhaSeci ¢i zametaci volnych radikald.

Antioxidanty se rozd€luji na enzymatické a neenzymaticke.
e Enzymatické antioxidanty jsou enzymy, které katalyzuji reakce, pii nichz dochézi
k vychytavani volnych radikali v organismu. Mezi tyto enzymy patii superoxid
dismutasa, katalasa, glutathion reduktasa a v neposledni fad¢ selenoenzymy glutathion

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

o Neenzymatické antioxidanty lze dale dé€lit na pfirozené (pfirozené se vyskytujici
v piirodé nebo dané potravin€) a syntetizované (laboratorn¢ vytvotené, tedy bez
vyskytu v piirodé). Vétsinou se upiednostiiuje skupina piirodnich antioxidanti.

Aktualni vyzkumy vsak ukazuji, Ze pouzivani umélych antioxidantl, je relativne
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neskodné. Na druhou stranu, vyzkumy dlouhodobého (celozivotniho) uZzivani
syntetickych antioxidantt, zatim, dokonceny nejsou. Mezi neenzymatické antioxidanty
patii napiiklad vitamin A a provitamin A, vitamin C, E a K, koenzym Q10, glutathion,
bilirubin ¢i flavonoidy a dalsi (Jurczuk et al., 2004, Weinbrenner et al., 2004).
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2  Predmét studia této prace

2.1 Selenoenzymy

V naSich pokusech se zabyvame predevsim ovlivnénim selenoenzymt ptirodnimi

latkami a dale pak ovlivnénim dalSich ukazateli oxida¢niho stresu.

Selen je pro organismus jednim z velmi pottebnych stopovych prvki. Jeho u¢inek
zasahuje do mnoha fyziologickych i biochemickych pochodt v zivych organismech.

V poslednich dvou desetiletich znalosti o tomto prvku znacéné vzrostly a tento
zdjem je dale podporovan objevem novych selenoproteinti. VSechny funkce téchto
selenoproteinti nejsou jesté plné znamy, nyni ale vime, Ze selen je dulezity pro prevenci
nékterych nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni, imunitni funkce a plodnost. Ve
form¢ enzymi je jednou z nejaktivnéjSich slozek antioxidacni a antiradikalové ochrany
organismu (Lu and Holmgren, 2009).

Selen je v nizkych davkéch esencidlni prvek, ale ve vysokych davkach je toxicky.
Jeho piijem zavisi piedev$im na obsahu selenu v pud¢. Od obsahu selenu v padé se odviji
jeho koncentrace v rostlinnych pletivech a ZzivoCiSnych tkanich. Existuji znacné
geografické rozdily v mnozstvi selenu v pidé. Ceskd republika patii mezi oblasti
S pomé&rné nizkym obsahem selenu v pud¢. S velkym deficitem selenu v ptidé se potykaji
napt. Svédsko a ostatni zemé Skandinavie.

Krom¢ selenu plisobi jako antioxidanty 1 vitaminy A, C, E. Jejich nedostatek se da
selenem Castecné kompenzovat. Selen se diky vazbé na bilkoviny nevstfebava tak rychle
jako ostatni antioxidanty. Kromé toho ma asi 1000x vétsi i€innost neZ vitamin E.

Selen se v selenoproteinech vyskytuje ve forme selenocysteinu, ktery ma obdobnou
strukturu jako cystein, kde je atom siry nahrazen atomem selenu. Oxidaénim produktem
selenocysteinu je selenocystin, ve kterém se dvé -SeH skupiny pfeméni na jednu skupinu
-Se-Se- (Obrazek 1, str. 14). V tele je selenocystin metabolizovan na selenocystein.

Selenocystein je jedind sloucCenina selenu, ktera je soucésti u¢innych selenoenzymi

(Selenius et al., 2010).
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Obrazek 1 — Oxidaci selenocysteinu (vlevo) vznika selenocystin (vpravo)

Selen je dilezitou soucasti antioxidacnich enzymd, které chrani buniku proti ucinku
volnych radikdli. V soucasné dobé je identifikovano piiblizné¢ 18 odliSnych savcich
selenoenzymi a selenoproteinti. Piedpoklada se, ze pocet selenoproteini v téle vyssich
zivocicht je 30 - 50, z ¢ehoz vyplyva, ze umime identifikovat pouze polovinu.

Funkéné mutzeme rozlisit dvé odlisné rodiny enzymii. Prvni zahrnuje glutathion
peroxidasu a thioredoxin reduktasu, které zasahuji do kontroly tkanovych koncentraci
vysoce reaktivnich kyslikovych ¢astic. Tyto metabolity jsou v malém mnozstvi esencidlni
pro udrzovani bunécné imunity, ale ve velkém mnozstvi jsou vysoce toxické. Do druhé
rodiny patfi jodthyronin dejodasa, dilezita pro tvorbu hormont §titné zlazy. Vyskytuje se
ve tiech formach: forma 1 ([EC 1.97.1.10]) se vyskytuje téméf ve vSech tkanich, nejvice
v jatrech, ledvinach, §titné zlaze a hypofyze; forma 2 ([EC 1.97.1.10]) se vyskytuje
predevs§im ve §titné Zlaze, srdci, mozku, miSe, kosternich svalech, placenté a hypofyze;
forma 3 ([EC 1.97.1.11]) je pfitomna ve vSech bunkach véazana na plasmatickou
membranu, nevyskytuje se ale ve §titné Zlaze, jatrech ledvinach a hypofyze (St Germain

and Galon, 1997).

2.1.1 Thioredoxin reduktasa

Savéi thioredoxin reduktasy jsou enzymy, které patii do rodiny oxidoreduktas.
Clenové této rodiny jsou homodimemni proteiny. Kazdy monomer obsahuje
flavinadenindinukleotidovou (FAD) prostetickou skupinu, vazebné misto pro redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) a aktivni centrum obsahujici disulfid, na
kterém probiha redukce substratu (Mustacich and Powis, 2000).

Thioredoxin reduktasy jsou pojmenovany pro jejich schopnost redukovat oxidované
thioredoxiny, coz je skupina malych (10-12 kDa), vSudyptitomnych peptidl, které maji
-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys- katalytické misto, kde dochazi k reverzibilni oxidaci a redukci
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dvou cysteinovych zbytkl. Redoxni aktivita na tomto katalytickém misté je nezbytna pro
biologickou aktivitu thioredoxin (Freemerman et al., 1999, Oblong et al., 1994). Toto

uskupeni se nazyva thioredoxinovy systém.

/5 thioreoxin SH
Thioredoxin” | + NADPH + H* ————» Thioredoxin”  + NADP*
Ng reduktasa NGH

Obrazek 2 - Pfeména oxidovaného thioredoxinu na redukovany za ti¢asti thioredoxin

reduktasy

Dalsi thiol redukéni systém, ktery se vyskytuje v buiikach, je glutathionovy systém
(soucasti je glutathion reduktasa a glutathion). Stejné jako thioredoxinovy systém, tak i
glutathionovy systém vyuziva NADPH jako zdroje elektronti. Mezi témito dvéma systémy
neni zndma zadna funkéni interakce. Glutathionovy systém hraje klicovou roli pfi ochrané
bunky pied poskozenim v disledku puisobeni volnych reaktivnich kyslikovych radikalt a
elektrofilt (Mustacich and Powis, 2000).

Spole¢né znaky thioredoxinového a glutathionového systému jsou: (a) oba enzymy
patii do stejné rodiny oxidoreduktas; (b) substratem pro oba enzymy je maly redox-aktivni
peptid (thioredoxin respektive glutaredoxin); (c) u obou enzymu probihaji redox reakce na
disulfidu.

Rozdily spocivaji v: (a) omezené substratové specifité glutathion reduktasy, ktera
redukuje jen glutathion; (b) vysoké hladiné redukovaného glutathionu v bufice, ktery
odstranuje elektrofilni ¢astice spontanné nebo za katalyzy glutathion transferasou.

Thioredoxin systém spole¢né s glutathionovym systémem jsou hlavnimi regulatory

intracelularniho redox prosttedi.
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Obrazek 3 - Systém zachytavani volnych radikald, jehoz soucasti je thioredoxinovy

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

Prvni savéi TrxR byla ziskana z lidské placenty a byla to TrxR-1. Bylo zjisténo, Ze
pouze 31% sekvence bylo obdobné jako u prokaryotickych thioredoxin reduktas a 44% se
shodovalo s eukaryotickymi a prokaryotickymi glutathion reduktasami (Gasdaska PY et
al., 1995). Katalytické misto lidské TrxR, -Cys-Val-Asn-Val-Cys-Gly-, se taktéz naléza
v lidské GR. Je umisténo ve FAD doméné téchto enzymu (Gasdaska PY et al., 1995,
Russel and Model, 1988).

Piedpokladana molekularni hmotnost monomeru lidské TrxR-1 je 54,6 kDa.
V puvodné ziskané lidské placentarni TrxR-1 se predpokladalo, ze C-termindlni
aminokyselinova sekvence je -Gly-Cys (Gasdaska PY et al., 1995). Nasledné vyzkumy
TrxR-1, ziskané z A549 bunék karcinomu plic u lidi, ukazaly, ze C-terminalni sekvence je
-Gly-Cys-Gly-SeCys (kde SeCys je selenocystein). Tim se zjistilo, ze lidska TrxR-1 je
selenoprotein (Tamura and Stadtman, 1996). Ve své molekule obsahuji 2 selenocysteiny.
Pouze sav¢i thioredoxin reduktasy jsou selenoenzymy (Gasdaska JR et al., 1996).
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Formy:

TrxR-1

Tato forma je predmétem naseho vyzkumu. Nachazi se v cytosolu bun¢k. Slouzi
jako ochrana proti oxida¢nimu stresu tim, ze redukuje thioredoxin, ktery se oxiduje
vychytavanim volnych radikalii. Velmi Casto je spojovéna s nddorovymi bunikami
Z hlediska rtistu a programované smrti bunky. V naddorovych bunkach je aktivita
zvysena, coz je u n€kterych druhd tohoto onemocnéni potlacovano As;O3 a vede
k naslednému zaniku buniky (Lu, 2007). Nicmén¢ As,O3 je toxicka latka pro cely
organismus. Tomu by se dalo pfedejit pouzitim olivového oleje misto As,Os.
Olivovy olej blokuje aktivitu TrxR-1 (viz. kap. 5.1, str. 37) a neni toxicky pro
organismus. TrxR muze slouzit jako cilovy enzym pro chemoterapeutika (As;Os3,
slouceniny Pt).

TrxR-2

Druha lidska TrxR byla ziskana nedavno (Gasdaska PY et al., 1999, Miranda-
Vizuete et al., 1999). Ma 84 % podobnost sekvence s TrxR-1. Navic je TrxR-2
rozSifena o dalSich 33 aminokyselin na N-terminalnim konci, které byly
identifikovany jako importovand mitochondrialni sekvence. TrxR-2 se nachazi
v mitochondriich (Miranda-Vizuete et al., 1999). Funkce TrxR-2 je zatim neznama,
ale ptredpoklada se, ze muze hrat roli pfi ochrané bunék proti mitochondriemi
zprostfedkovaném oxidacni stresu. Je to mySlenka, kterd souvisi S neddvnym
nalezem unikatni mitochondrialni formy thioredoxinu (Spyrou et al., 1997).
TrxR-3

V organismu se vyskytuje jesté jeden znamy druh TrxR, a to TrxR-3. Nachazi se
v testes. Neni dosud plné prozkoumana. Od ptedchozich dvou isoenzymu se 1isi
tim, Ze na N - konci ma glutaredoxinovou doménu, coz tomuto enzymu umoznuje

chovat se jako TrxR i jako GR. DileZitou roli zastava pii dozravani spermii.

Katalyticky mechanismus TrxR je jako u vSech enzyma ovlivnén jejim

prostorovym usporadanim. Znacné studovan byl katalyticky mechanismus TrxR E. Coli
(Russel and Model, 1988, Waksman et al., 1994, Arscott et al., 1997, Lennon and
Williams, 1997).

Sav¢i thioredoxin reduktasy sdili vyssi stupen sekvenéni identity a mechanickych

vlastnosti S GR, nez 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 tésné
blizkosti, coz umoziuje elektronim piechazet z NADPH na isoalloxazinovy kruh FAD,
aniz by doslo k vyznamnym konforma¢nim zménam enzymu v aktivni centru (Rietveld et
al., 1994).

