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ABSTRAKT

Oxidani procesy hraji v hice dileZitou roli ve fyziologickych i patologickych presech.
Rovnovaha &chto proces je zaji¥ovana vzajem$ kooperujicimi antioxidénimi systémy,
pro jejichz spravnowinnost v organismu je nutny dostétg obsah latek s antioxidiaimi
acinky.

PredloZzena prace je z&mena na vyvoj a optimalizaci metod stanoveni vyznahn
neenzymovych a enzymovych antioxidana testovani celkové antioxitld kapacity
vybraného biologického materialu.

Byly optimalizovany metody extrakce a stanoveni ablos vitaminu E a karotenaid
a stanoveni aktivit superoxiddismutasy, katalagypxidasy a lipoxygenasy ve sladovnickém
jeémeni a ve sladu. Pro analyzu obsahu vitaminu Eligkych slogenin a karotenoiid byly
pouzity RP-HPLC a HPLC/ESI-MS, ke stanoveni enzyyocbv aktivit byly zvoleny
spektrofotometrické metody. Pro analyzu aktivitakasy a lipoxygenasy byly vyvinuty nove
kolorimetrické metody a porovnany sipymi metodami v UV oblasti. Aktivita SOD byla
stanovovana komeémim diagnostickym setem. Pro peroxidasu byla zaved®lorimetricka
metoda. U enzymovych metod byly stanovewktaré kinetické parametry.

Optimalizované metody byly pouzityimnalyzach antioxidaftv rostlinném materiélu — v
jeémeni a ve sladu — v souborech vaor Sesti odidach, gstnych nactyfech fiznych
lokalitach po dobu dvou let. Obsah individualnicti@idant se liSil v zavislosti na odde,
vétSinou vSak nebyly nalezeny vyznamné rozdily v inlach v zavislosti nagstebni lokalig.
Patrre nejwtSi vliv na hladiny nizkomolekularnich i enzymovydmtioxidand maji
klimatické podminky v dané lokalit oxidatni procesy jsou owutiovany jednak mnoZzstvim
vlahy, jednak slunaim svitem, ktery indukuje oxidai procesy v gstovanych rostlinach.
Aktivita antioxidanti v obilkach j€émene prudce nasta kEhem procesu sladovani;
za zvySené teploty a vihkosti dochazi nejprve kvakt enzymovych systéinvéetns téch
antioxid&nich. V obilce probiha zvySena metabolickd aktjvikghem niz Ize fedpokladat
zvySenou tvorbu radiké] za timto édelem mohou byt aktivovany ostatni antioxida
systémy, aby ochranily kiky pired poSkozenim oxidaim stresem.

V dalSi¢asti prace byly zavedené metody vyuZity kinickych studiich hodnoticich vliv
exogeng prijimanych antioxidarit na metabolicky a antioxidai status lidského organismu.

Prvni klinickd studie byla zagfena na sledovani vlivu suplementace potravinovym
doplikem obsahujicim nenasycené mastné kyseliny a vitdinna metabolismus jediinc
s hyperlipidemii. Poftmésiécnim podavani preparatu dosSlo ke zlepSeni profiltarpatii
metabolismu lipid a ke zvySeni hladin sérovych antioxidaridruha studie sledovala hladiny
enzymovych a neenzymovych antioxidant zdravych jedint po d@asré zvySeném Hjmu
potravin bohatych na antioxidanty. Po dvasitni suplementaci doSlo k mirnému &stu
obsahu fenolickych latek v plazmCelkova antioxidéni kapacita ani aktivity enzymovych
antioxidanti nebyly ovlivreny. Z vysledk klinickych studii je patrné, Ze dagvani
antioxidanti v prirozené fornd nebo ve forma potravinového dopiku neovliviiuje vyrazi
metabolismus zdravych jediicale u jeding trpicich chronickymi civilizanimi chorobami
muze vhodg zvolena suplementace pozitévavlivnit jejich zdravotni stav.



Vysledky prace potvrzuji, Ze zavedené metody jsulfedpouzitelné k analyze paramnietr
posuzujicich antioxidai stav organismu a jsou vhodné i k monitoringugexmiho pijmu
antioxidant.

ABSTRACT

Oxidative processes play important role in cellpblpgy and pathology as well. Balance
of these processes is supplied by cooperating xadéitive systems; function of antioxidant
defense systems depens on high levels of antiotgdiammrganism.

Presented work is focused on developement and matilon of methods for analysis
of important enzyme and non-enzyme antioxidantswafi as total antioxidant capacity
of selected types of biological material.

Extractions and analyses of vitamin E, carotenosigperoxide dismutase, catalase,
peroxidase and lipoxygenase in barley and malt wetenized. RP-HPLC and HPLC/ESI-
MS were used for analysis of vitamin E, phenolid aarotenoid content, spectrophotometry
was used for enzymes activity analysis. A new naghtor catalase and lipoxygenase
activities were developed and compared with dilddt methods. Superoxide dismutase
activity was determined by commercial diagnostit K colorimetric method was used
for peroxidase activity determination. Some kingiErameters of enzymes were provided
too.

Optimized methods were used in the analyses obxdtnts in plant material - in barley
and malt - in sets of samples of 6 varieties catéd in four different locations for two years.
Content of individual antioxidants differed deperglion the variety, but usually were not
found significant differences in the levels, degagdon growing location. Perhaps climatic
conditions have the greatest influence on leveldoaf molecular weight and enzymatic
antioxidants at the specific location; oxidatiorogesses are influenced both the quantity
of moisture, both by sunlight, which induces oxigdat processes in cultivated plants.
The activity of antioxidants in barley caryopsesrapidly increasing during the malting
process; an elevated temperature and moistnessniihsces activation the enzyme systems
including antioxidant. In caryopsis is metaboli¢iaty increased during which we can expect
an increased production of radicals; for this pggpoan antioxidant systems be activated that
protect cells from damage by oxidative stress.

In the second part of work optimized methods wemgliad in two clinical trials focused
on study of the influence of exogenous antioxidantake on metabolic and antioxidant
status in human organism. In the first clinicaldst influence of food supplement containing
polyunsaturated fatty acids and vitamin E on mdiaivoof hyperlipidaemics was evaluated.
After 3-month supplemenation a lipid profile waspimved and serum antioxidant levels
increased. The second experiment was focused gmenand non-enzyme antioxidant levels
in healthy subjects after temporarily intake of@fie foods rich in antioxidants. After two-
month intake plasma phenolic substances were Bligitreased. Total antioxidant capacity
and activities of enzyme antioxidants were notaéd. Results of both clinical exeriments
showed that supplying of antioxidants in naturahfoor in the form of food supplements



does not markedly affect metabolism of healthy actisj while in patients with chronic
diseases antioxidant supplementation can positinflyence metabolic status.

