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Abstrakt

Cilem této prace bylo porovnani u¢inku vybranych pfirodnich latek na antioxidacni
obranny systém organismu za srovnatelnych podminek se zvlaStnim zamétenim na ovlivnéni
aktivity selenoenzymu thioredoxin reduktasy (TrxR-1) a glutathion peroxidasy (GPx-1).
Pokusy byly provadény na potkanech (kmen Wistar, samci). Ve vSech pokusech byla
odebirana jatra, v né¢kterych i1 ledviny. Z odebranych organti byly vytvofeny 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).

Prokazali jsme vyznamny vliv vybranych pfirodnich latek na redox-systém vcetné
ovlivnéni selenoenzymt TrxR-1 a GPx-1. Nejvétsi vliv na aktivitu selenoenzymit TrxR-1 a
GPx-1 mél oleuropein (OLEU) a hydroxytyrosol (HT). V jaterni tkani potkana doslo po
podani téchto latek k vyraznému snizeni aktivity u obou uvedenych enzymd, ve tkéani 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 tkdni potkana snizena 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 tkdni potkana. Hladina GSH byla navysena HST, NAR a NRG.
Vyznamny vliv na aktivitu enzymti TrxR-1 a GPx-1 mé¢l melatonin (ME), ktery aktivitu obou
enzymu navysSil. Sledovali jsme vliv zeleza (Fe) na oxida¢ni 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
navyseni bylo premedikaci L1 a QUE sniZzeno na kontrolni hladinu. V ptipadé aplikace pouze
uvedenych latek, tedy bez nasledné aplikace zelezitych ionti, byla aktivita GPx-1
signifikantn€ snizena a aktivita TrxR-1 zvySena vSemi uvedenymi latkami.

Néktera naSe zjisténi jsou prvotni a origindlni (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 Uvod

Oxidacni stres

Zivot neni mozny bez kysliku a okysli¢ovani (oxidace). Jako vedlejsi produkt oxidace
a latkové vymeény se tvoii tzv. volné radikaly, které intenzivné chemicky reaguji
s molekulami tkani, jejichz funkce a integrita je tim naruSena. Za normalnich okolnosti by
méla byt tvorba kyslikovych radikald a jejich odstraiiovani v rovnovaze. Situace, kdy si
organismus nemuze vlastnimi silami poradit s odstranénim radikala a dalSich Skodlivin z nich
vzniklych, se nazyva oxidacni stres. Oxidacni stres se podili na celé fad¢ nezadoucich stav,
nemoci a celkového poSkozeni tkani. Naptiklad pfedc¢asné starnuti, infarkt myokardu a iktus,
stafeckd porucha zraku, bolesti a zanéty kloubt, Spatné hojeni ran, maligni nadory, poskozeni
plodu, poruchy imunity provazejici diabetes, atd.

Na vzniku oxida¢niho stresu se v nasem prostiedi podili cigaretovy kout, vyfukové
plyny a dalsi znecisténi Zivotniho prostfedi, nadmérna psychickéd a fyzicka zatéz, alkohol,
ultrafialové a radia¢ni zafeni a nékteré 1éky (Halliwell, 2011).

Antioxidanty jsou vSechny latky, které jsou schopné zachytit pfedev$im volné radikaly
kysliku a v€as s nimi reagovat na neskodné slouceniny, ¢imz brani oxidacnimu poskozeni.
Pouzivaji se nejen v mediciné na ochranu naseho zdravi, ale i v potravinafstvi k ochrané
potravin. Obecn¢, latky likvidujici volné radikaly vSeho druhu, se nazyvaji zhaseéi c¢i

zametaci volnych radikala.

2  Soucasny stav problematiky

V nasich pokusech se zabyvame ptedevsim ovlivnénim selenoenzymi piirodnimi

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

2.1 Selenoenzymy

Funkéné miizeme rozlisit dvé odlisné rodiny enzymt. 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
patii jodthyronin dejodasa, dilezita pro tvorbu hormont §titné zlazy (St Germain and Galon,
1997).



Thioredoxin reduktasa

Thioredoxin reduktasy jsou pojmenovany pro jejich schopnost redukovat oxidované
thioredoxiny, coz je skupina malych (10-12 kDa), vSudypfitomnych peptidi, které maji
-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys- katalytické misto, kde dochazi k reverzibilni oxidaci a redukci
dvou cysteinovych zbytki. Redoxni aktivita na tomto katalytickém misté je nezbytna pro
biologickou aktivitu thioredoxinti (Freemerman et al., 1999, Oblong et al., 1994). Thioredoxin
reduktasa se vyskytuje ve tfech formach. Toto uskupeni se nazyva thioredoxinovy systém.

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 kli¢ovou roli pfi ochrané
bunky pted poskozenim v dusledku pisobeni volnych reaktivnich kyslikovych radikald a
elektrofila (Mustacich and Powis, 2000).

Thioredoxin systém spole¢n¢ s glutathionovym systémem jsou hlavnimi reguléatory
intracelularniho redox prostiedi.

Pii studiu TrxR je dilezité zaméfit se na jeji inhibitory, kterych je cela fada. Ve
skute¢nosti, se mnoho latek pouzivanych v klinické praxi, ukdzalo byt inhibitory TrxR.
Glutathion peroxidasa

Hlavni roli vS§ech GPx je udrZovat nizké hladiny peroxidi v buiikach a chranit bunécné
struktury pied oxidacnim stresem. Ten zplsobuje samotny peroxid vodiku (H20,) a z néj
vzniklé hydroxylové radikaly ("OH), které jsou vysoce reaktivni. GPx katalyzuji rozklad H,0,
a hydroperoxidi mastnych kyselin (ROOH) pomoci GSH, ktery slouzi jako donor elektronu.
Produkty této reakce jsou ptislusné alkoholy a voda.

Glutathion peroxidasa se vyskytuje v osmi formach. GPx je souc¢ésti glutathionového

systému, ktery nasledné zahrnuje glutathion, glutathion reduktasu a glutathion S-transferasu.