Titrace lidské TrxR s disiti¢itanem ukazala pfitomnost dalsiho aktivniho centra, které
se v glutathion reduktase nenachazi (Arscott et al., 1997). Jak bylo uvedeno vyse, TrxR-1
ma na C-konci SeCys zbytek, ktery je nutny pro katalytickou ¢innost, ale neni soucasti
chranéného aktivniho centra. VSechny ostatni savci selenoproteiny, u kterych je znama
funkce, jsou enzymy se SeCys v chranéném aktivnim centru (Low and Berry, 1996).

Sav¢i thioredoxin reduktasy jsou rozmanité enzymy schopné redukce thioredoxint
rizného druhu (Oblong et al., 1993, Holmgren, 1977). Je mozné, Ze to je C-terminalni
katalyticky SeCys, co zpusobuje Sirokou substratovou specifitu TrxR (Gromer et al.,
1998), coz enzymu umoziuje redukovat jak objemné, tak malé molekuly proteind.
Navrzeny katalyticky mechanismus lidské TrxR je, ze C-konec je flexibilni, coz umoznuje
sloZzce -Cys-SeCys-Gly provadét redukei substratu stejné, jako na chranéném aktivnim

misté Cys zbytky (Gromer et al., 1998).
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Pti studiu TrxR je dilezité zaméfit se na jeji inhibitory, kterych je celd fada. Ve
skutecnosti, se mnoho latek pouzivanych v klinické praxi, ukazalo byt inhibitory TrxR.

Nekteré ptiklady jsou uvedené v nasledujici tabulce.

Tabulka 1 — Vybrané inhibitory thioredoxin reduktasy

Chemické zatazeni Sloucenina

slouCeniny platiny cisplatina
oxaliplatina

slou€eniny zlata auranofin

aurothioglukosa

nitrosomoc¢ovina carmustin

alkylujici latky busulfan
chlorambucil
melphalan

slouceniny fosfamidu ifosfamid

cyklofosfamid

slouceniny arsenu As,03

anthracykliny daunorubicin

doxorubicin

flavonoidy aj. myricetin

quercetin

resveratrol

curcumin
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2.1.2 Glutathion peroxidasa

Hlavni roli vSech GPx je udrzovat nizké hladiny peroxidi v bunikach a chranit
bunééné struktury pied oxida¢nim stresem. Ten zptsobuje samotny peroxid vodiku (H20,)
a z n&j vzniklé hydroxylové radikaly ("OH), které jsou vysoce reaktivni. GPx katalyzuji
rozklad H,O; a hydroperoxidi mastnych kyselin (ROOH) pomoci GSH, ktery slouzi jako

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

H20.+ 2 G-SH —»2 H;0 + G-S-S-G
R-O-OH +2 G-SH —» R-OH + H;0 + G-S-S-G

Tyto reakce brani hromadéni peroxidu vodiku a hydroperoxidi mastnych kyselin,
mohou byt hydroxylované lipidy normalné¢ metabolizovany B-oxidaci. Redukovany

glutathion je regenerovan NADPH za katalyzy glutathion reduktasy (GR):

G-S-S-G + NADPH + H* — 2 G-SH + NADP*

Glutathion peroxidasa je nepostradatelnou slozkou antioxida¢niho systému
v organismu, protoze katalyzuje redukci lipoperoxidi a peroxidi vodiku, které jsou
normalné tvofeny v pribéhu metabolickych dé&ju.

GPx je soucasti glutathionového systému, ktery ndsledn€ zahrnuje glutathion,

glutathion reduktasu a glutathion S-transferasu.
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Formy:

Cytosolova glutathion peroxidasa (GPx-1)

Byla objevena v roce 1973 béhem zkoumani faktord, které chrani erytrocyty proti
oxida¢nimu poskozeni. Je to také prvni objeveny protein obsahujici selen.
Redukuje H,0, i organické peroxidy v bunééném cytosolu a v mitochondrialni
matrix (Giinzler et al., 1974).

Gastrointestinalni glutathion peroxidasa (GPx-2)

GPx-2 byla nejprve identifikovana v lidskych jatrech, ale nedavno byla objevena ve
sttevech krys. Tato peroxidasa chrani stievni bunky pfed vnéjSimi peroxidy a
xenobiotiky z potravy (Chu et al., 1993).

Plasmaticka glutathion peroxidasa (GPx-3)

GPx-3 je vyluovana piedevs§im v ledvinach. Je také hlavnim zdrojem selenu
v matefském mléce. Funkce této peroxidasy je nejasna, ziejmé chrani intracelularni
prostory piedevsim v ledvinach (Takahashi et al., 1987).

Fosfolipid hydroperoxidova glutathion peroxidasa (PHGPx, GPx-4)

Ve velkém mnozstvi se vyskytuje ve spermiich a testes. PHGPx je dilezity
strukturalni protein nezbytny pro integritu spermii. Pfi jeho nedostatku dochézi
k muzské infertilité. Je podstatné vice rezistentni vii¢i nedostatku selenu nez ostatni
GPx (Schneider et al., 2009).

Epididymalni sekre¢ni glutathion peroxidasa (GPx-5)

Nachazi se v sav¢im sam¢im (muzském) pohlavnim ustroji (Hall et al., 1998).
GPx-6, GPx-7, GPx-8

Tyto tf1 posledni glutathion peroxidasy nejsou pfili§ prozkoumény. Predpoklada se,
ze maji obdobnou funkci jako ostatni GPx, tedy detoxikace organismu od peroxidi

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

V nasich pokusech jsme zkoumali pfirodni latky flavonoidy. Tyto latky jsou velmi
pocetnou skupinou. Je znamo pies 4000 latek, které se fadi do této skupiny. Béhem
soucasné doby jsou objevovany dal$i molekuly fadici se mezi flavonoidni latky.

Zakladni stavebni jednotkou flavonoidi je flavan. Jedna se o heterocyklické
slouceniny, obsahujici dvé benzenova jadra, spojena heterocyklickym pyranem. Byvaji
rizn¢ substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami, pficemz jednotlivé
derivaty jsou rozliSovany pouze stupném substituce a oxidace. Hlavni skupiny flavonoidi
nazyvane flavanoly, flavanony, flavony, flavonoly, antokyanidiny, proantokyanidiny a
isoflavonoidy (Obrazek 4, str. 23).

Nejcastéji se prirodni flavonoidy vyskytuji ve formé O-glykosidii. Ve své molekule
maji obsazenou nesacharidovou ¢ast (aglykon) a sacharidovou slozku. Jejich vyskyt
v organismu je dilezity pro antioxidacni systém. Zabranuji napf. peroxidaci lipidd,
vychytavaji volné kyslikové radikaly, vazou na sebe nékteré prooxidac¢né pisobici ionty
kovu (napt. Fe ¢i Cu) apod. Zjistilo se, ze piirodni flavonoidy mohou uéinné puisobit
preventivné U chorob, které maji pivod v oxidacnim poskozeni tkani (kardiovaskularni
onemocnéni, aterosklerdza,...).

Nejbéznéjsi flavonoid ve vyzivé Clovéka je flavonol quercetin. Nachazi se ve
vysokych koncentracich v béznych potravinach, napt. ¢erny a zeleny ¢aj, cibule, jablka,
kapusta a cervené vino. Mezi flavanoly jsou hlavni skupinou catechiny (catechin,
epicatechin, epigallocatechin) a jejich estery s kyselinou galovou. Nachazeji se hlavné
Vv ¢aji, Cerveném viné a ¢okoladé. Proantokyanidiny jsou flavanoly s polymerni strukturou.
Mohou se vyskytovat jako smés polymert, estery kyseliny galové nebo ve formé dimerd.
Jejich struktura je znaéné slozitd. Vykazuji adstringentni G¢inky. Zdrojem jsou napf.
hrozny, jablka, ¢ervené vino, ¢okolada, ¢aj. Antokyanidiny jsou slozkou cervenych barviv
napf. v boravkach, tiesnich, §vestkach, rybizu. Tzv. ,.citrusové flavonoidy jsou flavanony.
Tento nazev souvisi s jejich typickym vyskytem v pomerancich a grapefruitech. Jedna se
predevsim o naringenin, hesperetin a jejich glykosidy. Isoflavonoidy jsou zvlastni skupinou
flavonoidi. Mezi jejich hlavni zastupce patii isoflavony genistein a daidzein. Vyskytuji se
predevsim V lusténinach (s6ja) (Meskin et al., 2008).
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Group Compound R, R, R, R, R
Flavonols Quercetin OH OH H OH OH
Kaempferol H OH H OH OH
Myricetin OH OH OH OH OH
Morin OH H OH H OH
Isorhamnetin OCH, OH H OH OH
Quercitrin OH OH H O-rham  OH
Rutin OH OH H O-rut OH
Naringenin H OH OH
Naringin H OH O-neo
Narirutin H OH O-rut
Hesperidin H OCH,  O-rut
Hesperitin H OCH; OH
Neohesperidin OH OCH;  O-neo
Didymin H OCH;  O-rut
Prunin H OH O-glu
Flavan-3-ols (+)-Catechin H OH
R, (-)-Epicatechin H OH
OH (-)-Epicatechin gallate  H O-gall
(-)-Epigallocatechin OH OH
HO g’ OH (-)-Epigallocatechin OH O-gall
gallate
R!
OH
Isoflavones Daidzein OH H OH
¥ Daidzin OH H O-glu
Ry ) Genistein OH  OH OH
Genistin OH H O-glu
Formononetin OCH, H OH
Biochanin A OCH, OH OH
Ononin OCH, H O-glu
Sissotrin OCH; OH O-glu
Pelargonidin H OH H
Cyanidin OH OH H
Delphinidin OH OH OH
Peonidin OCH, OH H
Petunidin OCH, = OH OH
Malvidin OCH; OH OCH3

Notes: Rham, rhamnose; neo, neohesperiodise, rhamnosyl-(c.1—2)-glucoside; rut, rutinoside, rhamnosyl-(o.1—6)-
glucoside; gall, gallic acid; glu, glucose; arrows represent a major position of glycosylation.

Obrazek 4 - Piehled skupin flavonoidii (Meskin et al., 2008).
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2.2.1 Oleuropein a hydroxytyrosol: slozky 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-karboxylova kyselina, methyl ester) a hydroxytyrosol
(HT; 3,4-dihydroxyphenylethanol), dvé hlavni u¢inné latky z olivovniku evropského (Olea

europaea).

OH

OH

OH

HO
OH

Obrazek 5 — Struktura oleuropeinu (vlevo) a hydroxytyrosolu (vpravo)

Oleuropein byl v roce 1960 izolovan a charakterizovan z oliv, jeho struktura byla
plné zjisténa o deset let pozdéji. Nachazi se nejen v plodech, ale také v listi olivovnikl a
v dalsich rostlinach z ¢eledi olivovitych, naptiklad v jasanech (Fraxinus sp.) a Seficich
(Syringa sp.). Zptisobuje typickou hoikost olivového oleje. V panenském olivovém oleji je
ho 2 — 10 mg/l, celkova koncentrace fenolickych latek dosahuje 800 — 1000 mg/l. Tento
ptirodni polyfenol je velmi G¢inny antioxidant (nejvyssi, jaka dosud byla u pfirodni
antioxidacni slouCeniny zaznamenana), ktery chrani mastné kyseliny pfed oxidaci,
zachytava kyslikové radikaly a chrani jatra pted toxickym pusobenim iontl Zeleza. Byly
popsany také jeho protinadorové ucinky (Hamdi and Castellon, 2005).

Hydroxytyrosol, jehoz prekurzor je jiz zminény oleuropein, je také velmi u¢inny
antioxidant. Nachazeji se spolecné v olivovém listi a plodech. V ¢isté forme to je kapalina
bez chuti a zapachu. Ma mj. imunostimulaéni a antibakterialni uc¢inky (Granados-Principal
et al., 2010).
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2.2.2 Resveratrol, myricetin, quercetin a epicatechin

Mezi hlavni u¢inné latky cCerveného vina se fadi 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) (Paixao et al, 2008).