Results of this work showed that optimized methaal® suitable for analyses
of antioxidant status parameters and also for roang of exogenous antioxidant intake.
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1.UVOD

Pred 3-4 miliardami let se na Zemi nachazelo Zeledaldi prvky pouze v redukované
formé. Oxidace prvik byla v sedimentech pozorovana az o miliardu letdgio Tato
skute&nost byva spojovana siippmnosti kysliku, ktery se na této plaheibjevil diky
rozkladu vody fotosyntetickymi systémy. Naslédmznikla z kysliku ozonova vrstva
a v atmosfée se vytvail t¢inny ochranny obal &i UV radiaci, ktery byl nutny pro rozvoj
hydrosféry, litosféry a biosféry - je to vyznamnipdenni prvek, nezbytny pro ziskavéani
buné¢cné energie u vSech aerobnich orgaiisnV posledni do& se ukazuje, Ze ip
metabolismu v bice EZn¢ vznika rada reaktivnich forem kysliku a dusiku, které maji
znany fyziologicky i patogeneticky vyznam.

Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou latky, kteséadno a rychle reaguji &nymi
biologickymi strukturami — mastnymi kyselinami gitly, mononukleotidy a polynukleotidy
i stadou nizkomolekularnich metabélitkoenzynii a jinych sodésti Zivé hmoty. Diky tomu
se staly vyznamnymi prasidniky genosu energie, faktory imunitni ochrany a signainim
molekulami bug¢né regulace. iPnadnerné produkci vSak mohouipobit jako toxicke latky,
schopné biikku poSkoditti dokonce usmrtit [1].

Je Zejme, Ze kazda lka musi byt proto vybavena prieiky, které udrzuji tvorbu
reaktivnich forem na fyziologické arovni. Ochranayanismu proti oxidénimu poskozeni
je tvalena vzajem& spolupracujicimi skupinami antioxidént Radu z nich si dokaze
organismus syntetizovat (enzymové antioxidanty¢onma), rekteré je vSak nutné exogenn
dophovat jako slozky potravy (vitaminy).

Koordinovand satinnost antioxid&nich systém vyZaduje dostat®ié mnoZstvi
jednotlivych antioxidanich latek v organismu. Funkce jednoho antioxidan&avic ¢asto
podmiuje &inek jiného ¢lanku soustavy. Sledovani funkci antioxidech systér
v riznych druzich biologického materidluade byt proto velmi vyznamné pro pochopeni
poruch antioxidéni ochrany a pro delné preventivni zasahy. S@sré je moznost studia
antioxidanti podmirgna urovni rozvoje a dostupnosti analytickych mepmlizitelnych
ke sledovani paramétoxidainiho stresu na futki i molekularni Grovni.

Cilem pedloZzené prace je studium vybranych enzymovychenmgmovych antioxidant
v riznych typech biologického materidlu se zvlaStninm&anim na enzymy zapojené
v regulaci oxidaniho stresu.
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2. TEORETICKA CAST

2.1.Reaktivni formy kysliku a dusiku

Mezi reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNSatp kromeé fady molekul také
skupina volnych radikél jedna se @astice (volné atomyi atomové skupiny), které obsahuji
alespa jeden orbital s neparovym elektronem. Vznikajiézrtych molekul trojim zfisobem:
homolytickym S¢penim kovalentni vazby, redukei oxidaci. K homolytickému 8peni
je poteba dodat velké mnozZstvi energie; v biologickychté&yech proto radikaly vznikaji
energeticky snadfsim zpisobem — odejmutim nebdijetim elektronu [2].

Radikaly jsou obeanvysoce reaktivnicastice. Ve snaze ziskat clyibi elektron jsou
schopny rychle se vazat na jinou strukturu nebétele predat jiné molekule, nebo ji jej
odebrat.

Tab. 1. Reaktivni formy kysliku a dusiku [3]

Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly DalSi reaktivni formy
Superoxid @ Peroxid vodiku KO,
Hydroxylovy radikal HO Kyselina chlornd HCIO
Peroxyl ROO Ozon Q
Alkoxyl RO’ Singletovy kysliK'O,

Hydroperoxyl HQ

Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly DalSi reaktivni formy
Oxid dusnaty NO Nitrosyl NO
Oxid dustity NO,’ Nitroxid NO

Kyselina dusitd HN@

Oxid dusity NO3

Oxid dustity N,O4

Nitronium NO,"

Peroxynitrit ONOO

Alkylperoxynitrit ROONO

Existuje mnoho zfsoh1 tvorby ROS, ale pouzétyii z nich jsou intenzivé zkoumany.
Obecr vzato, nejvykongSim producentem reaktivnich metabilkysliku v buikach jsou
membranov vazané enzymy, zejména ty, jejichz koenzymy jschopné redukovat kyslik
pouze jedinym elektronem za vzniku superoxidi QJsou to hlav& koenzymy s chinoidni
nebo flavinovou strukturou, hemové koenzymy a enzgmedi v aktivnim centru [1].
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NejvydatrgjSim zdrojem ROS v hice je respiréni fettzec mitochondrii. Namisto
ctyrelektronové redukce kysliku na vodu v elektrontpamsim fetzci dochazi pouze
k nedokonalé jednoelektronové redukci kysliku zaikiz superoxidu, ktery je samoveéin
nebo enzymaticky ieveden na peroxid vodiku,8,. Za fyziologickych podminek two
produkce superoxidu asi 0,1 az 0,2 % z cetkspoiebovaného kysliku [4].

V endoplazmatickém retikulu superoxid vznika z axylplexu cytochromu P-450. ROS
vdzané na tomto enzymu slouzi k vyznamnym biotans€nim reakcim endogennich
metabolifi i latek €lu cizich, ale také kignmené nekterych latek na karcinogeny [5].

DalSim zdrojem ROS j@-oxidace mastnych kyselin probihajici v peroxisomegako
vedlejSi produkt zde vznika peroxid vodiku. Peroriy vSak obsahuji ztaé mnozstvi
katalasy, proto neni zcela jisté, zda takto vzniklgroxid vodiku vyznanin prispiva
k celkovému oxidénimu stresu hitky [6].

Ve specializovanych hikach (nap. v leukocytech a makrofazich) je superoxid
produkovan NADPH-oxidasou obsazenou v cytoplazrké@tionembraé jako soudast
baktericidnino ochranného systému. Polymorfonukiearleukocyty obsahuji téz
myeloperoxidasu, ktera produkuje kyselinu chlorndelSi oxid&ni ochranny progedek.
Navic jsou tyto biikky schopny indukovat syntézu enzymu ifetho velké mnozstvi oxidu
dusnatého (NQ a tim i peroxynitrilu. Uvedeny arzenal tyto ity pouzivaji k likvidaci
bakterii a destrukci cizich struktur [7].