2.2 Studované latky
V nasich pokusech jsme zkoumali ptirodni latky flavonoidy. Tyto latky jsou velmi

pocetnou skupinou. Je znamo pites 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 dveé benzenova jadra, spojena heterocyklickym pyranem. Byvaji rizné
substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami, pfi¢emz jednotlivé derivaty se lisi

pouze stupném substituce a oxidace.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mustacich%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Powis%20G%22%5BAuthor%5D

Pro nase pokusy jsme vybrali:

Oleuropein a hydroxytyrosol: slozZky olivového oleje

Oleuropein byl v roce 1960 izolovan a charakterizovan z oliv, jeho struktura byla plné
zjisténa o deset let pozdé&ji. Nachazi se nejen v plodech, ale také v listi olivovniki (Olea
europea) a dalsich rostlinach z celedi olivovitych, naptiklad v jasanech (Fraxinus sp.) a
Seticich (Syringa sp.). Zpiasobuje typickou hotkost olivového oleje. Tento piirodni polyfenol
je velmi u¢inny antioxidant (nejvyssi, jaka dosud byla u piirodni antioxidaéni slouceniny
zaznamenana), ktery chrani mastné kyseliny pfed oxidaci, zachytava kyslikové radikaly a
chrani jatra pred toxickym pusobenim ionti Zeleza. Byly popsany také jeho protinadorové
ucinky (Hamdi and Castellon, 2005).

Hydroxytyrosol, jehoz prekurzor je jiz zminény oleuropein, je také velmi ucinny
antioxidant. Nachdazeji se spolec¢né¢ v olivovém listi a plodech. V ¢isté formé to je kapalina bez
chuti a zapachu. M4 mj. imunostimulacni a antibakterialni G¢inky (Granados-Principal et al.,

2010).

Resveratrol, myricetin, quercetin a epicatechin

Mezi hlavni G¢inné latky Cerveného vina se tfadi resveratrol, myricetin, quercetin a
epicatechin (Paixao et al, 2008).

Polyfenol resveratrol najdeme v révé vinné (Vitis vinifera), a to pfedevs§im v modrych
odriidach. Nicméné posledni vyzkumy ukazuji, ze 1 v bilém viné, péstovaném v severnich
oblastech, lze najit srovnatelné mnozstvi RSV jako ve viné Cerveném. Dale se pak RSV
vyskytuje napt. v boriivkach, ¢erném rybizu, atd. Tato latka se vyznacuje antioxidacnimi,
antibakteridlnimi a protinddorovymi Uc¢inky. Resveratrol brani starnuti bun€k v organizmu,
inhibuje koagulaci krevnich desticek a ma vliv na metabolismus lipida.

Flavonol myricetin se v pfirod€ vyskytuje v mnoha rostlinach, napt. v hroznech modré
révy vinné, bobulich (Cerny rybiz), ve viesné voskonosné (Myrica cerifera), atd. Je to velmi
ucinny antioxidant. Ma protizanétlivé a protinadorové ucinky (Ong and Khoo, 1997).

Quercetin je rostlinny flavonoid, znamy pro své silné antioxidacni a protizanétlivé
ucinky (tlumi tvorbu a uvolilovani 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 caji

(Panneerselvam et al., 2010).



Naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin

Ve staveé z grapefruitu (Citrus paradisi) je obsazeno velké mnozstvi ucinnych latek.
Pro nase experimenty jsme vybrali naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin.

Naringin patii do skupiny flavonoidi (flavonoidnich glykosida), pfirodnich latek,
jejichz ucinky maji velky vyznam pro prevenci mnoha kardiovaskularnich i nadorovych
onemocnéni. Ziskavaji se z citrusovych plodi a obsazeny jsou rovnéz v pohance. Naringin je
hlavnim flavonoidem grapefruitti, pficemz grapefruitové stavé dodava jeji charakteristickou
natrpklou chut. Podobné jako dalsi flavonoidy, i naringin zlepSuje pevnost cévnich stén,
jejich elasticitu a propustnost. Naringin ma i vyrazné antioxida¢ni a¢inky a svym ptsobenim
na krevni teCisté také zlepSuje prokrveni tkani. Klinické studie prokazaly jeho schopnost
snizovat hladinu krevniho cukru, coz v disledku zpomaluje ukladani energie do tukové tkané.
V poslednich letech se ukazuje, Ze uzivani naringeninu (grapefruitové §tavy) soubézné
s léCivy vyvolava mnoho interakei, které v nékterych piipadech mohou byt fatalni. Tyto
vyvolané interakce inhibuji funkci cytochromu P450 (CYP3A4) (Owira and Ojewole, 2010).

Flavonoid naringenin, ktery taktéZz zptsobuje nahotklou chut grapefruitd, je
povazovan za u¢inny antioxidant a ma podle n€kterych odbornikti pfimo revolu¢ni u¢inek na
podporuje imunitni systém. Naringenin je aglykon naringinu (Felgines et al., 2000).

Hesperidin je glykosid obsazeny zejména v nezralych plodech citrust. Je to silny
rozvinu nadorovych onemocnéni (Cho, 2006).

Hesperetin je aglykon hesperidinu. Méa také antioxidacni a protizanétlivé ucinky (Cho,
2006).

Melatonin

Melatonin je hormon, ktery je produkovan epifyzou (nadvéskem mozkovym). 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 nutkdnim ke spanku.
ME ma vliv na tzv. cirkadidnni rytmy (Ilnerova et al., 2000). Melatonin se podili na regulaci
celoro¢niho biologického cyklu. V prubéhu roku se v zavislosti na délce dne méni hladina ME
v organismu. U Zivocichl se tyto zmény podili napf. na zvySeni produkce pohlavnich
hormonil na jafe. U Cloveka je tato jeho funkce silné potlacena. Kromé tohoto plisobeni ma
ME také vysokou antioxidacni aktivitu. Antioxida¢ni u¢inky melatoninu se mohou projevit

zejména pii regulaci procesu starnuti. Melatonin se pouziva jako hypnotikum pii 1écbé
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primarni nespavosti charakterizované Spatnou kvalitou spanku ve vyS$im veéku (Reiter et al.,

2000).

Zelezo

Zelezo je velmi vyznamnym prvkem, v organismu se podili na prenaseni kysliku
k buikdm a tim umoziuje Zivot mnoha organismim na nasi planeté. Ve sloucenindch se
zelezo vyskytuje predeviim v mocenstvi Fe** a Fe®*. Redox potencidl vzajemného piechodu
vyse zminénych ionti lezi v oblasti, ktera umoznuje soucasnou existenci obou forem vedle
sebe.

Zelezo patii mezi tzv. mikrobiogenni prvky, které tvoii obvykle méné nez 0,005 %
hmotnosti. V lidském téle se nachazi asi 3 - 4 g zeleza. Hlavnim zdrojem Zeleza v potravé je
maso a vnitfnosti (jatra, srdce a slezina). Zdrojem Zeleza jsou ale i luSténiny, listova zelenina

a nékteré ovoce (jahody).