Obrazek 7 — Struktura quercetinu (vlevo) a epicatechinu (vpravo)

Polyfenol resveratrol najdeme v révé vinné (Vitis vinifera), a to predevsim
Vv modrych odradéch. Nicméné posledni vyzkumy ukazuji, Ze 1 v bilém ving¢, péstovaném
Vv severnich oblastech, Ize najit srovnatelné mnozstvi RSV jako ve viné erveném. Déle se
pak RSV vyskytuje napf. v boriivkach, ¢erném rybizu, atd. Tato latka se vyznacuje
antioxidacnimi, antibakterialnimi a protinadorovymi ucinky. Resveratrol brani starnuti
bun€k v organizmu, inhibuje koagulaci krevnich desti¢ek a ma vliv na metabolismus
lipidt. Resveratrol produkuji nékteré rostliny pii napadeni bakteriemi ¢i houbami - typ

ptirozené obrany (Soleas et al., 2001).
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Flavonol myricetin se v pfirodé¢ vyskytuje v mnoha rostlinach, napt. v hroznech

modré révy vinné, bobulich (Cerny rybiz), ve viesné voskonosné (Myrica cerifera), atd. Je

rrrrr

'''''

ucinky (tlumi tvorbu a uvoliiovani histaminu). Vyskytuje se v hroznech, ¢erném a zeleném
¢aji, Cervené cibuli, bobulich (ostruziny ¢i ¢erny rybiz), atd (Lu J et al., 2006).

Flavonoid epicatechin je stereoizomer catechinu. ZlepSuje prutok krve. Je to silny
antioxidant. Vyskytuje se v kakau, resp. v ¢okolad¢, dale pak v ¢erveném viné a zeleném

¢aji (Panneerselvam et al., 2010).

2.2.3 Naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin

Ve stavé z grapefruitu (Citrus paradisi) je obsazeno velké mnozstvi G¢innych latek
jako napft. vitamin C a B1, vapnik, flavonoidy, glykosid naringin, kyselinu galakturonicka
a pektin (Rampersaud and Valim, 2015).

Pro nase experimenty jsme vybrali naringin (NAR; 7-[[2-O-(6-Deoxy-a-L-
mannopyranosyl)-pB-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-ylJoxymethyl]oxan-2-yl]Joxy-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).

OH OH
OH
HO% ©/ Ho\@p ““©/

Ho OH O OH O

Obrazek 8 — Struktura naringinu (vlevo) a naringeninu (vpravo)
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OH OH
HO OCHj,3

OH H O .
0 OCH;

Obrazek 9 — Struktura hesperidinu (vlevo) a hesperetinu (vpravo)

Naringin patii do skupiny flavonoidu (flavonoidnich glykosidi), pfirodnich latek,
jejichz ucinky maji velky vyznam pro prevenci mnoha kardiovaskularnich 1 nddorovych
onemocnéni. Ziskavaji se z citrusovych plodi a obsazeny jsou rovnéz v pohance. Naringin
je hlavnim flavonoidem grapefruiti, pficemz grapefruitové stavé dodava jeji
charakteristickou natrpklou chut. Podobné jako dal$i flavonoidy, i naringin zlepSuje
pevnost cévnich stén, jejich elasticitu a propustnost. Naringin ma i vyrazné antioxidacni
ucinky a svym pulsobenim na krevni fecisté také zlepSuje prokrveni tkani. Klinické studie
prokéazaly jeho schopnost snizovat hladinu krevniho cukru, coz v disledku zpomaluje
ukladani energie do tukové tkan€. V poslednich letech se ukazuje, Ze uZivani naringeninu
(grapefruitové stavy) soubézné s 1éCivy vyvolava mnoho interakci, které v nékterych
ptipadech mohou byt fatdlni. Tyto vyvolané interakce inhibuji funkci cytochromu P450
(CYP3A4) (Owira and Ojewole, 2010).

Flavonoid naringenin, ktery taktéz zpisobuje nahoiklou chut grapefruitd, je
povazovan za ucinny antioxidant a ma podle né¢kterych odbornikti ptimo revoluéni uc¢inek
na jatra. Misto obvyklého ukladani tuku po jidle donuti jatra tuk spalovat. Plsobi
protizanétlivé a podporuje imunitni systém. Naringenin je aglykon naringinu (Felgines et
al., 2000).

Hesperidin je glykosid obsaZzeny zejména v nezralych plodech citrust. Je to silny
antioxidant a ma protizanétlivé Uc¢inky. Snizuje hladinu cholesterolu, krevni tlak a brani
rozvinu nadorovych onemocnéni (Cho, 2006).

Hesperetin je aglykon hesperidinu. Ma také antioxidacni a protizanétlivé Gcinky
(Cho, 2006).
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2.2.4 Melatonin

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

je produkovan epifyzou (nadvéskem mozkovym).

HaC—p

HN HN.__CHs

g

O

Obriazek 10 — Struktura melatoninu

Hladina melatoninu je siln€ zavisla na stfidani svétla a tmy. Béhem temnostni faze
dne je jeho produkce nejvétsi. U lidské populace ma ME vliv na hypotalamo-hypofyzarni
komplex. Zvyseni jeho hladiny v organismu je spojeno s nutkanim ke spanku. ME ma vliv
na tzv. cirkadianni rytmy (Ilnerova et al., 2000).

Melatonin se podili na regulaci celoro¢niho biologického cyklu. V pribéhu roku se
Vv zéavislosti na délce dne méni hladina ME v organismu. U zivoCichil se tyto zmény podili
napf. na zvySeni produkce pohlavnich hormont na jafe. U ¢lovéka je tato jeho funkce silné
potlacena. Kromé¢ tohoto pisobeni ma ME také vysokou antioxidacéni aktivitu.
Antioxidacni u¢inky melatoninu se mohou projevit zeyména pii regulaci procesu starnuti.
Melatonin se pouziva jako hypnotikum pfi 1écb€ primarni nespavosti charakterizované
Spatnou kvalitou spanku ve vy$$im véku (Reiter et al., 2000).

Pfitomnost melatoninu se totiZ neomezuje jen na cloveéka ¢i na obratlovce, ale je
rozsifen v celé ZivociSné fiSi. Ve vSech pfipadech patrné slouZi jako signal pro orientaci
v Case. Nicméné 1 rostliny musi rovnéz n&jak meéfit €as a chranit se pred radikaly. Dlouho
se 0 obsahu melatoninu v rostlinach prakticky nevédélo, protoze u rostlin byly objeveny a
studovany jiné systémy meéfeni Casu. Az zaCatkem devadesatych let nalezla skupina
R. Hardelanda melatonin v jednobunécné tase Gonyaulax polyedra. Jeho koncentrace ma

podobny denni rytmus s maximem v noci jako u zivocichl. Hardelandova skupina tak
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odkryla neprobadané pole novych poznatkli v rostlinné fyziologii. Mimotadné dulezity je
vyskyt melatoninu u vyssich rostlin (lriti et al., 2010).

Vyzkum melatoninu u rostlin probihd zatim pomérné malo. Nelze zatim s jistotou
fici, je-li melatonin u rostlin jen bezvyznamnym vedlej$im produktem metabolismu, nebo

zda kontroluje klicové zivotni procesy jako u ¢lovéka.

2.2.5 Zelezo

Zelezo je velmi vyznamnym prvkem, v organismu se podili na pienaseni kysliku
k buiikdm a tim umoziluje zZivot mnoha organismiim na nasi planet¢.

Ve slougeninach se Zelezo vyskytuje piedeviim v mocenstvi Fe?* a Fe**. Redox
potencidl vzajemného prechodu vySe zminénych iontl lezi v oblasti, ktera umoziuje
soudasnou existenci obou forem vedle sebe. Zelezo se dale vyskytuje v oxidagnim stavu
Fe*" a Fe®. Slouceniny téchto oxidac¢nich stupiili zeleza nejsou pfilis stabilni.

Zelezo patii mezi tzv. mikrobiogenni prvky, které tvoii obvykle méné nez 0,005 %
hmotnosti. V lidském téle se nachazi asi 3 - 4 g zeleza.

Doporucend denni davka je 20 mg. Minimalni denni pfisun Zeleza nezbytny pro
tvorbu cervenych krvinek je 10 - 15 mg. Hlavnim zdrojem Zeleza v potravé je maso a
vnitinosti (jatra, srdce a slezina). Zdrojem zeleza jsou ale i lusténiny, listova zelenina a

nékteré ovoce (jahody).

2.2.6 Deferipron (L1)

Deferipron (L1, 3-hydroxy-1,2-dimethylpyridin-4(1H)-on, Ferriprox®) je Uéinny
chelator zeleza. Tedy dokaze na sebe navazat ionty tohoto kovu a odstranit je tak
z organismu. Pouziva se pii 1é¢b¢ thalasemie (onemocnéni zpisobené nedostate¢nou nebo
chybgjici tvorbou jedné z podjednotek hemoglobinu). L1 snizuje kumulaci Fe v organismu
(Kontoghiorghes, 2009). Toto onemocnéni se vyskytuje pievazné v oblasti Sttedozemi.

L1, kromé Fe, vychytava z organismu 1 ionty dalSich kovi, jako napt. méd’, hlinik,
zinek a dal$i (Kontoghiorghes et al., 2000). Tato vlastnost je ale povazovdna za velmi

nezadouci Uc€inek v ramci 1écby deferipronem.
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Obrazek 11 — Struktura deferipronu (L1)

2.2.7 Kadmium

Kadmium (Cd) je karcinogenni kov (IARC, 1993), ktery vazné poskozuje zivotni
prostiedi. Primyslové emise, hnojeni a koufeni cigaret piedstavuji nejvétsi zdroje kadmia,
kterym je clovek bézn€ vystaven. V téle se kadmium hromadi pfedev§im v jatrech,
ledvinach a reprodukénich orgdnech (WHO, 1992).

Nezadouci G¢inek kadmia je oxidacni poskozeni tkani. Tento jev je povazovan za
prvotni znamku jeho toxicity a je spojovan s karcinogenezi (Waalkes, 2003, Valko et al.,
2006). Oxidac¢ni u¢inek kadmia je nepfimy. Je zaloZen pfedevsim na inaktivaci thiolovych
skupin, coz nasledn¢ vede k potlaceni funkce antioxida¢niho systému a mechanismu

nutnym k opravam DNA (Waalkes, 2003).
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3  Cil prace

Cilem prace je porovnani uCinku vybranych pfirodnich latek na antioxidacni
obranny systém organismu za srovnatelnych podminek se zvlastnim zaméfenim na

ovlivnéni aktivity selenoenzymii thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy.
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4  Material a metody

4.1  Laboratorni zviiata a Vzorky

Pokusy byly provadény na potkanech (Rattus norvegicus, kmen Wistar). U kazdého
pokusu je zvlast uvedeno pouzité laboratorni zvife, pohlavi a hmotnost jedinct. Zvifata
byla chovana v klimatizované mistnosti (20 °C £ 2 °C) pii umélém svételném rezimu 12
hodin svétlo / 12 hodin tma, S volnym pfistupem k peletové stravé a pitné vodé.

Zvitata byla usmrcovana v éterové anestézii dekapitaci. Organy potifebné pro
analyzu byly odebirany ihned po dekapitaci. Tkané€ byly ihned po odbéru rozdéleny:

- vzorky pro stanoveni hladiny GSH byly vkladany do kadinky s ledovym roztokem
0,02 M EDTA a vzapéti analyzovany

- ostatni vzorky byly proplachnuty v 0,9 % © chloridu sodného, zamrazeny na
-20 °C a poté az do analyzy uchovavany pfi teploté -70 °C.

Pro spektrometricka méfeni byl pouzit pfistroj Lambda 2S (Perkin Elmer Co, USA)
a Cary 100 Bio (Varian Australia).

Ve vSech pokusech byla odebirdna jatra, v nékterych 1 ledviny. Z odebranych
organt byly vytvofeny tkanové homogenaty, které byly poté centrigugovany 5 min pfi
1000x g. V supernatantu byla nasledné stanovovana aktivita TrxR-1 a GPx-1, GR, CAT a
SOD a hladina GSH a LP. U kazdého pokusu je nasledné uvedeno, kterd metoda byla pro

ten ktery pokus stanovena.