Kromé¢ téchto ¢ty hlavnich zdraj existuje mnozstvi dalSich prodeskteré mohou
generovat oxidanty za normalnich i za patologickpodminek,éasto ve specializovanych
tkanich, nap tvorba NO, ktery reguluje mimo jiné permeabilitu cév [8].

2.1.1.Reaktivni formy kysliku

Jak jiz bylo uvedeno, radikaly jsou obé&cmysoce reaktivnicastice. Mezi vyjimky
v reaktivig pati béZzna molekula kysliku. NMZe byt ozn&ena také jako biradikal, protoZze ma
dva neparové elektrony, nachazejici se ve dvoutabeloh. Na rozdil od jinych radikal
reaguje pomaleji, musitipom znmenit spin jednoho zéthto dvou elektroin Pri dodani
energieci pti odejmuti nebo fijeti elektronu (tab. 2) se vSak kyslikém na reaktiveyjsi
formu [1].
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Tab. 2. Reakce vzniku ROS [9]

le singletovy kyslik
+
superoxid 0, abho. HO,’
pK=48
. hydroperoxylovy
! radikal
+
. , + H ]
peroxidovy 2- H ; 0000 - peroxid
ion %7 K14 HO: pk=118 102 yoqiky
le hydrogenperoxidovy
ion
hypoteticky .. . 3 + - +
produkt [027] 0D000- OH o000 - H20 voda
! hydroxidovy ion
H +
oxen o” oOoDO- HO'
pK=119
le hydroxylovy radikal
oxid 0> N DJ; i OH N DJ; i H,O voda
hydroxidovy anion

2.1.1.1.Superoxid

s

NejdilezitgjSim zdrojem superoxidu ¢O) v organismu je elektronovy transportetizec
v mitochondriich, endoplazmatické retikulum a chfslasty. Superoxid je slaba baze s nizkou
reaktivitou wa¢i veétSineé biomolekul. Superoxidovy radikal neprochazi &tnymi
membranami, proto ne#ipobuje peroxidaci lipid v lipofilnich slozkach biiky, ale mize
redukovat ionty pechodnych kot typu Fé&*. Daldim zdrojem superoxidu mohou byt
autooxid&ni reakce. Mlezitou autooxidéni reakci je oxidace hemoglobinu na neaktivni
methemoglobin a s@éasného uvokni superoxidového radikalu. Methemoglobin obsahuje
hemo vazané Zelezo ve foinire’* a neni uz schopen vazat kyslik [8].

Reakce superoxidoveho radikalu jsou &ilravislé na okolnim prasdi. Superoxid méa
oxidatni i redukni vlastnosti. Podléha dismutactj gteré jedna molekula poskytuje elektron
druhé, takze superoxid se viastrarover oxiduje i redukuje a produkty reakce jsou kyslik
a peroxid vodiku:

02._+ 02._"' 2H+—>02+H202 (1)

Tvorba peroxidu vodiku je pro toxicitu superoxidile¥itéjSi nez reakce sifechodnymi
kovy. Dale je superoxid schopen diky svym oxiden vlastnostem oxidovat polyfenoly,
katecholaminy, tokoferoly, askorbat @zné thioly [10]. Je dale schopen inaktivovakteré
enzymy, jako jsou kreatinfosfatkinasa nebo katalath
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2.1.1.2.Peroxid vodiku

Peroxid vodiku nep#tmezi volné radikaly, ale podili se na jejich \kniJe produktem
reakci, které maji za Ukol odsimvat superoxidovy radikal. Dale vznika v peroxisame
pii deaminaci aminokyselin,fpoxidaci glukosy glukosaoxidasou @i f8-oxidaci mastnych
kyselin. Mize také vznikat ip fotosyntéze nebo fagocytéze.

Peroxid vodiku neniifli§ reaktivni, nize ale na rozdil od superoxidu prochazitsp
buné¢né membrany a indukovat tak radikalové reakdéep v membranach [12].

Peroxid vodiku za dZnych podminek s biologickymi molekulamifil nereaguje,
vyznamna je vSak jehocast i tvorbé znané reaktivniho hydroxylového radikélu [13].
Reakce samotného peroxidu s biomolekulami jsou gpanpomalé, avSak vifiomnosti
tranzitnich kow (dvojmocné Zelezo E&nebo jednomocna &’ Cu') se peroxid pohotayv
redukuje:

H,O, + Fé¢* — HO' + OH + F&* 2)

Peroxid vodiku je schopen ftib adicni sloweniny s mnohymi slozkami bt&ného
systému. Vaze se pomoci vodikovyclistki za vzniku cheldit Timto zgisobem niZze byt
pak s alaninem, glycinem, kyselinou asparagovoseliiyou jantarovou a nukleotidy [14].

NejznangjSim enzymem, ktery katalyzuje odstéan peroxidu vodiku, je katalasa. Tato
reakce je inhibovana superoxidovym radikalem. Dal&nzymy, které chrani Blu proti
pusobeni peroxidu vodiku, je skupina peroxidas. \6&8nych buikach je nejvyznamijsi
glutathionperoxidasa, ktera katalyzujemenu redukované formy glutathionu (GSH) na jeho
oxidovanou formu (GSSG). Oba tytotigoby odbouravani (katalyzované hemovou katalasou
i glutathionperoxidasou) probihaji S@sre.

2.1.1.3.Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal (HO) vznikd konverzi ze superoxidového radikalu a pieiw
vodiku:

H202+02._—>02+ HO + HO (3)

Je také tveen rekterymi biologickymi systémy. DalSim zdrojem radikdje reakce
peroxidu vodiku s dvojmocnym Zelezem (kap. 2.1,12)&dmé& jako Fentonova reakce.
Nutnou podminkou pro pbéh této reakce je volna koorditrd vazba na atomu Zeleza.

Hydroxylovy radikal paf k nejreaktivijSim z dosud znamych reaktivnich kyslikovych
intermedidl. Reaguje se vSemi typy molekul obsazenych cbu s cukry,
aminokyselinami, fosfolipidy, nukleotidy a organycki kyselinami. Poldas rozpadu
radikalu je pi 37 °C velmi kratky, proto jeiejmé, Ze k reakci s biologickymi molekulami
dochazi pimo v mist jeho vzniku.