Deferipron

Deferipron je ucinny chelator Zeleza. Pouzivad se pii 1écbé thalasemie (onemocnéni
zpusobené nedostate¢nou nebo chybéjici tvorbou jedné z podjednotek hemoglobinu). L1
snizuje kumulaci Fe v organismu (Kontoghiorghes, 2009). Toto onemocnéni se vyskytuje
prevazné v oblasti Stiedozemi. L1, kromé& Fe, vychytava z organismu i ionty dalSich kovi,
jako napt. méd’, hlinik, zinek a dal$i (Kontoghiorghes et al., 2000). Tato vlastnost je ale

povazovana za velmi nezddouci u¢inek v rdmci 1écby deferipronem.

Kadmium

Kadmium (Cd) je karcinogenni kov (IARC, 1993), ktery vazné poskozuje Zivotni
prostiedi. Primyslové emise, hnojeni a koufeni cigaret predstavuji nejvétsi zdroje kadmia,
kterym je cloveék bézné vystaven. V téle se kadmium hromadi ptedevsim v jatrech, ledvinach
a reproduk¢nich organech (WHO, 1992).

Nezadouci tc¢inek kadmia je oxida¢ni poskozeni tkani. Tento jev je povazovan za
prvotni znamku jeho toxicity a je spojovan S karcinogenezi (Waalkes, 2003, Valko et al,
2006). Oxidacni ucinek kadmia je nepiimy. Je zalozen predevsim na inaktivaci thiolovych
skupin, coz nésledné vede k potlaceni funkce antioxida¢niho systému a mechanismil nutnym

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

Cilem préce je porovnani ucinku vybranych pfirodnich latek na antioxidacni obranny
systém organismu za srovnatelnych podminek se zvlastnim zaméfenim na ovlivnéni aktivity

selenoenzymu thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy.

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. Zvitata 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.

Zvirata byla usmrcovana v éterové anestézii dekapitaci. Organy pottebné pro analyzu
byly odebirany ihned po dekapitaci. Tkané byly ihned po odbéru rozdé€leny: a) vzorky pro
stanoveni hladiny GSH byly vkladany do kadinky s ledovym roztokem 0,02 M EDTA a
vzapéti analyzovany, b) ostatni vzorky byly proplachnuty v 0,9 % © chloridu sodného,
zamrazeny na -20 °C a poté az do analyzy uchovavany pii teploté -70 °C. Pro
spektrometrickd méteni byl pouzit piistroj Lambda 2S (Perkin Elmer Co, USA) a Cary 100
Bio (Varian Australia).

Ve vsech pokusech byla odebirdna jatra, v n¢kterych i ledviny. Z odebranych organt
byly vytvofeny tkanové homogenaty, které byly poté centrigugovany 5 min pii 1000x g.
V supernatantu byla nasledné stanovovéana 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

Thioredoxin reduktasa

V nasich pokusech jsme stanovovali TrxR-1 [EC 1.8.1.9], ktera se nachazi v cytosolu
buniky. Pro stanoveni aktivity TrxR-1 se pouziva kolorimetrické 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).
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Glutathion peroxidasa

V nasich pokusech jsme stanovovali GPx-1 [EC 1.11.1.9], ktera se nachazi v cytosolu
bunky. Uéastni se redukce peroxidu vodiku a hydroperoxidt 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 piitomnosti GR a NADPH na redukovanou formu
za soucasné oxidace NADPH na NADP™ (Giinzler et al., 1974).

Glutathion reduktasa

Glutathion reduktasa [EC 1.6.4.2] katalyzuje redukci oxidovaného glutathionu
(GSSG) na redukovany glutathion (GSH). Tento enzym reguluje hladinu GSH v burtice. Jeho
aktivita je méfena spektrofotometricky pii 412 nm. Reakce je zalozena na redukci DTNB
(Smith et al., 1988).

Katalasa

Tento enzym [EC 1.11.1.6] ma ¢tyti podjednotky, kazda z nich obsahuje prostetickou
porfyrinovou skupinu obsahujici ion Fe**. Katalasa katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na
kyslik a vodu (Jones, 1982). Stanovuje se na zéklad¢ ubytku peroxidu vodiku z reakéni smési
(Aebi, 1972). Aktivita je mé&fena spektrofotometricky pii 240 nm.

Peroxidace lipidi

Hladina peroxidace lipidi byla stanovovana na zaklad¢ koncentrace malondialdehydu
(MDA) ve vzorku. MDA je sekundarni produkt vznikajici St€penim fetézcti 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).

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 méii spektrofotometricky pii 412 nm (Sedlak and Lindsay,
1968). Pokles redukovaného glutathionu  (y-glutamylcysteinglycin) je  jednim
z nejvyznamngjSich indikatorit oxidacniho stresu (DeLeve and Kaplowitz, 1991). Je to také
substrat pro glutathionperoxidasy a glutathiotransferasy.

Superoxid dismutasa
Role superoxid dismutasy [EC 1.15.1.1] v organismu je urychlit dismutaci (zhaseni)

toxického superoxidového radikalu (Oy)), ktery vznika béhem oxidaénich reakci v organismu.
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Principem stanoveni je generovani superoxidového radikalu pomoci xantinu a xantin
oxidasy, ktery reaguje s 2-(4-iodfenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazol chlorid (I.N.T.) za
vzniku barevné slouceniny. Aktivita SOD je stanovena jako schopnost inhibovat tvorbu

barevné slouceniny (Michalski, 1996).

4.3  Statistické vyhodnoceni

Ziskana data jsou uvadéna jako aritmeticky primér + smeérodatnd 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

4.4  Chemikdlie

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. s r.o.
Glukonat zeleza (Ferrlecit®) Sanofi - Aventis, s.r.o.
Glutathione reductase assay kit Sigma-Aldrich spol. s r.0.
GR Sigma-Aldrich spol. s r.0.
GSH Sigma-Aldrich spol. s r.0.
GSSG Sigma-Aldrich spol. s r.0.
Hesperetin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Hesperidin Sigma-Aldrich spol. sr. o.
Hydroxytyrosol Cayman Chemical
Melatonin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Methylcelulosa Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Myricetin Sigma-Aldrich spol. s r.0.
NADPH Sigma-Aldrich spol. s r.0.
Naringenin Sigma-Aldrich spol. s r.0.
Naringin Sigma-Aldrich spol. s r.0.
Oleuropein Sigma-Aldrich spol. s r.0.
Quercetin Sigma-Aldrich spol. sr.o.
Resveratrol Sigma-Aldrich spol. sr.o.
SOD assay kit Randox laboratories Ltd.
TBA Sigma-Aldrich spol. sr.o.
t-butylhydroperoxid Sigma-Aldrich spol. s r.o.
Thioredoxin reductase assay kit Sigma-Aldrich spol. s r.o.