4.2 Stanoveni

4.2.1 Thioredoxin reduktasa

Tento enzym je znamy v nékolika formach, které se odliSuji mistem vyskytu

Vv organismu (popsano vyse — kap. 2.1.1, str. 17).
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V naSich pokusech jsme stanovovali TrxR-1 [EC 1.8.1.9], ktera se nachazi
v cytosolu buiiky. Pro stanoveni aktivity TrxR-1 se pouziva kolorimetricka reakce, ktera je
zalozena na redukci 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoové) kyseliny (DTNB) na 5-thio-2-
nitrobenzoovou kyselinu (TNB) za ucasti NADPH. Tato reakce se vyznacuje zlutym
zbarvenim roztoku. Aktivita je méfena spektrofotometricky pfi 412 nm (Holmgren and
Bjornsted, 1995).

4.2.2 Glutathion peroxidasa

Tento enzym je znamy v nékolika formach, které se odliSuji mistem vyskytu
Vv organismu (popsano vyse — kap. 2.1.2, str. 21).

V naSich pokusech jsme stanovovali GPx-1 [EC 1.11.1.9], ktera se nachazi
v cytosolu buiky. Ugastni se redukce peroxidu vodiku a hydroperoxidti mastnych kyselin a
oxidace GSH (Ursini et al., 1995; Marinho et al., 1997). Aktivita GPx-1 je stanovovana
méfenim  koncentrace NADPH ve vzorku. Principem je oxidace GSH
butylhydroperoxidem za katalyzy GPx-1, kde oxidovany GSH je pfevadén za ptitomnosti
GR a NADPH na redukovanou formu za sou¢asné oxidace NADPH na NADP" (Giinzler et
al., 1974).

4.2.3 Glutathion reduktasa

Glutathion reduktasa [EC 1.6.4.2] katalyzuje redukci oxidovaného glutathionu
(GSSG) na redukovany glutathion (GSH). Tento enzym reguluje hladinu GSH v burice.

Jeho aktivita je méfena spektrofotometricky pii 412 nm. Reakce je zalozena na redukci
DTNB (Smith et al., 1988).

4.2.4 Katalasa

Tento enzym [EC 1.11.1.6] ma c¢tyfi podjednotky, kazda z nich obsahuje
prostetickou porfyrinovou skupinu obsahujici ion Fe®'. Katalasa katalyzuje rozklad
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peroxidu vodiku na kyslik a vodu (Jones, 1982). Stanovuje se na zakladé ubytku peroxidu

vodiku z reakéni smési (Aebi, 1972). Aktivita je méfena spektrofotometricky pti 240 nm.

4.2.5 Peroxidace lipidi

Hladina peroxidace lipidd byla stanovovdna na zékladé koncentrace
malondialdehydu (MDA) ve vzorku. MDA je sekundarni produkt vznikajici $tépenim
fetézcli modifikovanych mastnych kyselin.

Pro jeho stanoveni byla pouzita reakce s Kyselinou thiobarbiturovou (TBA), kde
MDA reaguje s TBA v kyselém prostiedi za vzniku fialového produktu, ktery se méii
spektrofotometricky pii 520 a 535 nm (Mihara and Uchiyama, 1978).

4.2.6 Redukovany glutathion (GSH)

Hladina redukovaného glutathionu byla stanovovana metodou s Ellmanovym
¢inidlem. DTNB je redukovana SH skupinami na 2-nitro-5-merkaptobenzoovou kyselinu
za vzniku zlutého produktu, ktery se méti spektrofotometricky pii 412 nm (Sedlak and
Lindsay, 1968).

Pokles  redukovaného glutathionu  (y-glutamylcysteinglycin) je  jednim
z nejvyznamnéjsich indikatort oxidaéniho stresu (DeLeve and Kaplowitz, 1991). Je to také

substrat pro glutathionperoxidasy a glutathiotransferasy.

4.2.7 Superoxid dismutasa

Role superoxid dismutasy [EC 1.15.1.1] v organismu je urychlit dismutaci
(zhaSeni) toxického superoxidového radikalu (Oy), ktery vznikd béhem oxidacnich reakci
Vv organismu.

Principem stanoveni je generovani superoxidového radikalu pomoci xantinu a

xantin oxidasy, ktery reaguje s 2-(4-iodfenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazol chlorid
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(LN.T.) za vzniku barevné slouCeniny. Aktivita SOD je stanovena jako schopnost

inhibovat tvorbu barevné slouceniny (Michalski, 1996).

4.3  Statistické vyhodnoceni

Ziskana data jsou uvadeéna jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).
Neni-li uvedeno jinak, pro statistické vyhodnoceni pokust byl pouzit neparovy Studentiiv
t-test. Hladiny vyznamnosti jsou znaceny takto:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
# p<0,05; # # p<0,01; # # # p<0,001 vs. intoxikovana skupina
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4.4  Chemikalie

CdCl,.2.5H,0 Sigma-Aldrich spol. s r.o.
Deferipron (L1) — poskytnuto Dr. G.J. Kontoghiorghesem

DTNB Merck spol. s r.o.
Epicatechin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Glukonat zeleza (Ferrlecit®) Sanofi - Aventis, s.r.o.
Glutathione reductase assay kit Sigma-Aldrich spol. sr.o.
GR Sigma-Aldrich spol. sr.o.
GSH Sigma-Aldrich spol. s r.o.
GSSG Sigma-Aldrich spol. s r.o.
Hesperetin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Hesperidin Sigma-Aldrich spol. sr. 0.
Hydroxytyrosol Cayman Chemical
Melatonin Sigma-Aldrich spol. s r.o.
Methylcelulosa Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Myricetin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
NADPH Sigma-Aldrich spol. s r.o.
Naringenin Sigma-Aldrich spol. s r.o.
Naringin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Oleuropein Sigma-Aldrich spol. sr.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. sr.o.
t-butylhydroperoxid Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Thioredoxin reductase assay Kit Sigma-Aldrich spol. sr.o.

Ostatni chemikalie pouZzivané pro laboratorni stanoveni byly dodany firmou Sigma-

Aldrich® a byly p. a. ¢istoty.
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5  Vysledky

5.1 Vliv oleuropeinu a hydroxytyrosolu, ldtek z olivového oleje, na
aktivitu selenoenzyma thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy

a antioxidacni homeostasu v akutnim experimentu na potkanech

Zjisténi z tohoto pokusu byla zvefejnéna na konferenci SFRR - E Meeting 2010
(A. Hodkova, 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, Sbornik
abstrakt).

V této sérii pokusi byl sledovan vliv vybranych latek z olivovniku evropského (Olea

europaea) na oxidacni stres. Tyto latky byly oleuropein a hydroxytyrosol.

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 130 — 140 g) byli rozd¢leni do 3 skupin
po 8 jedincich. Zkoumané latky (OLEU a HT) byly rozsuspendovany v 0,5 %
methylcelulose a podavany sondou perordln€ jednou denné po dobu tiech dni. Prvni
skupina slouzila jako kontrolni, dostavala pouze methylcelulosu po celou dobu pokusu.
Druhé byl podavan roztok OLEU v davce 120 mg/kg (b.w.). Tfeti skupiné byl podavan
roztok HT v davce 33,8 mg/kg (b.w.). Davky testovanych latek jsou v ekvimolarnim
pomeéru.

Pokus byl ukonfen 24 hodin po posledni davce uinnych latek. Zvirata byla
usmrcena dekapitaci. Byla odebrana jaterni a ledvinova tkan pro stanoveni aktivity TrxR-1,

GPx-1, GR, hladiny LP a GSH. Analyza byla provedena v tkanovych homogenatech.

Vysledky

V jaterni tkani doSlo po aplikaci OLEU ke snizeni aktivity TrxR-1, GPx-1 a GR
0 68,6 % (p<0,001), 7,0 % (p<0,001) a 5,2 % (p<0,05) a vlivem HT 0 67,9 % (p<0,001),
5,6 % (p<0,001) a 16,5 % (p<0,001). Hladina GSH byla zvysena HT 0 9,2 % (p<0,05).
Hladina LP zistala beze zmény. (Graf 1, 2, 3, 4, 5, str. 38 - 40)
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V tkéni ledvin byla snizena aktivita GPx-1 po aplikaci OLEU o0 11,6 % (p<0,001) a
I po aplikaci HT 0 6,4 % (p<0,05). Hladina LP byla snizena 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 tkani
signifikantn¢ zménéna. (Graf 6, 7, 8, 9, 10, str. 41 - 43)

Zavér

V tomto experimentu oleuropein a hydroxytyrosol vyznamné ovlivnily oxida¢né
reduk¢ni rovnovahu v organismu laboratornich potkant.

Nejvice tyto latky pasobily na aktivitu TrxR-1, kdy doslo k jejimu vyraznému
snizeni v jaterni tkani, coz poukazuje na silné antioxida¢ni uCinky oleuropeinu a
hydroxytyrosolu. GPx-1 byla inhibovana OLEU a HT v obou zkoumanych tkanich
pfiblizné stejné. Aktivita GR byla sniZena, stejné jako aktivita TrxR-1, pouze v jaterni
tkani potkana. Hydroxytyrosol navysil hladinu GSH v jaterni tkani, nikoli v ledvinové.

Oleuropeinem a hydroxytyrosolem byla snizena hladina LP v ledvinové tkani.

TrxR-1 - jatra
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Graf 1 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu thioredoxin
reduktasy (TrxR-1) ve tkani jater potkanii.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

*** pn<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 2 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion
peroxidasy (GPx-1) ve tkani jater potkanu.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

*** p<0,001 vs. kontrolni skupina

GR - jatra
0’4 i * *kk
T
0,3 - +
£ 02 -
)
0,1 -
0,0 ~ . .
kontrola OLEU HT

Graf 3 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion
reduktasy (GR) ve tkani jater potkani.

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 4 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) ve tkani jater potkanu.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 5 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu peroxidace
lipida (LP) ve tkani jater potkani.
Data jsou uvedena jako prumér + SD.
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Graf 6 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu thioredoxin
reduktasy (TrxR-1) ve tkani ledvin potkani.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

GPx-1 - ledviny

N
o
|

**% *

=

[EEN
(63}
1

pmol/g/min
o o

o
|

kontrola OLEU HT

Graf 7 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion
peroxidasy (GPx-1) ve tkani ledvin potkani.

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 8 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na aktivitu glutathion
reduktasy (GR) ve tkani ledvin potkanii.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.
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Graf 9 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) ve tkani ledvin potkanii.

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
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Graf 10 - Vliv oleuropeinu (OLEU) a hydroxytyrosolu (HT) na hladinu peroxidace
lipidi (LP) ve tkani ledvin potkanii.
Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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5.2 Interakce polyfenolii 7 ¢erveného vina se selenoenzymy GPX-1 a

TrxR-1 v akutnim experimentu na potkanech

Zjisténi z tohoto pokusu byla zvefejnéna na konferenci SFRR - E Meeting 2011
(A. Hodkova, D. Kotyzova, 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, Sbornik abstrakt).

V této sérii pokusi byl sledovan vliv vybranych latek (resveratrol, myricetin,

epicatechin a quercetin) z ¢erveného vina na oxidac¢ni stres.

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 130 — 140 g) byli rozd¢leni do 5 skupin
po 8 jedincich. Zkoumané latky (RSV, MYR, EPI a QUE) byly rozsuspendovany v 0,5 %
methylcelulose a podavany sondou perordln¢ jednou denné po dobu tfech dni. Prvni
skupina slouzila jako kontrolni, dostavala pouze methylcelulosu po celou dobu pokusu.
Druhé byl podavan roztok RSV v davce 25 mg/kg (b.w.). Tteti skupiné byl podavan roztok
MYR v davce 34,9 mg/kg (b.w.). Ctvrté byl podavan roztok EPI v davce 31,8 mg/kg
(b.w.). Pata skupina dostavala roztok QUE v davce 37 mg/kg (b.w.). Davky testovanych
latek jsou v ekvimolarnim poméru.

Pokus byl ukoncen 24 hodin po posledni davce ucinnych latek. Zvifata byla
usmrcena dekapitaci. Byla odebrana jaterni a ledvinova tkan pro stanoveni aktivity TrxR-1,

GPx-1, GR, hladiny LP a GSH. Analyza byla provedena v tkanovych homogenatech.