Na rozdil od peroxidu vodiku a superoxidu neexestrjoti hydroxylovému radikalu zadna
obrana zaloZzena na enzymové reakci. Jelikoz hydlveyyradikal reaguje se vSemi
sloweninami v buce, je jednou z méla moznosti obranyslédnd kontrola metabolismu
Zeleza. Tim ovSem nelze zabranit twomadikalu vliivem exogennich nebo patologickych
faktoni. Proti takto vznikléemu hydroxylovému radikalu jselbuice gitomny latky, které
vychytavaji tyto radikaly nebo zhéseji radikaloeékce [15].
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2.1.1.4.Singletovy kyslik

Singletovy kyslik t0,) je reaktivni forma kysliku, ve které jeden ze dveesparovanych
elektrori se po excitaci f@misti do vy3Si energetické hladinyjéemz zngni swij spin.
| kdyZz neni radikdlem, f¥e v radikalovych reakcich nejen vznikat, ale tgkéniciovat.
Predpoklada se, Ze singletovy kyslik vznik& gpontanni dismutaci superoxidu nebo reakci
superoxidu s peroxidem vodiku:
0, ™+ H0, — 0, + HO + OH" (4)
Singletovy kyslik niZze vznikat pi fotosenzibiliz&nich reakcich. Latka, tzv. senzibilizator,
se po ozéeni s¥tlem o utité vinové délce dostane do excitovaného stavuo Bxcitani
energii fFenese na kysliksimz vznikne singletovy kyslik a senzibilizator s&tv do svého
zakladniho energetického stavu. Mezi senzibilizatarbiologickych systémech pgat
riboflavin a jeho derivdty FMN a FAD, retinol, chédyl, bilirubin atd. Takto vytvéeny
singletovy kyslik nize poSkozovat kbl pfimo molekulu senzibilizatoru nebo molekulu v jeji
blizkosti. V biologickych systémech w®aptji dochazi ke kombinaciéthto dvou tygd
poskozeni [8].
Singletovy kyslik niZe s jinou molekulou reagovatdaa zpisoby:
- z&leni se do molekuly, n&stji pokud obsahuje dvojnou vazbu (karoteny, vysSSi
karboxylové kyseliny), za vzniku hydroperoxidu nesswoperoxidu
— vhodné molekule odevzda svou exéita energii a sam igjde do zakladniho
energetického stavu [8].

2.1.1.5.Kyselina chlorna

Kyselinu chlornou (HCIO) syntetizuji neutrofilniagrulocyty (polymorfonuleary) pomoci
své myeloperoxidasy:
H-O, + CI + H" — HCIO + HO (5)
Kyselina chlorna je silny oxidant. PolymorfonulegrypouZzivaji spolu s dalSimi ROS
a RONS jako baktericidni prastek. [1].

2.1.2.Reaktivni formy dusiku

2.1.2.1.0xid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) ma ziay biologicky vyznam. Je soasti systérn, které chrani
organismus proti bakteriim, prvi, nadoim a zasahuje do prodesespecifické imunity.
Ovliviuje rovrez regulaci krevniho tlaku a krevnihodbln [16].

Oxid dusnaty m& v molekule jeden nesparovany ealakttudiz horadime mezi volné
radikdly (NO). Je velmi reaktivni a nestabilni. Vznika enzymlgfi z L-argininu, nebo
neenzymaticky, ndp oxidani denitrifikaci hydroxyguanidinu, latky s protir@@vymi
acinky. Takto vznikly NO pak gispiva k cytotoxicié tohoto Iéku [17].

2.1.2.2.Peroxonitril

Reakci oxidu dusnatého se superoxidovym radikalemiké peroxonitril (ONOO), coz je
silny oxidant, za fyziologickych podminek stabilais dlouhou dobou existence. Indukuje
lipoperoxidaci v lipoproteinech, naruSuje fosfontlaa interferuje s bui&nou signalizaci
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thyrosinovych zbytk v proteinech. Rozklad peroxonitrilutie vést k produkci singletového
kysliku. Rozkladem protonované formy peroxonitrébe aniontu vznika vysoce toxicky
hydroxylovy radikal [18]:

ONOO + H" <> HONOO— HO + NG, ~ (6)

2.2.Uloha ROS v oxida&nim poskozeni organismu

Reaktivni formy kysliku se dastni uvohovani a pemeny energie nezbytné pro Zivotni
pochody, jsou saiésti enzymovych mechanifma reékteré z nich jsou vyznamnymi
signalnimi molekulami v bugném informanim systému. Skodi pouze tehdy, vymknou-li
se ffisné kontrole, kterou kazdy aerobni organismusatigskpribéhu vyvoje biologického
systému [1].

Poskozeni rovnovahy mezi vznikem a odstké@nim reaktivnich forem kysliku a dusiku
se nazyva oxidami stres. Mize byt vyvolan nad#rnou produkci RONS, nedostateu
funkci antioxid&niho systému nebo kombinaci obéahto nedostatk Reaktivnimi formami
kysliku a dusiku rize byt atakovanagtSina biomolekul.

Tab. 3. Hlavni ciloveé struktury pro reaktivni formy a na#tg chto napadeni [19]

Cil Poskozeni Nasledky
* ztrata dvojnych vazeb » zmeénénd fluidita lipidi
* tvorba reaktivnich metabalit « zmény v propustnosti membran
PUFA v lipidech| (peroxidy, aldehydy) * vliv na membranoveé vazané enzymy

e tvorba chemoatraktivnich latek
pro makrofagy

* agregace afvani e zmeny v transportu iorit
Proteiny  fragmentace a &eni * vstup Ca2+ do cytosolu
» modifikace thiolovych skupine zmény v aktivitt enzymi
a benzenovych jader AMK
* Stpeni kruhu deoxyribosy * mutace
DNA » modifikace a posSkozeni bazi | « transl&ni chyby

» zlomytetzce * inhibice proteosyntézy
* kiiZzoveé vazbyettzci

2.2.1.Peroxidace lipidi

V biologickych systémech podléhaji nenasycené réadsyseliny autooxidani radikalove
rettzové reakci, kterd je nazyvana peroxidace tipibvojna vazba oslabuje vazbu C-H
a proto PUFA a jiné lipidy podléhaji peroxidaci dngi nez jiné biomolekuly. Mezi latky,
které jsou schopny iniciovat peroxidaci, ipdtydroxylovy radikal HO, alkoxylovy radikal
RO, peroxylovy radikal ROOa pravdpodobr také hydroperoxylovy radikal HO[1].

Vysledkem peroxidace je tvorba novych alkylovycHdikaki, které mohou ve spolupraci
s kyslikem iniciovat dalSi oxidai reakce. V organismu probihaji dva typy peroxédac
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a) enzymova peroxidace lipid - probiha na aktivnich centrech hydroperoxidas
a endoperoxidas a produkuje stereospecifické aodiky aktivni latky (prostaglandiny
a leukotrieny), dlezité vrizeni bugénych dju a v ochrannych pochodech.

b) neenzymova peroxidace lipid - patologicky proces,ipkterém vznikéada fiznych
produkfi v zavislosti na zfsobu roz&ipeni fetzce mastné kyseliny — napuhlovodiky
ethan, pentan a toxické aldehydy malondialdehyd AV® 4-hydroxynonenal (4-HNE), které
se pevl vazi na proteiny a #&mi jejich Zivotnost a funkci. Tyto peroxidacesma fluiditu
membran, zvySuji propustnost pro ionty a timisqgbi lyzu bugk [20].