Ostatni chemikalie pouZivané pro laboratorni stanoveni byly dodany firmou Sigma-

Aldrich® a byly p.a. Cistoty.
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5  Vysledky

5.1 VIiv oleuropeinu a hydroxytyrosolu, latek 7 olivového oleje, na aktivitu
selenoenzymit thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy a
antioxidacni homeostasu v akutnim experimentu na potkanech

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

Pokus byl ukoncen 24 hodin po posledni ddvce ucinnych 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.

V tkani ledvin byla snizena aktivita GPx-1 po aplikaci OLEU 0 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
0 17,5 % (p<0,05). Aktivita TrxR-1 a GR a hladina GSH nebyla v této tkani signifikantné

zménéna.
Zavér

V tomto experimentu oleuropein a hydroxytyrosol vyznamné ovlivnily oxidaéné
reduk¢ni rovnovahu v organismu laboratornich potkanti.

Nejvice tyto latky ptisobily na aktivitu TrxR-1, kdy doslo k jejimu vyraznému snizeni
v jaterni tkani, coz poukazuje na silné antioxidacni ucinky oleuropeinu a hydroxytyrosolu.
GPx-1 byla inhibovana OLEU a HT v obou zkoumanych tkanich pfiblizn¢ stejn€. Aktivita
GR byla sniZena, stejn¢ jako aktivita TrxR-1, pouze v jaterni tkdni potkana. Hydroxytyrosol
navysil hladinu GSH v jaterni tkani, nikoli v ledvinové. Oleuropeinem a hydroxytyrosolem

byla snizena hladina LP v ledvinové tkani.
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5.2 Interakce polyfenolit 7 cerveného vina se selenoenzymy GPX-1 a TrxR-1
V akutnim experimentu na potkanech

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 130 — 140 g) byli rozdéleni do 5 skupin po 8
jedincich. Zkoumané latky (RSV, MYR, EPI a QUE) byly rozsuspendovany v 0,5 %
methylcelulose a poddavany sondou perordlné 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.). Treti skupiné¢ byl podavan roztok MYR
v davee 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 ddvce ucinnych 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 tkéni 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-1 0 17,8 % (p<0,01).

V tkani ledvin byla sniZena aktivita TrxR-1 po aplikaci MYR 0 51,6 % (p<0,05). EPl 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).

Zavér

Polyfenoly z ¢erveného vina (RSV, MYR, EPI a QUE) signifikantné ovlivnily
oxida¢n¢ redukéni rovnovahu v organismu laboratornich potkanti. Vyznamnym zjisténim je

v tomto pokusu inhibi¢ni vliv resveratrolu a myricetinu na aktivitu selenoenzymut TrxR-1 a

GPx-1 v obou zkoumanych tkanich. Tento vliv na aktivitu TrxR-1 dosud nebyl systematicky
studovan. Cervené vino, resp. polyfenoly v ném obsaZzené, méa ochranné antioxidaéni, ale i
pifipadné protinadorové ucinky. Mechanismus tohoto u¢inku bude souviset s thioredoxinovym

systémem. Epicatechinem a quercetinem byla sniZzena aktivita GPx-1 a GR.
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5.3  Vliv citrusovych flavonoidit na antioxidacni status potkana v akutnim
pokusu

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 140 — 150 g) byli rozd¢leni do 5 skupin:
I. - kontrola; Il. - 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 ukoncen 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 o0 12,0 % (p<0,05), 13,4 % (p<0,05) a 15,9 % (p<0,01). Aktivita GPx-1
byla navySena NAR., NRG o 16.4 % (p<0,05) a 15.0 % (p<0.05). Latky nemély vliv na
aktivitu CAT, TrxR-1 a SOD.

Zavér

V této studii byl zaznamenan pozitivni vliv vybranych flavonoidt (NAR, NRG, HSP a
HST) na hladinu GSH, dulezité slozky antioxida¢niho systému organismu. Nejsou ovlivnény
enzymy TrxR-1 a SOD. Naringinem a naringeninem byla navysena aktivita GPx-1. Pouzité

davky flavonoidti nezvysovaly hladinu LP a jsou proto vhodné pro dalsi studium.

5.4  VIliv melatoninu na antioxidac¢ni obranny systém zdravych a kadmiu
vystavenych potkanech

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 130 — 140 g) byli rozdé€leni do 4 skupin po 8
jedincich: 1. kontrola; II. Cd; II. Cd+ME; IV. ME. Melatonin (10 mg/kg b.w.) byl
rozsuspendovan v 0,5 % methylcelulose a podavan sondou peroralné jednou denné po dobu
ttech 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
Vv tkdnovych 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 o0 8,8 % (p<0,001). Kadmium (Ill. skupina), v porovnani s melatoninovou
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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.

Zavér

Pokus prokazal signifikantni vliv melatoninu na oxida¢né redukéni rovnovahu
v organismu. Potvrdili jsme také vysledky znaseho ptedeslého 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.

5.5 Vliv Zelezitych iontui na aktivitu selenoenzymii a oxidativni poskozeni
jater potkanit - interakce s piirodnimi antioxidanty a deferipronem

V tomto experimentu jsou zahrnuty dva samostatné pokusy. V prvnim byli pouziti
samci potkani kmene Wistar (130 — 140 g b.w.), kteti byli rozdéleni do 6 skupin po 8
jedincich: I — kontrola, I1 — Fe(l11) 111 — 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
b.w.) a MYR (54,8 mg/kg b.w.), byly rozsuspendovany v 0,5 % methylcelulose a podavany
sondou peroralng jedenkrat, a to hodinu pred aplikaci Fe(Ill). Zelezo (Felll) ve formé
glukonatu Zeleza (Ferrlecit®, Sanofi - Aventis, sr.0., Praha, CR) bylo podano
intraperitonealné v davce 5 mg Fe/kg b.w.. Pokus byl ukoncen 24h po podani davky Fe(lll)
dekapitaci. Byla odebrana jaterni tkan pro stanoveni aktivity TrxR-1 a GPx-1 a hladiny LP a
GSH. Analyza byla provedena v tkaiiovych homogenatech.