Vysledky

V jaterni tkani doslo po aplikaci RSV a MYR ke snizeni aktivity TrxR-1 0 26,5 %
(p<0,05) a 30,8 % (p<0,01) a GPx-1 0 17,6 % (p<0,001) a 14,6 % (p<0,01). EPI snizil
aktivitu GPx-1 o 10,3 % (p<0,05) a GR 0 7,4 % (p<0,05). QUE snizil pouze aktivitu
GPx-1017,8 % (p<0,01). (Graf 11, 12, 13, 14, 15, str. 45 - 47)

V tkéni ledvin byla snizena aktivita TrxR-1 po aplikaci MYR 0 51,6 % (p<0,05).
EPI a QUE snizili aktivitu GPx-1 0 15,6 % (p<0,01) a 17,8 % (p<0,01) a GR 0 8,1 %
(p<0,001) a 5,0 % (p<0,01). EPI a QUE zvysili hladinu GSH o 7,1 % (p<0,05) a 8,1 %
(p<0,05). (Graf 16, 17, 18, 19, 20, str. 48 - 50)

44



Zavér
Polyfenoly z ¢erveného vina (RSV, MYR, EPI a QUE) signifikantné ovlivnily
oxidacn€ redukcni rovnovahu v organismu laboratornich potkand. Vyznamnym zjisténim

je vtomto pokusu inhibi¢ni vliv resveratrolu a myricetinu na aktivitu selenoenzymi

TrxR-1 a GPx-1 v obou zkoumanych tkanich. Tento vliv na aktivitu TrxR-1 dosud nebyl

systematicky studovan. Cervené vino, resp. polyfenoly vném obsazené, ma ochranné
antioxida¢ni, ale i pfipadné protinadorové uCinky. Mechanismus tohoto ucinku bude
souviset s thioredoxinovym systémem. Epicatechinem a quercetinem byla snizena aktivita
GPx-1 a GR.

TrxR-1 - jatra

0,5 7
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0 -

*%x

- I |

U/mg proteinu

kontrola RSV MYR EPI QUE

Graf 11 - Vliv vybranych polyfenoli ¢erveného vina na aktivitu thioredoxin
reduktasy (TrxR-1) ve tkani jater potkani.
RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

** p<0,01 vs. kontrolni skupina
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Graf 12 - Vliv vybranych polyfenola ¢erveného vina na aktivitu glutathion peroxidasy
(GPx-1) ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 13 - Vliv vybranych polyfenola ¢erveného vina na aktivitu glutathion reduktasy
(GR) ve tkani jater potkand.

RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 14 - Vliv vybranych polyfenoli ¢erveného vina na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) ve tkani jater potkani.
RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako pramér + SD.
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Graf 15 - Vliv vybranych polyfenolii ¢erveného vina na hladinu peroxidace lipidi
(LP) ve tkani jater potkani.
RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
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Graf 16 - VIliv vybranych polyfenoli c¢erveného vina na aktivitu thioredoxin

U/mg proteint

reduktasy (TrxR-1) ve tkani ledvin potkani.
RSV — resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 17 - Vliv vybranych polyfenolu ¢erveného vina na aktivitu glutathion peroxidasy
(GPx-1) ve tkani ledvin potkanii.
RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

** p<0,01 vs. kontrolni skupina
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Graf 18 - Vliv vybranych polyfenoli ¢erveného vina na aktivitu glutathion reduktasy
(GR) ve tkani ledvin potkanii.
RSV — resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 19 - Vliv vybranych polyfenolii cerveného vina na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) ve tkani ledvin potkani.
RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 20 - Vliv vybranych polyfenoli ¢erveného vina na hladinu peroxidace lipidi

(LP) ve tkani ledvin potkani.
RSV - resveratrol, MYR — myricetin, EPI — epicatechin, QUE — quercetin

Data jsou uvedena jako primér + SD.
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5.3  Vliv citrusovych flavonoidit na antioxidacni status potkana v akutnim

pokusu

Zjisténi z tohoto pokusu byla zvetejnéna na konferenci 59. Farmakologické dny
2009 (A. Hodkova, D. Kotyzova, V. Eybl - Vliv citrusovych flavonoidi na antioxidacni
status potkana v akutnim pokusu. 59. Farmakologické dni, Bratislava, Slovensko, 2. - 4. 9.
2009, Sbornik abstrakt).

V této sérii pokust byl sledovan vliv vybranych citrusovych flavonoidi naringinu,

naringeninu, hesperidinu a hesperetinu na oxidac¢ni stres.

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 140 — 150 g) byli rozdéleni do 5 skupin:
. - kontrola; 11. - HSP; Ill. - HST; IV. - NAR; V. - NRG. Uvedené latky byly
rozsuspendovany v 0,5 % methylcelulose a podavany sondou peroralné ve stejné davce
(20 mg/kg) 1x denné po dobu 3 dni. Pokus byl ukonéen 24h po podani tieti davky
dekapitaci. Byla odebrana jaterni tkan. Jaterni homogenat byl pouZit pro stanoveni aktivity

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

Vysledky

Hladina LP byla navySena pouze HSP o 14,2 % (p<0,05). Hladina GSH byla
navySena HST, NAR, NRG o 12,0 % (p<0,05), 13,4 % (p<0,05) a 15,9 % (p<0,01).
Aktivita GPx-1 byla navySena NAR, NRG 0 16.4 % (p<0,05) a 15,0 % (p<0,05). Latky
nem¢ély vliv na aktivitu CAT, TrxR-1 a SOD. (Graf 21, 22, 23, 24, 25, 26, str. 52 - 54)

Zavér

V této studii byl zaznamenan pozitivni vliv vybranych flavonoidi (NAR, NRG,
HSP a HST) na hladinu GSH, dilezité slozky antioxida¢niho systému organismu. Nejsou
ovlivnény enzymy TrxR-1 a SOD. Naringinem a naringeninem byla navySena aktivita
GPx-1. Pouzité davky flavonoidi nezvySovaly hladinu LP a jsou proto vhodné pro dalsi

studium.
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Graf 21 - Vliv vybranych citrusovych flavonoidi na aktivitu thioredoxin reduktasy
(TrxR-1) ve tkani jater potkani.
HSP — hesperidin, HST — hesperetin, NAR — naringin, NRG — naringenin

Data jsou uvedena jako pramér + SD.
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Graf 22 - Vliv vybranych citrusovych flavonoidi na aktivitu glutathion peroxidasy
(GPx-1) ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 23 - Vliv vybranych citrusovych flavonoidu na aktivitu katalasy (CAT) ve tkani
jater potkanu.
HSP — hesperidin, HST — hesperetin, NAR — naringin, NRG — naringenin

Data jsou uvedena jako pramér + SD.
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Graf 24 - Vliv vybranych citrusovych flavonoidi na aktivitu superoxid dismutasy
(SOD) ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
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Graf 25 - Vliv vybranych citrusovych flavonoidi na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) ve tkani jater potkanu.

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

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 26 - Vliv vybranych citrusovych flavonoidi na hladinu peroxidace lipida (LP)
ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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5.4  Vliv melatoninu na antioxidacni obranny systém zdravych a kadmiu

vystavenych potkanech

Zjisténi z tohoto pokusu byla zvefejnéna na 16. Mezioborové cesko-slovenské
toxikologické konferenci TOXCON 2011 (A. Hodkova, D. Kotyzova, 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 veédecké konferenci LF UK v Plzni (A. Hodkova — Vliv
melatoninu na antioxidacni systém v akutnim pokusu na zdravych a kadmiem
intoxikovanych potkanech (51. Studentsk4 védecka konference LF UK v Plzni, Plzen, 19.
5. 2011, Sbornik abstrakt).

V této sérii pokustt byl sledovan vliv melatoninu na oxidacni stres u zdravého a

kadmiem intoxikovaného organismu.

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 130 — 140 g) byli rozd¢leni do 4 skupin
po 8 jedincich: I. kontrola; II. Cd; III. Cd+ME; IV. ME. Melatonin (10 mg/kg b.w.) byl
rozsuspendovan v 0,5 % methylcelulose a podavan sondou perordlné jednou denné po
dobu tfech dni. Kadmium ve formé& CdCl,.2.5H,0 (5 mg/kg b.w.) bylo rozpusténo ve
fyziologickém roztoku a podano subkutanné pouze 1x a to 3. den pokusu. Hodinu po
posledni davce ME. Pokus byl ukoncen 24h po podani davky Cd dekapitaci. Byla odebrana
jaterni tkan pro stanoveni aktivity TrxR-1, GPx-1, CAT, hladiny LP a GSH. Analyza byla

provedena v tkanovych homogenatech.

Vysledky

Melatonin zvysil aktivitu TrxR-1 a GPx-1 0 68,4 % (p<0,001) a 9,9 % (p<0,05) a
hladinu GSH o 8,8 % (p<0,001). Kadmium (I1I. skupina), v porovnani s melatoninovou
skupinou (IV. skupina), navysilo aktivitu TrxR-1 a hladinu GSH o 27,8 % (p<0,001) a
10,0 % (p<0,01) a snizilo aktivitu CAT o 18,1 % (p<0,05). Aktivita GPx-1 a hladina LP
nebyla po aplikaci Cd signifikantn¢ ovlivnéna. (Graf 27, 28, 29, 30, 31, str. 56 - 58)
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Zavér

Pokus prokazal signifikantni vliv melatoninu na oxidacné redukéni rovnovahu

v organismu. Potvrdili jsme také vysledky z naScho piedeslého pokusu (A. Hodkova,

P. Cerna, D. Kotyzova, V. Eybl - Melatonin increases the activity of selenoenzymes

thioredoxin reductase and glutathione peroxidase in acute experiments in rats and mice
(SFRR — E Meeting, Rim, ltalie, 26. - 29. 8. 2009, Free Radical Research, Vol. 43 (1):

s 75, 2009). Aplikaci kadmia po premedikaci melatoninem doslo k navySeni aktivity

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

jater zdravych a kadmiem (Cd) intoxikovanych potkani.

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

*** p<0,001 vs. kontrolni skupina

# # # p<0,001 I11. skupina vs. 1V skupina
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Graf 28 - VIiv melatoninu (ME) na aktivitu glutathion peroxidasy (GPx-1) ve tkani
jater zdravych a kadmiem (Cd) intoxikovanych potkani.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 29 - Vliv melatoninu (ME) na aktivitu katalasy (CAT) ve tkani jater zdravych a
kadmiem (Cd) intoxikovanych potkani.

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
# p<0,05 Ill. skupina vs. IV skupina
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Graf 30 - Vliv melatoninu (ME) na hladinu redukovaného glutathionu (GSH) ve
tkani jater zdravych a kadmiem (Cd) intoxikovanych potkani.

Data jsou uvedena jako pramér + SD.
*** p<0,001 vs. kontrolni skupina

## p<0,01 I11. skupina vs. IV skupina
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Graf 31 - Vliv melatoninu (ME) na hladinu peroxidace lipida (LP) ve tkani jater
zdravych a kadmiem (Cd) intoxikovanych potkanii.

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
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5.5 VIiv Zelezitych iontit na aktivitu selenoenzymii a oxidativni poskozeni

jater potkanuii - interakce s pfFirodnimi antioxidanty a deferipronem

Zjisténi z tohoto pokusu byla zvetejnéna Vv Casopise Hemoglobin (Hodkova A,
Cerna P, Kotyzova D, Eybl V. The effect of iron(l11) 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). Cast vysledki z tohoto pokusu byla zvefejnéna na
konferenci 18. ICOC 2008 (A. Hodkova, D. Kotyzova, P. Cerna, V. Eybl - The effect of
iron (Felll) on the activity of selenoenzymes and oxidative damage in rats — interaction
with natural antioxidants and deferiprone (18. ICOC, Atény, Recko, 13. - 16. 12. 2008,
Sbornik abstrakt).

V této sérii pokust byl sledovan vliv zeleza na oxida¢ni stres a jeho ovlivnéni

premedikaci vybranymi latkami (deferipron, naringin, naringenin, myricetin a quercetin).

V tomto experimentu jsou zahrnuty dva samostatné pokusy. V prvnim byli pouziti
samci potkanti kmene Wistar (130 — 140 g b.w.), ktefi byli rozdéleni do 6 skupin po 8
jedincich: | — kontrola, Il — Fe(lll) 1l — Fe(lll) + L1, IV — Fe(lll) + NAR, V — Fe(lll) +
QUE, VI — Fe(lll) + MYR. Latky L1 (24 mg/kg b.w.), NAR (100 mg/kg b.w.), QUE
(58,3 mg/kg bw.) a MYR (54,8 mg/kg b.w.), byly rozsuspendovany v 0,5 %
methylcelulose a podavany sondou peroralné jedenkrat, a to hodinu pied aplikaci Fe(lll).
Zelezo (Felll) ve formé glukonatu Zeleza (Ferrlecit™, Sanofi - Aventis, s.r.o., Praha, CR)
bylo podano intraperitonealné v davce 5 mg Fe/kg b.w.. Pokus byl ukoncen 24h po podani
davky Fe(ll1) dekapitaci. Byla odebrana jaterni tkan pro stanoveni aktivity TrxR-1 a GPx-1
a hladiny LP a GSH. Analyza byla provedena v tkanovych homogenéatech.