K enzymum podilejicim se na tvoéb hydroperoxidovych derivat lipida pati
i lipoxygenasy (lipoxidasy, lipoperoxidasy). Tyto nzaymy katalyzuji dioxygenaci
polynenasycenych mastnych kyselin obsahuijicicltisi4,4- dienovou strukturu za vzniku
jejich hydroperoxidovych derivaf21].

Neenzymové peroxidace lipid probihaji v biologickych systémech fegevsim
v membranach a lipoproteinech. Peroxidace byvajddteny na ti faze. Ri iniciaci
je molekula mastné kyseliny napadena radikalentésgji HO"). Po odtrZzeni atomu vodiku
a preskupeni dvojné vazby vznika konjugovany dien, yktexaguje s molekulou kysliku
za vzniku lipoperoxylového radikalu LOQOTento reaktivni radikal naslegimeaguje s dalsi
mastnou kyselinou, od§ti z ni vodik a femeni se na hydroperoxid LOOH. Tim nastava
druhd faze reakce, propagace, ktera trva do té,dwds¥ se volny radikal nesetka s jinym
radikalem nebo antioxidantekimz se reakce uk@nterminaci (Obr. 1.).

Hydroperoxidy jsou pouze primarnimi produkty reaks€ndéslednych reakci seémi
nafadu sekundarnich produkiag. malondialdehyd nebo 4-hydroxynonenal [22].

R H.O A
4 + OH ——L. 2‘ Lipid radical
Initiation :

Unsaturated lipid
Pmpagﬂm

~t %

Lipid peroxide Lipid peroxyl radical

Obr. 1. Schéma lipidové peroxidace [23]

2.2.2.0xidace proteini

Vyznamnym cilem radikéljsou proteiny. Jednim zidodu je jejich majoritni zastoupeni
ve WtSire biologickych systérn Nekteré ROS a RNS mohou bezpiesit oxidovat
aminokyselinové zbytky. ®obenim radikél dochazi kvymné c¢asti rettzci mezi
jednotlivymi proteiny, k fragmentadettzci a kiad dalSich zmin. Negasgji jsou proteiny
atakovany hydroxylovym radikdlem HOB&hem oxidace alifatickych aminokyselin jsou
formovany hydroxylované derivaty na postrannfeltzcich [24]. Bi oxidaci aromatickych
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aminokyselin se formuji z thyrosinu fenoxylové k&ly a @i negitomnosti opravnych
reduktant (vitamin E) nastava jejich konverze na dithyrosinasledné produkty [25].
Charakteristickou reakci hydroxylovych radikdje rovréz hydroxylace fenylalaninu,
thyrosinu a tryptofanu [26].
-NH = CH =C(0)-

R

nasledné reakce

-NH = CH =C(0)-

- C| NH= CH =C(0)-
alkoholy /hydroxidy R’ radikalna R
na postrannim fetdzc postrannim fetézci
Dz
RH
~NH= CH =— C(O)~
~NH = CH = C(0)~ -NH= CH =C(0)~ }
§ —B } He - ¢ =O0H
. klad na dva . |
-C=0 ol R = E:=00
I alvkoxylo?'e I'adlkaly'_ | : hydroperoxid na postrannim fetézci
ptsobenim tetraoxidu jednoelektronova
peroxylovy radikal  oxidace
alkoxylovy radikal na postrannim
na postrannim Fetézci fetézci ,
jednoelektronova
redukce
presmyk vedoudi ke vzniku R’ + karbonylova slougenina

alkoxylovy radikal

radikéalu na centralnim uhliku e
na postrannim fetézci

radikal na centralnim uhliku a karbonylova
slougenina z beta-tépeni alkoxylovych
radikalt

alfa-hydroxyalkylovy radikal

~NH= CH _C(O)* “NH - é""C{O)-
oxidace I I
R
02 R
alfa-uhlikovy radikal
na hlavnim fetézci
alfa-hydroxyalkyl-peroxylovy
radikal karbonylova slou¢enina
HOO'
l nasledné reakce

nasledné reakce

Obr. 2. Reakce alifatickych radikal na postrannimvetézci zformovanych dnem oxidace
proteini [27]
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~NH = CH — C(0)-

R

| ~NH—= CH —C(0)-
R
]
radikal na alfa-uhliku R
|
o oo’ OOH
] |
|
“NH= C —C(0)- .‘2—x ~NH = € —C{0)~ H* ~NH=C —C(0)-
| rozklad na dva alkoxylové l \ I
R radikaly piisobenim R R

tetraoxidu jednoelektronova oxidace

hydroperoxid na alfa-uhliku
peroxylovy radikal
na alfa-uhliku

RH nasledné reakce jednoelektronova redukce
-
R \\ .
HOO alkoxylovy radikal
na alfa-uhliku
OH
1 H.O ~NH= CH — C(0)~
2
- - —_ = - - - {0}~
NH= C — C(0) ——— -NH=C (0) |
| I R
R R
alfa-C-alkohol s =NH = CH —C(0)-~
imin
$
beta-stépeni =% CI:
hydrolyza
uhlikovy radikal na

B ) L postrannim Feté&zci
” ~NH,, + RC(0}-C({O)~

—NH*? + C(O)*
R

nasledné reakce

nasledné reakce

Obr. 3. Reakce radikal na hlavnim-etezci zformovanychdmnem oxidace protein[27]

Pfi hydroxylaci alifatickychiettzch o délce sedmi a vice uhlila za pitomnosti kysliku
byla zaznamenariettzova oxidace protein[28]. Mechanismus reakce neni dosudsp
znam, pedpoklada se vSak nasledujici sled reakci:

Pasobenim hydroxylového radikdlu na protein vznikakylavy radikal, z @jz
se za pitomnosti kysliku zformuje peroxylovy radikal:

_AAAAA- + HO® — -AAAA"A- + H,0 (7)
-AAAA "A- + O, — -AAAA(OO")A- (8)

Peroxylovy radikal mze konvertovat na hydroperoxid a novy proteinodikal:
-AAAA(OQ)A- + -AAAA- — -AAAA(OOH)A- + -AAAA-, (9)
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nebo niiZze reagovat s jinym peroxylovym radikadlem za vzniédikoxylového radikalu
a singletoveho kysliku:
2 -AAAA(OO')A- — -AAAA(O)A- + 10, , (10)

nebo niZe reagovat s hydroperoxylovym radikdlem (zformgwan z primarniho
superoxidu @) za vzniku dvou reaktivnich radikéa kysliku:

-AAAA(OO’)A- + HO, — -AAAA(OA- + O, + HO (11)

S membranovymi proteiny a proteiny lipoproteinovyéstic (LDL, VLDL) reaguji kromns
ROS a RNS také alkoxylové a peroxylové radikalydiipvznikajicich i lipidové peroxidaci.
DalSi produkty lipidové peroxidace — malondialdeteydli-hydroxynonenal — se kovaleitn
navazuji na-aminoskupinu lysinu. Nasledkem toho se proteinge@uji, sfuji a stanou se
citlivgjSimi  k proteolytické degradaci. Cilem proteolyfichk enzyni je odstraani
oxidovanych proteif z buiky [27].