V druhém pokusu byli pouziti potkani samci kmene Wistar (130-140 g b.w.). Potkani
byli rozdéleni do 5 skupin po 6 jedincich: | — kontrola, Il - 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 davky
uvedenych latek dekapitaci. Byla odebrana jaterni tkan pro stanoveni aktivity TrxR-1 a GPx-1
a hladiny LP a GSH. Analyza byla provedena v tkanovych homogenatech.
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Vysledky jsou uvedené jako primér = 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 1. Hladina LP

byla po aplikaci Fe(IIl) zvvSena. Pouze L1 a QUE snizily navv$eni hladiny LP. po aplikaci

Fe(1ll), zpét ke kontrolni hladiné. Na druhou stranu, NAR a MYR toto navv$eni po aplikaci

Fe(III) jesté zvysily. Na hladinu GSH nemé¢lo Fe(IIl) vliv, ale pfi premedikaci L1 doslo ke

snizeni hladiny GSH vzhledem ke skuping, které bylo aplikovano pouze Fe(Ill). Kombinaci
MYR a Fe(Ill) doslo k navySeni hladiny GSH. Aktivita GPx-1 byla Fe(Ill) indukovéana. Toto
navySeni bylo premedikaci L1, QUE a NAR snizeno na kontrolni hladinu. Aplikace MYR
naopak toto navyseni jesté¢ podpoftila. Aktivita TrxR-1 byla taktéZ navySena aplikaci Fe(III).

Toto navyseni bylo premedikaci L1 a QUE sniZeno na kontrolni hladinu.

Tabulka 1 - Vliv Fe(Ill) a vybranych latek na hladinu LP a GSH a na aktivitu GPx-1 a
TrxR-1 v jatrech potkanii
LP GSH GPx-1 TrxR-1
[U/mg

Skupina [nmol MDA/g]  [umol/g] [umol/g/min] proteint]
kontrola 34,85 + 3,39 3,44+ 0,20 14,76+ 0,54 0,39+ 0,02
Fe(ll) 39,21 +£2,70* 3,74+ 0,30 16,09+ 0,73 ** 0,42+0,03*

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

Fe(lI)+NAR 41,82 +3,63*** 347+0,34 15,16+0,79% 0,40 £ 0,02
Fe(111)+QUE 38,25+ 2,20 3,66 £0,29 14,82 +0,70## 0,39 +0,01#
Fe(l1)+MYR 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(lI1) skupina
Vysledky jsou udané jako pramér + SD.

Vysledky druhého pokusu jsou shrnuty nize v tabulce 2. Hladiny LP a GSH nebyly
ovlivnény zadnou z uvedenych latek. Pouze MYR navysil hladinu GSH. Aktivita GPx-1 byla

signifikantn¢ snizena. Aktivitu TrxR-1 zvySovaly vSechny uvedené latky.
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Tabulka 2 - Vliv vybranych latek na hladinu LP a GSH a na aktivitu GPx-1 a TrxR-1
V jatrech potkanti
LP GSH GPx-1 TrxR-1

[nmol MDA/g] [umol/g] [umol/g/min] [U/mg proteinii]
kontrola 40.33 +5.31 3.17+0.26 20.86 +0.62 0.66 + 0.02

Skupina N
6

deferipron 6 36.43+5.13 349+0.32 16.79+0.38*** 0.76 £ 0.01***
6
6

40.20 + 2.46 3.48+0.28 17.55+0.40*** 0.79 £0.02***
quercetin 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.

naringin

Zavér

Vysledky experimentii ukazuji zvySenou aktivitu obou selenoenzymu in Vvivo po
aplikaci Zelezitych iontil. Zelezité ionty navysily hladinu LP, ktera byla pii premedikaci NAR
a MYR jesté navysSena. Naopak premedikace deferipronem a quercetinem toto navySeni
snizila na kontrolni hladinu. Aktivita TrxR-1 byla navysena jak deferipronem tak i pfirodnimi
antioxidanty. lonty Zeleza indukovaly aktivitu GPx-1. MYR tuto indukci je$t€ navysil.
Ostatnimi latkami bylo ptsobeni Felll ionth na GPx-1 potlateno na kontrolni hladinu.
Kombinace vlivu Zzelezitych ionti a antioxidantti, at’ uz pfirodnich nebo primyslové

vyrobenych, na selenoenzymy, je vhodna pro dal$i studium.

6 Diskuse

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

ovlivnény vybrané antioxida¢ni parametry zkoumaného organismu.

Porovname-li jednotlivé vysledky ziskané z analyzy jaterni tkané potkana mezi Sebou
(Tabulka 3, str. 21), vyjde nam jako nejlepsi antioxidant oleuropein a hydroxytyrosol, tedy
latky obsazené v olivovém oleji. Antioxidac¢ni U¢inky oleuropeinu a hydroxytyrosolu jsou
znamy jiz delsi 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 protinddorové ucinky,
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 nadorového bujeni.
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Vlivem OLEU a HT doslo k velmi vyraznému sniZeni aktivity TrxR-1 v jaterni tkani
potkanti 0 68,6 % a 67,9 %. U dalSich parametrti (GPx-1 a GR) doslo také k signifikantnimu
snizeni aktivity v jaterni tkani potkanti. Toto zjiSténi snizené aktivity GPx-1 a GR se nam
potvrdilo i v literatute (Cumaoglu et al., 2011, Masella et al., 2004).

Toto zjisténi pokladame za prvotni, ojedin€lé a originalni. Bylo by zadouci se dale
zabyvat studiem téchto pfirodnich 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.
(Domitrovic¢ 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.: a) jednou denné po dobu 3 po sobé nasledujicich dnii. Nasledné byl podan
CCly., b) jednou denné po dobu 2 po sobé jdoucich dnech 6 h po podani CCly. Intoxikace
méla za nésledek masivni nekrézy jater. Poskozeni jater bylo spojovano S oxida¢nim stresem,
jelikoz doSlo k vyznamnému snizeni aktivity SOD a hladiny GSH. V obou piipadech
podavani OLEU doslo ke snizeni oxida¢niho stresu, coz ukazuje na antioxida¢ni ptisobeni této
latky.

Antioxidacni ucinky oleuropeinu a hydroxytyrosolu, latek obsazenych v olivovém oleji,
jsou spojovany s tzv. sttedomotiskou 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 prezentovdna jako zdravéd strava chranici proti tzv. civilizatnim
chorobam. V odbornych publikacich se s timto terminem setkavame 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 oxidacnim poskozenim DNA volnymi radikaly (Waterman
and Lockwood, 2007).