V druhém pokusu byli pouziti potkani samci kmene Wistar (130-140 g b.w.).
Potkani byli rozdéleni do 5 skupin po 6 jedincich: | — kontrola, 1l - L1, Il — NAR, IV —
QUE, V — MYR. Uvedené latky byly rozsuspendovany v 0,5 % methylcelulose a podany
sondou peroralné jednorazové a to v davkach: 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 ukoncen 24h po podani této
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davky uvedenych latek dekapitaci. Byla odebrdna jaterni tkan pro stanoveni aktivity

TrxR-1 a GPx-1 a hladiny LP a GSH. Analyza byla provedena v tkanovych homogenatech.

Vysledky jsou uvedené jako pramér = SD. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno
programem One - way ANOVA, byl pouzit test Student — Newman - Keuls Multiple
Comparison Test (GraphPad InStat3).

Vysledky
Vysledky prvniho pokusu jsou shrnuty v nize uvedené tabulce s ¢islem 2. Hladina

LP byla po aplikaci Fe(Ill) zvvsena. Pouze L.1 a QUE snizily navvseni hladiny LP, po

aplikaci Fe(IID), zpét ke kontrolni hlading. Na druhou stranu, NAR a MYR toto navvySeni

po aplikaci Fe(IlIl) jesté zvySily. Na hladinu GSH nemélo Fe(Ill) vliv, ale pti premedikaci

L1 doslo ke snizeni hladiny GSH vzhledem ke skuping, které bylo aplikovano pouze
Fe(l11). Kombinaci MYR a Fe(Ill) doslo k navyseni hladiny GSH. Aktivita GPx-1 byla
Fe(IlI) indukovana. Toto navyseni bylo premedikaci L1, QUE a NAR sniZeno na kontrolni
hladinu. Aplikace MYR naopak toto navySeni jesté podporila. Aktivita TrxR-1 byla taktéz
navysena aplikaci Fe(lll). Toto navySeni bylo premedikaci L1 a QUE snizeno na kontrolni

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

Tabulka 2 - Vliv Fe(lll) a vybranych latek na hladinu LP a GSH a na aktivitu GPx-1
a TrxR-1 v jatrech potkant

LP GSH GPx-1 TrxR-1
[U/mg

Skupina N [nmol MDA/g] [umol/g] [umol/g/min] proteini]
kontrola 8 34,85+3,39 344+020 14,76+0,54 0,39 £ 0,02
Fe(I11) 8 3921+2,70*  3,74+0,30 16,09 +0,73 ** 0,42 0,03 *
Fe(ll+L1 8 36,52+2,28 3,27+ 0,44# 14,44 + 0,66### 0,38 + 0,02##
Fe(IlD+NAR 8 41,82 +3,63*** 347+0,34 15,16+0,79% 0,40 £ 0,02
Fe(llD+QUE 8 38,25+2,20 3,66 0,29 14,82 +0,70## 0,39+ 0,01#
Fe(IlD+MYR 8 39,53 +2,81* 391 +0,17* 17,43 £0,91 ***### 0,42+ 0,02 *

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
# p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs. Fe(l11) skupina
Vysledky jsou udané jako pramér + SD.
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Vysledky druhého pokusu jsou shrnuty nize v tabulce 3. Hladiny LP a GSH nebyly

ovlivnény zadnou z uvedenych latek. Pouze MYR navysil hladinu GSH. Aktivita GPx-1

byla signifikantné sniZzena. Aktivitu TrxR-1 zvysovaly vSechny uvedené latky. (Graf 36,

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

Tabulka 3 - Vliv vybranych latek na hladinu LP a GSH a na aktivitu GPx-1 a

TrxR-1 v jatrech potkant

LP GSH GPx-1 TrxR-1
Skupina N [nmol MDA/g] [umol/g] [umol/g/min] [U/mg proteinii]
kontrola 6 40.33+5.31 3.17+£0.26 20.86 +0.62 0.66 £ 0.02
deferipron 6 36.43+5.13 349+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+6.18 350+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. kontrolni skupina

Vysledky jsou udané jako pramér + SD.

Zavér

Vysledky experimentd ukazuji zvySenou aktivitu obou selenoenzymu in vivo po

aplikaci Zelezitych iontil. Zelezité ionty navysily hladinu LP, kterd byla pii premedikaci

NAR a MYR jesté navySena. Naopak premedikace deferipronem a quercetinem toto

navyseni snizila na kontrolni hladinu. Aktivita TrxR-1 byla navysena jak deferipronem tak

i pfirodnimi antioxidanty. Ionty zeleza indukovaly aktivitu GPx-1. MYR tuto indukci jeste

navysil. Ostatnimi latkami bylo ptsobeni Felll iont na GPx-1 potlateno na kontrolni

hladinu. Kombinace vlivu zelezitych iontd a antioxidantl, at uz pfirodnich nebo

primyslové vyrobenych, na selenoenzymy, je vhodna pro dalsi studium.
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Graf 32 - Vliv zelezitych ionti (Felll) a vybranych liatek na aktivitu thioredoxin
reduktasy (TrxR-1) ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina

# p<0,05; # # p<0,01 vs. Fe(ll) skupina
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Graf 33 - Vliv Zelezitych ionti (Felll) a vybranych latek na aktivitu glutathion
peroxidasy (GPx-1) ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

** p<0,01; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
# p<0,05; # # p<0,01; # # # p<0,001 vs. Fe(l1l) skupina
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Graf 34 — Vliv Zelezitych ionti (Felll) a vybranych latek na hladinu redukovaného
glutathionu (GSH) ve tkani jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina

# p<0,05 vs. Fe(l11) skupina
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Graf 35 - Vliv Zelezitych ionti (Felll) a vybranych latek na hladinu peroxidace lipidi
(LP) ve tkani jater potkani.
L1 — deferipron, NAR — naringin, QUE — quercetin, MYR — myricetin
Data jsou uvedena jako prumér + SD.
* p<0,05; *** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 36 - Vliv vybranych latek na aktivitu thioredoxin reduktasy (TrxR-1) ve tkani
jater potkanu.

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

Data jsou uvedena jako pramér + SD.

*** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 37 - Vliv vybranych latek na aktivitu glutathion peroxidasy (GPx-1) ve tkani
jater potkani.

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

Data jsou uvedena jako prumér + SD.

*** p<0,001 vs. kontrolni skupina
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Graf 38 - Vliv vybranych latek na hladinu redukovaného glutathionu (GSH) ve tkani

jater potkanu.
L1 — deferipron, NAR — naringin, QUE — quercetin, MYR — myricetin
Data jsou uvedena jako pramér + SD.

* p<0,05 vs. kontrolni skupina
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Graf 39 - Vliv vybranych liatek na hladinu peroxidace lipidi (LP) ve tkani jater
potkani.
L1 — deferipron, NAR — naringin, QUE — quercetin, MYR — myricetin

Data jsou uvedena jako prumér + SD.
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6 Diskuse

V dil¢ich zavérech jednotlivych kapitol bylo postupné uvedeno, do jaké miry byly

ovlivnény vybrané antioxidacni parametry zkoumaného organismu.

Porovname-li jednotlivé vysledky ziskané z analyzy jaterni tkan¢ potkana mezi sebou
(Tabulka 4, str. 67), vyjde nam jako nejlepsi antioxidant oleuropein a hydroxytyrosol,
tedy latky obsazené v olivovém oleji. Antioxidacni u€inky oleuropeinu a hydroxytyrosolu
jsou znamy jiz del§i dobu. Na druhou stranu, vliv OLEU a HT na TrxR-1 dosud nebyl
publikovan. Inhibi¢ni efekt téchto latek na aktivitu TrxR-1 ukazuje na potencidlni
protinadorové G¢inky, jak popisuje Cai W. (Cai et al., 2012) ve své praci tykajici se dalSich
molekul, které taktéz inhibuji aktivitu TrxR-1 a tim blokuji rozvoj naddorového bujeni.

Vlivem OLEU a HT doslo k velmi vyraznému sniZeni aktivity TrxR-1 v jaterni
tkani potkani o 68,6 % a 67,9 %. U dalSich parametri (GPx-1 a GR) doslo také
k signifikantnimu sniZeni aktivity v jaterni tkani potkand. Toto zji§téni snizené aktivity
GPx-1 a GR se nam potvrdilo i v literatufe (Cumaoglu et al., 2011, Masella et al., 2004).

Toto zjisténi pokladame za prvotni, ojedinélé a originalni. Bylo by zadouci se dale
zabyvat studiem té€chto ptirodnich latek v in vitro a in vivo experimentech v souvislosti
s TrxR-1 a GPx-1.

Hepatoprotektivnim ptisobenim OLEU se ve své praci zabyval Domitrovi¢ R.
(Domitrovi¢ R. et al., 2014). Jako modelovy organismus pouzil samce mysi BALB/cN.
Intoxikace tetrachlormethanem (CCl,). Oleuropein v davkach 100 a 200 mg / kg b.w. byl
podavan i.p.: @) jednou denné po dobu 3 po sob¢ nasledujicich dnti. Nasledné byl podan
CCly., b) jednou denné po dobu 2 po sob¢ jdoucich dnech 6 h po podani CCl,. Intoxikace
meéla za nasledek masivni nekrozy jater. PoSkozeni jater bylo spojovano s oxidacnim
stresem, jelikoz doslo k vyznamnému snizeni aktivity SOD a hladiny GSH. V obou
ptipadech podavani OLEU doslo ke sniZeni oxida¢niho stresu, coZ ukazuje na antioxidacni
pusobeni této latky.

Antioxida¢ni ucinky oleuropeinu a hydroxytyrosolu, latek obsazenych v olivovém
oleji, jsou spojovany s tzv. sttedomotskou dietou/stravou. Tento termin v sobé zahrnuje
mnoho charakteristik. O stfedozemni stravé se miizeme relativné Casto docist i v dennim

tisku ¢i na webu, kde je nejCastéji prezentovana jako zdrava strava chranici proti tzv.
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civilizaénim chorobam. V odbornych publikacich se s timto terminem setkdvame
v souvislosti s oleuropeinem, hydroxytyrosolem nebo olivovym olejem, se kterym je tato
dieta uzce spjata. Uvadi se, ze tyto latky, resp. tato strava snizuje riziko rakovinného
bujeni, chrani pted kardiovaskularnimi chorobami a oxida¢nim poSkozenim DNA volnymi

radikaly (Waterman and Lockwood, 2007).

Tabulka 4 - Shrnuti signifikantnich vysledkt v jaterni a ledvinové tkani potkana.
Data jsou udana v procentech, tedy o kolik byla dand veli¢ina zménéna
vaci kontrolni skupiné. Barvou je pak nasledné rozliSena aktivace
(Gervené) nebo inhibice (modfe) dané veliCiny. Prazdné kolonky

predstavuji nesignifikantni zmény dané veliciny.

Thioredoxin | Glutathion | Redukovany | Peroxidace | Glutathion
% reduktasa peroxidasa | glutathion lipida reduktasa
(TrxR-1) (GPx-1) (GSH) (LP) (GR)
jatra | ledviny |jatra | ledviny | jatra | ledviny | jatra | ledviny | jatra | ledviny
oleuropein 68,6 70| 116 16,0 | 52
hydroxytyrosol | 67,9 56| 64 |92 17,5 |16,5
resveratrol 26,5 17,6
myricetin 30,8 51,6 |14,6
quercetin 17,8| 17,8 8,1 50
epicatechin 10,3| 15,6 7,1 74| 81
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 tkan potkana pisobily ndmi vybrané latky jinak nez na tkan jaterni
(Tabulka 4, str. 67). V této tkani se nejvice projevil vliv myricetinu na TrxR-1, ktery snizil
aktivitu tohoto enzymu o 51,6 %. Aktivita GPx-1 byla sniZzena oleuropeinem,
hydroxytyrosolem, quercetinem a epicatechinem. Dale byla sniZzena hladina peroxidace
lipidii, a to pisobenim oleuropeinu a hydroxytyrosolu. GR aktivita byla sniZzena pouze
quercetinem a epicatechinem. Na druhou stranu hladina redukovaného glutathionu byla

mirn¢ navysena quercetinem a epicatechinem.