[ Svétlo, IR zareni, elektrony, kovy, zanét, autooxidace ]

/

generovani radikald

izolace pfechodnych kovil antioxi@aér}i enzymy
soutézici substraty vychytavade
zhasede

OXIDACE PROTEINU

protelnove radlkaly reaktivni formy vazané na proteiny  aldehydy
odstranéni
antioxidanty
retezova reakce
redukee derlvatlzace
wm radikaly
DEGRADACE STABILNI KONECNE PRODUKTY

PROTEINOVE OXIDACE

oxidované T marker

vylougeni aminokyseliny \

Obr. 4. Predpokladany mechanismus proteinové peroxidace o Yervers vyznaene
procesy pravépodobr vedou ke zlepSeniisledk: poSkozeni proteil) [27]

opétovné vyuZiti (syntéza protein)
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2.2.2.1.Produkty pokrailé glykace

Glykace je neenzymaticka vazba glukosy na aminaskupmminokyselin #znych
tk&novych a plazmatickych protain V organismu mZe reversibild reagovat aldehydova
skupina pitomné glukosy s aminoskupinami v postrani@gzci lysinu nebo i s primarnimi
aminoskupinami na N-koncich peptidovyidizci za vzniku Schiffovych bazi.rBsmykem
se glukosovy zbytek ipmeéni na fruktosovou skupinu (Amadorihoreggmyk) — vznika
produkt, ktery s&asem pemeni na reaktivjsi karbonylové sloteniny — konéné produkty
pokrctilé glykace (Advanced Glycation End products — AGEYyto produkty se rowz
nazyvaji Maillardovy podle Louise Maillarda, ktejgko prvni popsal hfunuti bilkovin
pii zahrivani s cukry.

 glycation

AGE

Glucoasa receptor

hMatnx J
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|

Integnns
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pn:ﬂmns
Intracellular transducers |
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A r(_,itl-i-ttini. receptor

Tram o ) 4l Ean

Growth factors
and cylokines
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¥ —f’/
mBMNA

Macrophage/
mesangial call

> Proteins

Endothelial cell

Obr. 5. Mechanismus poskozeni cévnichdbuntracelularni produkci AGEs [29]

2.2.3.Poskozeni DNA

Stejre jako lipidy a proteiny jsou také nukleové kyselippSkozovany reaktivnimi
formami kysliku a dusiku,fpdevsim hydroxylovym radikalem H(Reaguje s deoxyribosou
za vzniku malondialdehydu a dalSich prodiktmodifikuje a uvaluje purinové
a pyrimidinové baze. Nasledkeréchto reakci se fite geruSit polynukleotidovytetézec,
nebo se mohou vytvid kiizové vazby DNA s proteiny. Primarni reakci H® DNA
je odsépeni vodikového atomu z deoxyribosy, coz vede kdles sacharidu a ipruseni
ietézce. HO je schopen ffipojit se k purinovym a pyrimidinovym bazim a &mit je tak
na hydroxyderivaty a oxoderivaty. Nasledkem takdvyomen je chybné parovani bazi
pii replikaci DNA a zavedeni chyby do genetické inface. PoSkozeni DNA se projevi
apoptosou, mutagenezi, karcinogenezi a starnutiim [3
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Obr. 6. Mechanismusdinku volnych radikéil [31]

2.3. Antioxida éni ochranny systém

Antioxidatni ochrana organismuigdstavuje slozity komplex mechanignkteré pracuji
ve vzajemné soub, dophuji se a mnohdy ipotencuji, navic museji byt wmxaze
s prooxid&nimi latkami, tedy s produkci RONS [32]. Systemgujdokalizovany v #znych
bunéénych strukturach. Antioxidai obranné mechanismy zahrnuji neenzymové a enzymov
systémy [33]. Z chemického hlediskaibeme za antioxidant povaZovat kazdou latku, ktera
zabrani reakci reaktivniho metabolitu s jinou latkd@ biologického hlediska je antioxidant
takova slodenina, ktera i v malém mnozstvi ve srovnani s kotmeei substratu reaguje
s ROS za tvorby relatiwnstabilnich netoxickych produk{34].
Komplexni antioxidani systém zahrnujeskolik stupita ochrany:
- primarni antioxidanty — zabrauji tvorke radikali:
= eliminaci volnych iont Fe nebo Cutznymi internimi chelataimi ¢inidly (albumin,
myoglobin, ferritin, transferrin, ceruloplasmin, takothionin aj.)
= inhibici enzyni, které katalyzuji tvorbu ROS
- sekundarni antioxidanty — vychytavaji jiz vytvéené ROS:
» enzymové systémy, napsuperoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidas&x{(¢
glutathionreduktasa (GR), katalasa, metaloenzymy
» nizkomolekularni sloteniny, nap. glutathion, kyselina askorbova, tokoferoly,
bilirubin, kyselina moéova, karotenoidy a flavonoidy
— terciarni antioxidanty — odstrauji molekuly poSkozenéigobenim ROS:
= proteolytické a lipofilni enzymy,ipfosfolipasa A
* regenerani systéemy pro opravu oxitaiho poskozeni DNA (endonukleasy).
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2.3.1.Primarni antioxidanty

Primarni antioxidanty zabiiaji tvorké novych ROS eliminaci iofit prechodnych kofr
(zelezo, md), chelataci (albumin, transferin) nebo inhibiczyma, které katalyzuji tvorbu
novych ROS (alopurin). K eliminaci iaintprechodnych kofr obsahuje lidska plazma@ané
proteiny, které jsou schopny tyto kovy koordin& navazat do své struktury. Tim jsou tyto
kovy vyfazeny z dalSiho toxickéhdigobeni.

2.3.1.1.Transferin

Transferin je protein krevni plazmy, ktery vaZenayoFe*. Vazebnou kapacitu je mozno
naplnit z 20-30 %. Apotransferin (transferin s @ddiovanymi Zelezitymi ionty) ma velkou
schopnost vazat atomy ¥ekteré se uvolnily z jinych zdrbj nag. ferritinu. Transferin tak
zabrdiuje tvork® hydroxylového radikalu HGa peroxidaci lipid [35].