Na ledvinovou tkan potkana piisobily nami vybrané latky jinak nez na tkan jaterni
(Tabulka 3, str. 21). V této tkani se nejvice projevil vliv myricetinu na TrxR-1, ktery snizil
aktivitu tohoto enzymu o 51,6 %. Aktivita GPx-1 byla snizena oleuropeinem,
hydroxytyrosolem, quercetinem a epicatechinem. Dale byla sniZena hladina peroxidace lipidi,
a to plisobenim oleuropeinu a hydroxytyrosolu. GR aktivita byla snizena pouze quercetinem a
epicatechinem. Na druhou stranu hladina redukovaného glutathionu byla mirné navySena

quercetinem a epicatechinem.
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Tabulka 3 - Shrnuti signifikantnich vysledki v jaterni a ledvinové tkani potkana. Data
jsou udana v procentech, tedy o kolik byla dana veli¢ina zménéna vuci
kontrolni skupiné. Barvou je pak nasledné rozliSena aktivace (Cerven¢) nebo
inhibice (modie) dané veli¢iny. Prazdné kolonky piedstavuji nesignifikantni

zmény dané veli¢iny.

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| 11,6 16,0 | 5,2
hydroxytyrosol | 67,9 56| 64 |92 175 |16,5
resveratrol 26,5 17,6
myricetin 30,8| 51,6 |14,6
quercetin 17,8 17,8 8,1 5,0
epicatechin 10,3| 15,6 7,1 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

Polyfenoly z Cerveného vina (resveratrol, myricetin, epicatechin a quercetin)
signifikantné ovlivnily oxidaéné redukéni rovnovdhu v organismu laboratornich potkant.
Vyznamnym vysledkem je inhibiéni vliv téchto studovanych polyfenolii 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 v 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 Casti této prace nechal inkubovat TrxR,
s raznymi koncentracemi, vybrané flavonoidy a nasledné¢ méfil jejich aktivitu. V druhé casti
pouzil buniky typu A549, kdy sledoval efekt vybranych flavonoidii na rist téchto bunck

pomoci aktivity TrxR.
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Naopak, latky quercetin a epicatechin nemély signifikantni vliv na aktivitu TrxR-1.
Vsechny ndmi vybrané polyfenoly z ¢erveného vina snizovaly aktivitu GPx-1. Nejvice
quercetin a resveratrol, nejméné pak epicatechin. Epicatechin sniZil aktivitu i GR. Cervené
vino, respektive jeho polyfenoly, md ochranné antioxidacni, ale i piipadné protinadorové
ucinky. Mechanismus tohoto u¢inku bude souviset s thioredoxinovym systémem.

Cervené vino resp. latky vném 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 piijmu
nasycenych tukl vyskytujicich se v jejich potravé. Poprvé byla tato problematika odborné
popsana irskym lékafem Samuelem Blackem v roce 1819. Z vyzkumu britské Heart
foundation vyplyva, ze v roce 1999 ¢inil pocet umrti na akutni srde¢ni ptihodu mezi muzi ve
véku 35 — 74 let 230 na 100 000 v USA, kdezto pouze 83 na 100 000 ve Francii. ZvySeny
ptijem Cerveného vina, které je zvlaste¢ bohaté na polyfenoly, je jednim z pravdépodobnych
vysvétleni tzv. ,francouzského paradoxu“. Jedna se predev§im o resveratrol a dalsi
flavonoidy. Resveratrol se vyskytuje pievazné v Cervenych, ale i v né¢kterych bilych vinech.
Vys$8i koncentrace je pak ve vinech napadenych uslechtilou plisni Botrytis cinerea.
Protektivni efekt vina je pfipisovan pravé antioxidacnim ucinkiim polyfenolickych latek
v ném obsazenych a navic alkohol obsazeny ve viné podporuje absorpci polyfenolickych latek
z vina ve stfevé, a proto je antioxidacni u€inek vina vys$si nez napt. G€inek samotné hroznové

Stavy (Eliasova, 2010; Kubesa, 2010).

Flavonoidy obsazené v citrusech hraji v organismu nezastupitelnou roli. Tyto latky maji
vyznamné antioxidacni a protinddorové ucinky. V naSich pokusech jsme se zabyvali latkami
obsazenych v grapefruitu, a to naringinem, naringeninem, hesperidinem a hesperetinem.
Nejvétsi vliv 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 davek
naringinu (0, 10, 20, 40, 80 mg/kg b.w.) u hyperglykemickych potkani. Podavani
jednotlivych postupnych davek naringinu zplsobilo, kromé jinych zkoumanych parametrt, i
zvyseni aktivity GPx-1.

Aktivita TrxR-1 naopak nebyla ovlivnéna ani jednou z nami vybranych latek. Naringin,
naringenin a hesperetin zvySovaly hladinu GSH, coz ukazuje na prooxidacni G¢inek téchto

latek (Galati et al., 1999).
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V poslednich letech se ukazuje, ze uzivani grapefruitové Stavy soubézné s 1éCivy
vyvolavd mnoho interakci, které v nékterych ptipadech mohou byt fatidlni. Grapefruitem
vyvolan¢ interakce inhibuji funkci cytochromu P450 (CYP3A4). Ukazuje se, ze grapefruit, na
zakladé vysokého obsahu flavonoidu, je prospésny v 1é¢b¢é 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 Illnerova, DrSc.