Polyfenoly z cerveného vina (resveratrol, myricetin, epicatechin a quercetin)
signifikantné ovlivnily oxida¢né redukéni rovnovahu v organismu laboratornich potkana.
Vyznamnym vysledkem je inhibi¢ni vliv téchto studovanych polyfenolt na aktivitu
selenoenzymii TrxR-1 a GPx-1. Tento vliv na aktivitu TrxR-1 dosud nebyl systematicky
studovan. Nejvétsi snizeni aktivity TrxR-1 bylo pozorovano Vv  experimentech
s resveratrolem a myricetinem. Inhibi¢ni u¢inek MYR na TrxR-1 popsal Lu J. (Lu et al.,

2006). Pro svou praci pouzil rekombinantni TrxR a Sec*®®

—Cys mutant TrxR (Arnér et al.,
1999; Zhong L, Holmgren A, 2000). V jedné ¢asti této prace nechal inkubovat TrxR,
s riznymi koncentracemi, vybrané flavonoidy a nasledné méfil jejich aktivitu. V druhé
¢asti pouzil bunky typu A549, kdy sledoval efekt vybranych flavonoidii na rist téchto
bunck pomoci aktivity TrxR.

Naopak, latky quercetin a epicatechin nemély signifikantni vliv na aktivitu
TrxR-1. VSechny nami vybrané polyfenoly z Cerveného vina snizovaly aktivitu GPx-1.
Nejvice quercetin a resveratrol, nejmén¢ pak epicatechin. Epicatechin snizil aktivitu 1 GR.
Cervené vino, respektive jeho polyfenoly, ma ochranné antioxidaéni, ale i piipadné
protinadorové ucinky. Mechanismus tohoto U¢inku bude souviset s thioredoxinovym
systémem.

Cervené vino resp. latky v ném obsaZené jsou Spojovany s pojmem ., francouzsky
paradox‘. Francouzsky paradox je pojem, ktery souvisi s pozorovanim relativné nizsiho
vyskytu akutnich srde¢nich chorob u obyvatel Zijicich ve Francii navzdory vysokému
pfijmu nasycenych tukl vyskytujicich se v jejich potravé. Poprvé byla tato problematika
odborné popsana irskym Iékaifem Samuelem Blackem v roce 1819. Z vyzkumu britské
Heart foundation vyplyva, ze v roce 1999 Cinil pocet timrti na akutni srdecni pfihodu mezi

muzi ve véku 35 — 74 let 230 na 100 000 v USA, kdezto pouze 83 na 100 000 ve Francii.

Zvyseny piijem cCervené¢ho vina, které je zvlaste bohaté na polyfenoly, je jednim
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z pravdépodobnych vysvétleni tzv. ,francouzského paradoxu“. Jednd se piedevSim
o resveratrol a dalsi flavonoidy. Resveratrol se vyskytuje pievazné v cervenych, ale i
v nékterych bilych vinech. Vyssi koncentrace je pak ve vinech napadenych uslechtilou
plisni Botrytis cinerea. Protektivni efekt vina je piipisovan pravé antioxida¢nim u¢inkium
polyfenolickych latek v ném obsazenych a navic alkohol obsazeny ve viné podporuje
absorpci polyfenolickych latek z vina ve stfevé, a proto je antioxida¢ni Gcinek vina vyssi

nez napf. uc¢inek samotné hroznové st'avy (Eliasova, 2010; Kubesa, 2010).

Flavonoidy obsazené v citrusech hraji v organismu nezastupitelnou roli. Tyto latky
maji vyznamné antioxidacni a protinadorové ucinky. V nasich pokusech jsme se zabyvali
latkami obsazenych v grapefruitu, a to naringinem, naringeninem, hesperidinem a
hesperetinem. Nejvétsi vliiv mély latky naringin a naringenin na aktivitu selenoenzymu
GPx-1, doslo k jejimu navyseni (Hodkova et al., 2010; Ali M. M., El Kader M. A., 2004).
Toto navySeni aktivity GPx-1 zminuji ve své praci Ali M. M. a El Kader M. A. Zkoumali
vliv riznych déavek naringinu (0, 10, 20, 40, 80 mg/kg b.w.) u hyperglykemickych potkanii.
Podavani jednotlivych postupnych davek naringinu zptsobilo, kromé jinych zkoumanych
parametru, i zvySeni aktivity GPx-1.

Aktivita TrxR-1 naopak nebyla ovlivnéna ani jednou znami vybranych latek.
Naringin, naringenin a hesperetin zvySovaly hladinu GSH, coz ukazuje na prooxida¢ni
ucinek téchto latek (Galati et al., 1999).

V poslednich letech se ukazuje, ze uzivani grapefruitové Stavy soubézné s léCivy
vyvolava mnoho interakci, které v nckterych ptipadech mohou byt fatalni. Grapefruitem
vyvolané interakce inhibuji funkci cytochromu P450 (CYP3A4). Ukazuje se, ze grapefruit,
na zakladé vysokého obsahu flavonoidd, je prospésny v 1é€bé degenerativnich nemoci jako

je diabetes ¢i kardiovaskularni onemocnéni (Owira P. M, Ojewole J. A., 2010).

Melatonin je hormon produkovany epifyzou. Vyzkumem této latky se podrobné
zabyva prof. RNDr. Helena llInerova, DrSc.

., V posledni dobé se hojné mluvi a pise o melatoninu jako o mozném zazracném léku
téemer na vSechny neduhy. V zahranici, zejména ve Spojenych statech, lze melatonin koupit,
obdobné jako vitaminy, jako doplnék vyzivy. Melatonin je derivat hydroxyindolu, obdobné
Jjako serotonin, presné N-acetyl-5-methyxytryptamion. Pro jeho fyziologické piisobeni, je

podstatna jak methoxy skupina na aromatickém jadru, tak i acetyl skupina vdazand na
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aminu postranniho retézce, indolové jadro naopak nezbytné neni a miize byt nahrazeno
Jjinym aromatickym jadrem, napr. naftalenem “ (Illnerova H., 1996).

,,Melatonin byl isolovan v roce 1958 A. Lernerem z hovezich epifyz, malych
endokrinnich Zlaz s tehdy jesté nerozpoznanou ulohou. Od té doby byl melatonin nalezen
ve vSech dosud zkoumanych zivych organismech, od jednobunécné morské rasy Gonyaulax
polyedra az po vyssi rostliny, napr. merlik lékarsky, bezobratlé Zivocichy, jako jsou
plostenky, a obratlovce - plazy, ptiky i savce, véetné cloveka. Melatonin byl tedy behem
vyvoje druhii zakonzervovan. Podstatné je, Ze u vsech Zivych organismui, at uz jsou aktivni
ve dne jako clovek, ¢i v noci jako mali hlodavci, se melatonin tvori vyhradné v noci, je to
tedy jakysi signdl noci, ktery predava do organismu informaci o denni dobé* (llinerova H.,
1991, 1996). ,,Denni rytmus v tvorbé je pohanén rytmem v aktivité enzymu arylalkylamin
N-acetyltransferazy, ktery katalyzuje acetylaci serotoninu na N-acetylserotonin, prekursor
melatoninu. Aktivita tohoto enzymu v epifytze potkana je napr. v noci az stondasobné i
mnohem vyssi nez ve dne. Tento robustni rytmus je rizen biologickymi hodinami, které se
nachazeji v mozku ve dvou shlucich nervovych bunék ulozenych blizko kiizeni, tj.
chiasmatu, optickych drah a nazyvan proto suprachiastmaticka jadra. Zhruba denni, tj.
cirkadianni rytmus v tvorbé melatoninu pokracuje i tehdy, Zziji-li Zivocichové
v neperiodickém prostiedi, napr. ve stalé tmé. V takovém pripadeé biologické hodiny "volné
bezi" s periodou velice blizkou, ale nerovnajici se 24 hodinam, a vysoka tvorba melatoninu
vyznacuje subjektivni noc jedince. K 24-hodinovému dnu jsou biologické hodiny, a tudiz i
rytmickad tvorba melatoninu, synchronizovany pravidelnym stiidanim svétla a tmy, zejména
svetlou periodou dne. Melatoninovy signal, tj. vysoka hladina v télnich tekutinach v noci,
neprenasi pouze signal o denni dobé, ale téz o délce dne, tj. o rocni sezone. U v§ech dosud
sledovanych savcu se melatonin tvori po kratkou dobu v priibéhu dlouhych letnich dnii, ale
po dlouhou dobu béhem kratkych zimnich dnu. Melatoninovy signdl je tudiz soucasti rizeni
denniho i rocniho programu savciho organismu. Vysoka nocni hladina melatoninu v krvi
Se pohybuje Fadove v koncentraci 10" M; Ize tedy predpokladat, ze melatonin bude
fyziologicky piisobit pri takto nizkych hladinach. Tomu odpovidaji i hodnoty nalezenych
disociacnich konstant pro vazbu melatoninu na vysoce afinitni receptory na povrchu
bunék, a to v rozmezi 10™ az 10" M“ (Illnerova H., 1996, Morgan P. J., 1994). , Tyto
melatoninové receptory byly u savcii nalezeny primo v biologickych hodindch
v suprachiasmatickych jadrech, kde navizany melatonin miuzZe zpétné ovliviiovat chod

hodin, dale v casti hypofyzy nazyvané pars tuberalis, kde melatonin miize ovliviiovat rocni
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cykly, napr. v reprodukcni aktivite, a sporadicky v riznych castech mozku v zavislosti na
Zivocisném druhu. Mimo mozek byly u savcii tyto receptory nalezeny i v ocni sitnici, kde se
melatonin téz tvori, a dale v cévdch, sleziné a ledvinach. Melatoninové receptory byly
v posledni dobé vyklonoviny a tri subtypy téchto receptori byly téz identifikovany. Jak
v savéim organismu pusobi exogenné podany melatonin? Melatonin u clovéka piisobi
v prvé radeé jako chronobiotikum, tedy jako latka, ktera miize ovliviiovat cirkadianni, tj.
denni rad organismu* (Illnerova H., 1996). ,,Poddni melatoninu ve vecernich hodindch
miize zpusobit predbéhnuti biologickych hodin, podani v pozdnich nocnich a brzkych
rannich hodinach pravdépodobné zpozdeni hodin. Tohoto ucinku melatoninu se uziva
k rychlé resynchronizaci vnitrnich hodin s novym vnéjsim casem pri letech pres casova
pasma. Pravidelné podavani melatoninu jednou za 24 hodin k veceru mizZe téz
synchronizovat volny chod biologickych hodin savcii Zijicich ve stdlé tmé ci slepych lidi
S 24-hodinovym dnem. Melatonin podavany pred usnutim miize zkratit dobu usinani a
pripadne snizZit fragmentaci spanku, tj. zlepsit jeho kvalitu. Kromé vyse zminénych
chronobiologickych ucinkii, které jsou zrejmé zprostredkovdany vazbou melatoninu na
specifické receptory, se melatoninu pripisuje jesté cetné dalsi piisobeni, které neni vétsinou
jeste probadano u lidi a jen nedostatecné u savcu. Melatonin udajné pusobi proti
nadorovému bujeni a starnuti. Tento ucinek, pokud by byl skutecné dostatecné prokazan,
by mohl souviset se schopnosti melatoninu zbavovat organismus volnych radikalu
s nespdarovanym valencnim elektronem, které mohou dlouhodobé poskozovat velké
molekuly, jako jsou napr. bilkoviny ¢i nukleové kyseliny. Tento "Cistici” ui¢inek melatoninu
by se vsak ziejmeé mohl projevovat jen pri farmakologickych davkach. Ani popisovany
posilujici ucinek melatoninu na uméle zeslabeny imunitni systém savcu nebyl jesté zcela
provéren. Ostatni ucinky pripisované melatoninu, napr. zvySeni sexudlni potence,
zabranéni poceti, prodlouzeni délky Zivota, ochrana pred kardiovaskuldarnimi
onemocnénimi apod. jsou zatim spise vyslovenym pranim nez vysledkem hlubokého badani.
V' soucasné dobé je mozné odpovedné prohldsit pouze to, Ze melatonin piisobi jako
chronobiotikum. Pri velkém zdjmu o tuto latku a p7i vyskytu vysoce afinitnich receptorii
pro melatonin na ruznych strukturach je mozné ocekavat, zZe v budoucnu budou seriozné
nalezeny a potvrzeny dalsi ucinky melatoninu na lidsky organismus (Illnerova H., 1996).