2.3.1.2.Ferritin

Ferritin se vyskytuje v plazéna v buikach jako zasobni protein Zeleza. Na rozdil
od transferinu vaze ferritin Zelezité ionty poulabsu vazbou, takZze se atomy mohou snadno
uvolovat a katalyzovat tvorbu hydroxylového radikalu.tovhto gipact neni ferritin
povazovan za antioxidai cinidlo, spiSe je naopak zdrojem prooxid& pasobicich ioni
Fef* [35].

2.3.1.3.Ceruloplasmin

Ceruloplasmin je protein transportujici atomydin Vaze ténii vSechny nmid’naté ionty
piitomné v plazry, které potom nemohou Wippmnosti peroxidu vodiku t¥d hydroxylovy
radikal. Ceruloplasmin je dale schopen oxidovaezehté ionty na Zelezité za gaane
redukce kysliku na vodu (nevznik& superoxid, Zedgzionty se ne@astni Fentonovy reakce,
ktera je zdrojem HQ. Takto vzniklé Zelezité ionty se vaZzou na trarisfeCeruloplasmin
se diky ¢mto vlastnosteniadi mezi nejvyznanijsi extracelulatni antioxidantjovéka [36].

2.3.1.4 Albumin

Lidsky albumin je nejvice zastoupeny plazmatickgtein, ktery ma specifickd vazebna
mista pro velké mnozstviiznorodych latek (vysSi karboxylové kyseliny, tetmaply, méd’
atd.) Jeho antioxidai funkce speiva ve schopnosti vazat iontyédi a hem. Navazané i
se v fiitomnosti peroxidu vodiku oxiduje na vysoce toxidkéty Cu**. Fi této reakci se @i’

z albuminu neuvolni a dochazi tak k poSkozeni prote mist vazby. Poskozeny protein
je poté odstran a nahrazen [8].

2.3.2.Sekundarni antioxidanty

Sekundarni antioxidanty jsou latky, které odstjajiz vytvoiené ROS. Podle mechanismu
Gcinku je mizeme rozdlit na:

— scavengery — zachycené RO®mni na neradikalové molekuly

- trappery — penmeénuji ROS na relativé stabilni radikaly

- quenchery — zhasi vytiené radikaly.
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Podle biologické funkce seldna:

- enzymy  (superoxiddismutasa, katalasa, peroxidasajutatigionperoxidasa,
glutathiontransferasa)

- nizkomolekularni antioxidanty (kyselina askorbovdpkoferoly, karotenoidy,
flavonoidy, glutathion, kyselina lipoova, koenzyml§jlirubin, kyselina moova) [1].

2.3.2.1.Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1) je enzym obsazeakticky ve vSech aerobnich
organismech. Spontanni dismutace superoxidu naygkoxa peroxid vodiku jetfippH 007
velmi rychla, pesto ji giroda urychlila superoxiddismutasou o dai8iici rady (rychlostni
konstanta je pak 2.2@m’.mort.s?) [1].

SOD pati do skupiny oxidoreduktas. Je to metaloenzym ykbdrsahuje ve svém aktivnim
centru dva stejné nebézané atomy pechodného kovu v titém oxida&nim stupni. SOD tak
tvoii nekolik izoforem, které se [iSi atomy kv obsazenych v aktivnim centru,
aminokyselinovym sloZzenim a §tem podjednotek [37].

Cu,Zn-SOD se sklada ze dvou identickych podjednotekazdé je jeden atom é&ai
a jeden atom zinku. Vyskytuje se v cytosolu a vimembranovém prostoru mitochondrii.
Pienos elektronu z jedné molekuly superoxidu na drubaji¥uje CU#*, ktery se redukuje
na CU a poté zase oxiduje. Zinek ma stabitiziafunkci, katalyzy se ngastni.

Mn-SOD je enzymem mitochondrialni matrix, kde seskwguje jako tetramer. Ve forn
dimeru ji Ize nalézt také u prokaryot.

Fe-SOD se vyskytuje jako dimer pouze u prokaryokiveciSnych buikach nebyla
nalezena.

EC-SOD neboli extracelularni superoxiddismutasaké@da zectyi podjednotek s atomy
medi a zinku. M& vazebné misto pro heparansulfatiot@irukturou se vaze na luminarni
povrch endotelu a z vazby se uvolni heparinem [1].

Obr. 7. Struktura Cu,Zn-SOD a Mn-SOD [38, 39]
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2.3.2.2 Peroxidasa

Peroxidasy (EC 1.11.1.1-14) je o#Zeai pro Sirokou skupinu enzyimkteré katalyzuji
reakce typu:
ROOR' + donor elektran(2€) + 2H" — ROH + R'OH (12)

Profadu peroxidas je nejvho&8im substratem peroxid vodiku:
H,O, + donor elektrof (2€) + 2H" — 2H,0O (13)

Jiné peroxidasy jsou vice aktivni s organickymiroydroxidy. Jako donor elektrdomize
slouzit celarada slodenin, zavisi to na strukite konkrétniho enzymu;ékteré peroxidasy
s dostupnym aktivnim centrem mohou vyuZzit celadu organickych slaenin, peroxidasy
s uzavenym aktivnim centrem vyZaduji skaniny specifické.

Peroxidasy Ize podle lokalizace refitina nékolik skupin:

- Zivocisné
= |aktoperoxidasa
* myeloperoxidasa

= thyreoperoxidasa
- rostlinné a mikrobialni

= intracelularni (kvasinkova cytochrom c-peroxiddsakterialni peroxidasa)
= extracelularni plisové
= extracelularni rostlinné tknova peroxidasa — horse radish peroxidase, HRP)
Nekteré peroxidasy jsou schopny katalyzovat oxidatogerii peroxidem vodiku; byvaji
nazyvany jako haloperoxidasy [40].
Peroxidasy maji v praxi Siroké vyuziti, zejménaiatéchnologickych procesech. Lignin-
peroxidasa a Mn-peroxidasa seéastni degradace ligninu, maji tedyleFité uplaténi
v papirnickém pimyslu. Krenova peroxidasa je vyuZivana pro Upravuingslovych
odpadnich vod v oxidai polymerizaci fend@l a aromatickych amin na meég toxické
produkty. Ma roviZz spolu se so6jovou peroxidasou velky potencial mczilstvi
pro detoxikaci pdy. Peroxidasy jsou ro¥#@ hojré vyuzivany ve zdravotnictvi jako séast
diagnostickych sét pro stanoveni kyseliny ntové, glukosy, cholesterolu, laktosy apod.
Nasly své uplaténi také v imunologii v metodach ELISA, kde jsowpivany pro znéeni
protilatek [41].

Obr. 8. Struktura Kenové peroxidasy [42]
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2.3.2.3.Glutathionperoxidasa

s

Glutathionperoxidasa (GSH peroxidasa, GPx, EC 1.9)l.pati mezi nejdlezitjSi
selenoproteiny, furidni podoby selenu v organismech.