., V posledni dobé se hojné mluvi a pise o melatoninu jako o mozném zdazracném léku
témer na vsechny neduhy. V zahranici, zejména ve Spojenych statech, Ize melatonin koupit,
obdobné jako vitaminy, jako doplnék vyzivy. Melatonin je derivat hydroxyindolu, obdobné
jako serotonin, presné N-acetyl-5-methyxytryptamion. Pro jeho fyziologické piisobeni, je
podstatna jak methoxy skupina na aromatickém jadru, tak i acetyl skupina vazana na aminu
postranniho Fetezce, indolové jadro naopak nezbytné neni a mize byt nahrazeno jinym
aromatickym jadrem, napr. naftalenem * (lllnerova 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, ptaky i savce, véetné clovéka. Melatonin byl tedy béhem vyvoje druhi
zakonzervovan. Podstatné je, Ze u vsech zivych organismii, at uz jsou aktivni ve dne jako
clovek, ¢i v noci jako mali hlodavci, se melatonin tvori vyhradné v noci, je to tedy jakysi
signal noci, ktery predava do organismu informaci o denni dobé* (Illlnerova H., 1991).
w2Denni rytmus v tvorbé je pohanén rytmem v aktivit¢ enzymu arylalkylamin
N-acetyltransferazy, ktery katalyzuje acetylaci serotoninu na N-acetylserotonin, prekursor
melatoninu. Aktivita tohoto enzymu v epifytze potkana je napr. v noci az stonasobné i mnohem
vy$Si 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, ziji-li zZivocichové v neperiodickém prostredi, napr. ve stalé
tme. V takovém pripadé biologickeé 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 rytmicka tvorba melatoninu,

synchronizovany pravidelnym stridanim svétla a tmy, zejména svétlou periodou dne.
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Melatoninovy signdl, tj. vysoka hladina v télnich tekutinach v noci, neprenasi pouze signal
o denni dobé, ale téz o délce dne, tj. o rocni sezone. U vSech dosud sledovanych savcii se
melatonin tvori po kratkou dobu v pritbehu dlouhych letnich dnii, ale po dlouhou dobu behem
kratkych zimnich dnii. Melatoninovy signal je tudiz soucasti vizeni denniho i rocniho
programu savciho organismu. Vysoka nocni hladina melatoninu v krvi se pohybuje radove
v koncentraci 10™° M; Ize tedy predpokladat, e melatonin bude fyziologicky piisobit pFi takto
nizkych hladindach. Tomu odpovidaji i hodnoty nalezenych disociacnich konstant pro vazbu
melatoninu na vysoce afinitni receptory na povrchu bunék, a to v rozmezi 1 0 az 101 M«
(Illnerova H., 1996, Morgan P. J., 1994). ., Tyto melatoninové receptory byly u savcii nalezeny
primo v biologickych hodindch v suprachiasmatickych jadrech, kde naviazany melatonin miize
zpéetné ovliviiovat chod hodin, dale v casti hypofyzy nazyvané pars tuberalis, kde melatonin
miuize ovliviiovat rocni cykly, napr. v reprodukcni aktivité, 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 ddle v cévdch, sleziné a ledvindach. Melatoninové
receptory byly v posledni dobe vyklonovany a tii subtypy téchto receptoru byly téz
identifikovany. Jak v savéim organismu piisobi exogenné podany melatonin? Melatonin
u clovéka pusobi v prvé radeé jako chronobiotikum, tedy jako ldtka, kterda miize ovliviiovat
cirkadianni, tj. denni rad organismu* (Illnerova H., 1996). ,,Podani melatoninu ve vecernich
hodinach miuze zpusobit predbéhnuti biologickych hodin, podani v pozdnich nocnich a
brzkych rannich hodindach pravdépodobné zpozdeéni hodin. Tohoto ucinku melatoninu se uziva
k rychlé resynchronizaci vnitinich hodin s novym vnéjsim casem pri letech pres casova
pasma. Pravidelné podavani melatoninu jednou za 24 hodin k veceru miize téz synchronizovat
dnem. Melatonin podavany pred usnutim miize zkratit dobu usinani a pripadné sniZit
fragmentaci spanku, tj. zlepsit jeho kvalitu. Kromé vysSe zminénych chronobiologickych
ucinkii, které jsou ziejmé zprostredkovany vazbou melatoninu na specifické receptory, se
melatoninu pripisuje jesté cetné dalsi pusobeni, které neni vétsinou jesté probadano u lidi a
Jjen nedostatecné u savcu. Melatonin udajné pusobi proti nadorovému bujeni a starnuti. Tento
ucinek, pokud by byl skutecne dostatecne 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" ucinek melatoninu by se vsak zrejmé mohl projevovat jen pri
farmakologickych davkach. Ani popisovany posilujici ucinek melatoninu na uméle zeslabeny

imunitni systéem savcii nebyl jesté zcela proveren. Ostatni ucinky pripisované melatoninu,
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napr. zvySeni sexualni potence, zabranéni poceti, prodlouzeni délky zivota, ochrana pred
kardiovaskularnimi onemocnénimi apod. jsou zatim spise vyslovenym pranim nez vysledkem
hlubokého badani. V soucasné dobé je mozné odpovédné prohlasit pouze to, ze melatonin
plisobi jako chronobiotikum. Pri velkém zajmu o tuto latku a pri vyskytu vysoce afinitnich
receptorii pro melatonin na riznych strukturdach 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
V jaterni tkani potkana 0 68,4 %. VIiv ME na TrxR-1 dosud nebyl systematicky studovan.
Toto nase zjisténi je prvotni a origindlni. Pokus prokazal signifikantni vliv ME na oxidacné
reduk¢ni rovnovahu v organismu (Hardeland, 2005, Hardeland et. al., 2006).

Potvrdili jsme vysledky z naSeho predeslého 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 piedstavuje nebezpecnou slozku zivotniho prostiedi. Akutni expozice kadmiu
ukazuje ptedevs§im 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 1 syntetickych antioxidantli na zmirnéni oxida¢niho stresu
vyvolan¢ho kadmiem.

Na nasem pracovisti byly provadény dalsi pokusy toxicity kadmia spojené s vlivem
antioxidant. Pfikladem mulzZe byt série pokust prof. V. Eybla (Eybl V, Kotyzova D,
Koutensky J, 2006). Samctim CD mysi byl podavan jednou denné po dobu 3 dnti kurkumin
(50 mg/kg b.w., p.o.), resveratrol (20 mg/kg b.w., p.o.) a melatonin (12 mg/kg b.w., p.o.),
rozptylené v 0,5 % methylceluléze. Hodinu po posledni dévce antioxidantii byl podavan
CdCl; (7 mg/kg b.w., s.c.) vSem skupinam premedikovanym antioxidanty. 24 hodin poté byla
zvitata 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 lipidi vyvolanou kadmiem
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a inhibovala aktivitu GPx. RSV byl ucinny proti Cd-indukované inhibici aktivity CAT
(p<0,001). Poklesu hladiny GSH nebylo zabranéno premedikaci uvedenych antioxidantt.
U mysi oSetfenych samotnymi antioxidanty nedoslo ke zméné hladin LP, GSH, a aktivit GPx
a CAT vuci kontrolni skupiné. Premedikace antioxidanty neovlivnila rozd€leni kadmia ve
tkanich Cd-intoxikovanych mysi. Vysledky ukazuji, Ze kurkumin, RSV a ME u¢inn¢ chrani
pfed vlivem kadmia na hladinu peroxidaci lipidli a zmirfuji neptiznivé ucinky kadmia na

antioxidacéni stav organismu.