V naSich experimentech doslo, pisobenim melatoninu, k navySeni aktivity TrxR-1

Vv jaterni tkani potkana 0 68,4 %. Vliv ME na TrxR-1 dosud nebyl systematicky studovan.

71



Toto naSe zjisténi je prvotni a originalni. Pokus prokazal signifikantni vliv ME na oxida¢né
redukéni rovnovahu v organismu (Hardeland, 2005, Hardeland et. al., 2006).

Potvrdili jsme vysledky z naseho piedeslého pokusu (A. Hodkova, P. Cerna,
D. Kotyzova, V. Eybl - Melatonin increases the activity of selenoenzymes thioredoxin
reductase and glutathione peroxidase in acute experiments in rats and mice (SFRR — E
Meeting, Rim, Italie, 26. - 29. 8. 2009, Free Radical Research, Vol. 43 (1): s 75, 2009).
Aplikaci kadmia po premedikaci melatoninem doSlo k navySeni aktivity TrxR-1.
Melatonin navysil i aktivitu GPx-1 a hladinu GSH.

Kadmium pfedstavuje nebezpecnou slozku zivotniho prostfedi. Akutni expozice
kadmiu ukazuje ptredevsim na poskozeni jater (Rani et al., 2014). Nékolik studii na
pokusnych zvitatech pfineslo dikazy, ze oxidativni stres je zapojeny do toxicity kadmia
(Caisova and Eybl, 1986, Manca et al., 1991, Bagchi et al., 1996). Brzoska M. M. (Brzoska
et al., 2015) ve své praci popisuje vliv pfirodnich i syntetickych antioxidanti na zmirnéni
oxidaéniho stresu vyvolaného kadmiem.

Na nasem pracovisti byly provadény dalsi pokusy toxicity kadmia spojené s vlivem
antioxidant. Piikladem miiZze byt série pokust prof. V. Eybla (Eybl V, Kotyzova D,
Koutensky J, 2006). Samciim CD mysi byl podavan jednou denné po dobu 3 dnii kurkumin
(50 mg/kg b.w., p.o.), resveratrol (20 mg/kg b.w., p.0.) a melatonin (12 mg/kg b.w., p.o.),
rozptylené v 0,5 % methylceluloze. Hodinu po posledni ddvce antioxidanti byl podavan
CdCl; (7 mg/kg b.w., s.c.) vSem skupinam premedikovanym antioxidanty. 24 hodin poté
byla zvifata dekapitovana a v jaternich homogenatech byla stanovena hladina LP a GSH,
aktivita CAT a GPx. Koncentrace kadmia byla méfena u jater, ledvin, varlat a mozku
pomoci AAS. Kadmium navysilo hladinu LP (133 %, p<0,001), snizilo hladinu GSH
(65 %, p <0,001) a doslo k inhibici CAT (68 %, p<0,001) a GPx aktivity (az 60 %,
p<0,001) v jatrech. Premedikace kurkuminem, RSV a ME zcela zabranila peroxidaci lipida
vyvolanou kadmiem a inhibovala aktivitu GPx. RSV byl u¢inny proti Cd-indukované
inhibici aktivity CAT (p<0,001). Poklesu hladiny GSH nebylo zabranéno premedikaci
uvedenych antioxidantd. U mysi oSetfenych samotnymi antioxidanty nedoslo ke zméné
hladin LP, GSH, a aktivit GPx a CAT vuci kontrolni skupin€. Premedikace antioxidanty
neovlivnila rozd€leni kadmia ve tkanich Cd-intoxikovanych mysi. Vysledky ukazuji, ze
kurkumin, RSV a ME u¢inné chrani pied vlivem kadmia na hladinu peroxidaci lipida a

zmirnuji neptiznivé cinky kadmia na antioxida¢ni stav organismu.
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Vysledky pokusu, kde jsme sledovali vliv Zeleza na oxidac¢ni stres a jeho ovlivnéni
premedikaci vybranymi latkami (deferipron, naringin, naringenin, myricetin a quercetin),
jsou shrnuty v tabulkach ¢islo 2 a 3 str. 60 a 61.

Vysledky experimenti ukazuji zvySenou aktivitu obou selenoenzymu in vivo po
aplikaci Zelezitych iontu (Tabulka 2, str. 60). Hladina LP byla po aplikaci Fe(lll)
navysena. Pouze deferipron a quercetin snizily navySeni hladiny LP, po aplikaci Fe(lll),
zpét ke kontrolni hladiné. Na druhou stranu, naringin a myricetin toto navyseni po
aplikaci Fe(III) jesté zvysily. Na hladinu GSH nemélo Fe(III) vliv, ale pfi premedikaci L1
doslo ke snizeni hladiny GSH vzhledem ke skuping, které bylo aplikovano pouze Fe(lll).
Kombinaci MYR a Fe(Ill) doslo k navySeni hladiny GSH oproti kontrolni skuping.
Aktivita GPx-1 byla Fe(III) indukovana. Toto navyseni bylo premedikaci L1, QUE a NAR
snizeno na kontrolni hladinu. Aplikace MYR naopak toto navySeni jes$té¢ podpofila.
Aktivita TrxR-1 byla taktéz navySena aplikaci Fe(IIl). Toto navysSeni bylo premedikaci L1
a QUE snizeno na kontrolni hladinu.

V pokusu, kdy byly pouzity jen latky samotné (bez aplikace Fe(Ill)) nedoslo
k ovlivnéni hladiny LP a GSH. Pouze MYR navysil hladinu GSH. Aktivita GPx-1 byla
signifikantn¢ sniZena a aktivita TrxR-1 byla zvySena vSemi uvedenymi latkami (Tabulka 3,
str. 61). Nase vysledky tykajici se aktivity TrxR-1 nemohly potvrdit inhibi¢ni Ga¢inek MYR
a QUE na aktivitu TrxR-1 publikovanou jinymi autory (Lu et al., 2006). Autor Lu se velmi
podili na zkoumani thioredoxinového systému, ktery se skladd z thioredoxin reduktazy
(TrxR), thioredoxinu (Trx), a NADPH. Tento systém vykazuje $iroké spektrum aktivit
v bunéném redoxnim kontrolnim mechanismu, antioxida¢ni funkci, Zivotaschopnosti
bunék a proliferace. V posledni dobé, selenocystein obsazeny v savci thioredoxin
reduktase se ukazal jako novy cil pro vyvoj 1éCiv proti rakoviné. Thioredoxin reduktasa a
thiredoxin jsou nadmérné exprimovany v mnoha agresivnich nadorech a nadorové buiky
se zdaji byt zavislé na thioredoxinovém systému vice, nez normalni zdravé buiky.
V publikaci z roku 2006 (Lu et al., 2006) zkoumal Lu inhibici thioredoxin reduktasy
pomoci flavonoidu, o kterych piedpoklada, ze to jsou protinadorova chemopreventivni
¢inidla, pravé diky jejich antioxida¢nim ucinkam. Bylo zjisténo, ze myricetin a quercetin
maji silné inhibi¢ni ucinky na thioredoxin reduktasu (IC50 hodnoty 0,62 resp. 0,97
mikromol / I). Kromé toho maji flavonoly potencial inhibovat rust A549 bunék se stejnou
ucinnosti jako inhibice thioredoxin reduktasy. Aktivita thioredoxin reduktasy v bunécnych

lyzatech byla snizena po aplikaci myricetinu (> 50 mikromol / I). Buné¢ny cyklus byl
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zastaven v S fazi quercetinem a akumulace bun¢k v G1 fazi byla pozorovana v reakci na
myricetin. To znamena, Ze protinadorova aktivita quercetinu a myricetinu, muze byt
v dasledku inhibice thioredoxin reduktasy. Inhibovani TrxR vede k buné¢né smrti.

Zelezo mélo vliv na aktivitu obou selenoenzymii in vivo. Aktivita TrxR-1 byla
navysena nejen po podani L1, ale také pfirodnimi antioxidanty. Podle naSich zjisténi mél
L1 a QUE, slouceniny vazajici se na Zelezo (Felll), nejvétsi vliv na aktivitu TrxR-1
(Kontoghiorghes, 2009; Ren et al., 2008; Mira et al., 2002). Stimula¢ni G¢inek piirodnich
antioxidantl na aktivitu TrxR-1 muze byt aditivni k antioxida¢nimu G¢inku L1. Hladina LP
po podani chelatorti nebyla navysena. To naznacuje, Ze davkovani téchto latek v téchto
pokusech nebylo v rozmezi toxicity. Dalsi experimenty, vyuzivajici predev§im kombinaci
cheléatort zeleza a ptirodni antioxidanty, v sou¢asné dob¢ probihaji a podili se na objasnéni

zpusobu piisobeni na selenoenzymy a také pro jejich mozné vyuziti v klinické 1é€bé.
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7 Z.avér

Prokazali jsme vyznamny vliv vybranych pfirodnich latek na redox-systém vcetné

ovlivnéni selenoenzymi thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy.

1. Nejveétsi vliv na aktivitu selenoenzymt thioredoxin reduktasy a
glutathion peroxidasy mél oleuropein a hydroxytyrosol. V jaterni tkani
potkana doslo po podéni téchto latek k vyraznému snizeni aktivity
u obou uvedenych enzymii. Ve tkani ledvin potkana doslo po podéni
uvedenych latek pouze ke snizeni aktivity glutathion peroxidasy.
Aktivita thioredoxin reduktasy nebyla vtéto tkadni po podani
oleuropeinu a hydroxytyrosolu signifikantné zménéna. Tento vliv,
OLEU a HT na TrxR-1, dosud nebyl publikovan. Inhibi¢ni efekt téchto
latek na aktivitu TrxR-1 ukazuje na potencialni protinadorové ucinky.

Toto zjisténi pokladame za prvotni a originalni.

2. Polyfenoly z cerveného vina (resveratrol, myricetin, quercetin a
epicatechin) signifikantné ovlivnily oxida¢né redukéni rovnovahu
v organismu laboratornich potkanii. Aktivita thioredoxin reduktasy byla
sniZzena resveratrolem v jaterni tkani potkana a myricetinem Vv jaterni i
ledvinové tkani potkana. Glutathion peroxidasa byla v jaterni tkani
potkana snizena vSemi uvedenymi polyfenoly, v ledvinové tkani pouze

myricetinem, quercetinem a epicatechinem.

3. Naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin jsou flavonoidy obsaZené
v citrusech. Tyto latky neovlivnily aktivitu thioredoxin reduktasy
Vjaterni tkdni potkana. Aktivita GPx-1 byla navySena naringinem a
naringeninem Vv jaterni tkani potkana. Zajimavym zjisténim byl pozitivni
vliv téchto latek na hladinu GSH v jaterni tkéni potkana. Hladina GSH

byla navySena hesperetinem, naringinem a naringeninem.
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Vyznamny vliv na aktivitu enzymu thioredoxin reduktasy a glutathion
peroxidasy mél melatonin, ktery aktivitu obou enzymu navysil. Vliv ME
na TrxR-1 dosud nebyl systematicky studovan. Toto naSe zjisténi je

prvotni a originalni.

Sledovali jsme vliv Zeleza na oxidacni stres a jeho ovlivnéni
premedikaci vybranymi latkami (deferipron, naringin, naringenin,
myricetin a quercetin). Aktivita glutathion peroxidasy byla zelezitymi
ionty indukovana. Toto navySeni bylo premedikaci deferipronem,
quercetinem a naringinem sniZeno na kontrolni hladinu. Aplikace
myricetinu naopak toto navySeni jest¢ podpofila. Aktivita thioredoxin
reduktasy byla taktéZ navySena aplikaci Zelezitymi ionty. Toto navyseni
bylo premedikaci deferipronem a quercetinem snizeno na kontrolni
hladinu. V ptipadé aplikace pouze uvedenych latek, tedy bez nasledné
aplikace Zelezitych iontd, byla aktivita glutathion peroxidasy
signifikantn¢ snizena a aktivita thioredoxin reduktasy zvySena vSemi

uvedenymi latkami.
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