Vysledky pokusu, kde jsme sledovali vliv Zeleza na oxidacni stres a jeho ovlivnéni
premedikaci vybranymi latkami (deferipron, naringin, naringenin, myricetin a quercetin), jsou
shrnuty v tabulkach ¢islo 1 a 2 str. 18 a 19.

Vysledky experimentti ukazuji zvySenou aktivitu obou selenoenzymu in vivo po aplikaci
Zelezitych ionta (Tabulka 1, str. 18). Hladina LP byla po aplikaci Fe(IlI) navysena. Pouze
deferipron a quercetin snizily navyseni hladiny LP, po aplikaci Fe(Ill), zpét ke kontrolni
hladiné. Na druhou stranu, naringin a myricetin toto navySeni po aplikaci Fe(IIl) jesté
zvysily. Na hladinu GSH nemélo Fe(IIl) vliv, ale pfi premedikaci L1 doSlo ke snizeni hladiny
GSH vzhledem ke skuping, které bylo aplikovano pouze Fe(III). Kombinaci MYR a Fe(lll)
doslo k navySeni hladiny GSH oproti kontrolni skupiné. Aktivita GPx-1 byla Fe(lll)
indukovana. Toto navyseni bylo premedikaci L1, QUE a NAR snizeno na kontrolni hladinu.
Aplikace MYR naopak toto navyseni jesté podpofila. Aktivita TrxR-1 byla taktéz navySena
aplikaci Fe(III). Toto navySeni bylo premedikaci L1 a QUE sniZeno na kontrolni hladinu.

V pokusu, kdy byly pouzity jen latky samotné (bez aplikace Fe(lll)) nedoslo
k ovlivnéni hladiny LP a GSH. Pouze MYR navysil hladinu GSH. Aktivita GPx-1 byla
signifikantné snizena a aktivita TrxR-1 byla zvySena vSemi uvedenymi latkami (Tabulka 2,
str. 19). Nase vysledky tykajici se aktivity TrxR-1 nemohly potvrdit inhibi¢ni G¢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 Siroké spektrum aktivit
v bunééném redoxnim kontrolnim mechanismu, antioxida¢ni funkci, Zivotaschopnosti bun¢k a
proliferace. V posledni dobé¢, selenocystein obsazeny v savéi thioredoxin reduktase se ukézal
jako novy cil pro vyvoj léCiv proti rakovin€. Thioredoxin reduktasa a thiredoxin jsou
nadmérné exprimovany v mnoha agresivnich nadorech a nadorové bunky se zdaji byt zavislé
na thioredoxinovém systému vice, nez normalni zdravé bunky. V publikaci z roku 2006 (Lu et

al.,, 2006) zkoumal Lu inhibici thioredoxin reduktasy pomoci flavonoidi, o kterych
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piredpoklada, ze to jsou protinadorova chemopreventivni Ccinidla, pravé diky jejich
antioxida¢nim ucinkim. Bylo zji$téno, Ze myricetin a quercetin maji silné¢ inhibi¢ni €inky na
thioredoxin reduktasu (IC50 hodnoty 0,62 resp. 0,97 mikromol / 1). Kromé toho maji
flavonoly potencial inhibovat rist A549 bunék se stejnou ucinnosti jako inhibice thioredoxin
reduktasy. Aktivita thioredoxin reduktasy v bunécnych lyzatech byla snizena po aplikaci
myricetinu (> 50 mikromol / 1). Bunény cyklus byl zastaven v S fazi quercetinem a
akumulace bunék v G1 fazi byla pozorovana v reakci na myricetin. To znamena, Ze
protinadorova aktivita quercetinu a myricetinu, mize byt v disledku 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 ptirodnich
antioxidanti na aktivitu TrxR-1 muze byt aditivni k antioxida¢nimu u¢inku L1. Hladina LP
po podani cheldtorii nebyla navysSena. To naznacuje, ze davkovani téchto latek v téchto
pokusech nebylo v rozmezi toxicity. Dal$i experimenty, vyuzivajici pfedev§im kombinaci
chelatort zeleza a ptirodni antioxidanty, v soucasné dob¢ probihaji a podili se na objasnéni

zpiisobu plsobeni na selenoenzymy a také pro jejich mozné vyuziti v klinické 1é¢be.

[ Zavér
Prokéazali jsme vyznamny vliv vybranych pfirodnich latek na redox-systém vcetné

ovlivnéni selenoenzymi thioredoxin reduktasy a glutathion peroxidasy.

1. Nejvétsi vliv na aktivitu selenoenzymi thioredoxin reduktasy a glutathion
peroxidasy mél oleuropein a hydroxytyrosol. V jaterni tkani potkana doslo
po podani téchto latek k vyraznému snizeni aktivity u obou uvedenych
enzymu. Ve tkéani ledvin potkana doSlo po podani uvedenych latek pouze
ke snizeni aktivity glutathion peroxidasy. Aktivita thioredoxin reduktasy
nebyla v této tkani 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 poklddame za prvotni a originalni.
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Polyfenoly z cCerveného vina (resveratrol, myricetin, quercetin a
epicatechin) signifikantné¢ ovlivnily oxidaén¢ redukéni rovnovéhu
v organismu laboratornich potkant. Aktivita thioredoxin reduktasy byla
snizena resveratrolem v jaterni tkani potkana a myricetinem Vv jaterni i
ledvinové tkani potkana. Glutathion peroxidasa byla v jaterni tkéni potkana
snizena vSemi uvedenymi polyfenoly, v ledvinové tkani pouze

myricetinem, quercetinem a epicatechinem.

Naringin, naringenin, hesperidin a hesperetin jsou flavonoidy obsazené
v citrusech. Tyto latky neovlivnily aktivitu thioredoxin reduktasy v jaterni
tkani 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 tkani potkana. Hladina GSH byla navysSena

hesperetinem, naringinem a naringeninem.

Vyznamny vliv na aktivitu enzymil 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 sniZzeno na kontrolni hladinu. V ptipadé
aplikace pouze uvedenych latek, tedy bez nasledné aplikace Zelezitych
iontl, byla aktivita glutathion peroxidasy signifikantn€ sniZzena a aktivita

thioredoxin reduktasy zvySena vSemi uvedenymi latkami.
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