Glutathionperoxidasa existuje ve dvou formach, jakelen-dependentni a selen-
independentni, které se liSi g@m podjednotek, vazbou selenu v aktivnim centriaka
katalytickym mechanismem.

Se-independentni  glutathionperoxidasa (glutathidraSsferasa, GST) Kkatalyzuje
detoxikaci fiznych xenobiotik. Atom selenu (8gptitomny v molekule se katalytické funkce
nezastiuje [43].

Se-dependentni glutathionperoxidasa (GPx) se ski&el&tyt podjednotek, kazda
podjednotka obsahuje v aktivnim centru jeden ataetensi, ktery je zde vazan jako
selenocystein. GPx se nachazi v cytopkaam mitochondriich hiky [44].

NejvétsSi mnozstvi GPx se nachazi v cytoplaserytrocyti. GPx z reaéniho prostedi
eliminuji peroxidy jako potencialni substrat prontenovu reakci. Selen v molekule reaguje
rychleji nez velmi podobny atom siry, navic poskgtdo redoxni reakce dva elektrony. To je
dulezité hlave pii tvorbé kysliku z peroxidu, protoZze se netvsuperoxid, ktery pro svou
tvorbu potebuje pouze jeden elektron. GPx spolupracuje sgeptglutathionem (GSH),
ktery se v bitkach nachazi v relatiénvysoké koncentraci. ifdpoklada se, Ze glutathion
redukuje selen v GPx a takto redukovana forma enayasleda katalyzuje rozklad peroxidu
vodiku [37].

Obr. 9. Struktura enzymu glutathionperoxidasy [45]

2.3.2.4 Katalasa

Katalasa (HO, : H,O, — oxidoreduktasa; EC 1.11.1.6) je enzym obsazemyw3ech
aerobnich bikach, kde katalyzuje disproporcionaci peroxidu kadna vodu a kyslik. Jeji
hlavni funkci je ochrana bgk pred toxickymi @&inky peroxidu vodiku. V eukaryotickych
bunkach je lokalizovana v peroxisomech.
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Obr. 10.Struktura enzymu katalasy [46]

Katalasa je schopna rozkladat vodilkéma fiznymi reaknimi drahami. V prvni, zndmé
jako ,katalasova“ draha, jsou konvertovany awolekuly peroxidu na vodu a kyslik [47]:

Protein-Fé* + H,O, — Protein-F&-O0H + HO (14)
(primarni komplex
Protein-F&*-O0H + HO, — Protein-F&-OH + HO + O, (15)

Primarni komplex se fize rozlozit na vodu a kyslik takeé jinou, ,peroxidasu” drahou:
Protein-F&-O0OH + AH, — Protein-F&-OH + H,0 + A, (16)

kde AH2 slouzi jako donor vodiku [48]. Tuto funkmiohou diky své malé molekulové
hmotnosti vykonavat alkoholy. fPkoncentraci peroxidu vodiku vy3si neZ 0,1 mniol.l
pievazuje katalasova drahaii mizSich koncentracichipvaZzuje draha peroxidasova. Tato
drdha dominuje rowk v pipadech, kdy jako substrat slouzi alkylperoxidii. K®ncentraci
peroxidu vy$$im nez 100 mméldochéazi k inhibici enzymu substratem.

Katalasa je hemoprotein o molekulové hmotnosti RB@; molekula je sloZzena z#yt
identickych podjednotek, z nichz kazda vaze hera aksthetickou skupinu.

Katalasa je inhibovana vSeobecnymi inhibitory (a#ganid), specifickym inhibitorem
katalasy je aminotriazol. Viftomnosti vhodnych substfatse katalasa rychle vgrpa.
Biosyntéza enzymu je indukovana tvorbou peroxiddikw kthem oxid&niho stresu [37].

2.3.2.5.Kyselina askorbova — vitamin C

Vitamin C je vitaminem pouze ptidovéka a rekolik dalSich Zive@ichu. Hojre se vyskytuje
v ovoci a zelenia Z&kladni biologicky aktivni slaieninou vitaminu C je L-askorbova
kyselina. Nadzvem vitamin C se ozuoge nejen kyselina L-askorbova, ale také cely
reversibilni oxidané-redukeni systém. Ten zahrnuje kyselinu L-askorbovou, pkodeji
jednoelektronové oxidace, ktery se nazyva L-asKoadikdlem a produkt dvouelektronové
oxidace, tj. kyselinu L-dehydroaskorbovou.
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Velmi dalezitymi reakcemi souvisejicimi s antioxisdmi vlastnostmi vitaminu C jsou
reakce s aktivnimi formami kysliku, resp. s volnymadikaly, a reakce s oxidovanymi
formami vitaminu E, které zabezpgi ochranu vitaminu E a lipitdmembran fed oxidaci.
Askorbat niize gimo vychytavat ROS i bez pomoci enaymegimo se dastni na jejich
likvidaci tim, Ze recykluje vitamin E na redukovanformu.

Ochrannou funkci ma vitamin C i pro labilni formgtbvé kyseliny. Inhibuje také tvorbu
nitrosamini a pasobi tak jako modulator mutageneze a karcinogedmeho dalSich aktivit
vitaminu C je dosud znamo jeéaste&nc [49].

Kyselina askorbova je v rostlinach syntetizovana-glukosy. Jako antioxidant reaguje
se superoxidem, peroxidem vodiku nebo s tokofegytov radikdlem za tvorby
monodehydroaskorbové kyseliny a/nebo dehydroaskeérkgseliny. Redukované formy jsou
recyklovany zpt na askorbat pomoci NAD(P)H nebo glutathionu, z&asti
monodehydroaskorbatreduktasy a dehydroaskorbatiekyukDehydroaskorbat seipe také
rozlozit na kyselinut&avelovou a vinnou [50].

/ D-glucose

Ascorbic acid

superoxide, hydrogen peroxide

tocopheroxyl radical
ocopheroxyl radical Monodehydro

ascorbate
reductase

GSSG
Monodehydroascorbate

Dehydroascorbate

i reductase
Dehydroascorbate
\\T artrate

+
Oxalate

2 GSH

Obr. 11.Syntéza a degradace kyseliny askorbové v rosttkaré [50]

2.3.2.6.Tokoferol — vitamin E

Vitamin E (zvlast a-tokoferol) je nejvyznam#Sim lipofilnim antioxidantem uplatjicim
se u eukaryotickych bk jako ochrana nenasycenych mastnych kyselin ddigh
a fosfolipidech ped poSkozenim volnymi radikaly. Spolupskarotenem a ubichinony chrani
strukturu a intergritu biomembran, tedy Bamé neboli cytoplasmatické membrany a zejména
membran vnitrobustnych organel (buftné jadro, mitochondrie, lysosomy, endoplasmatické
retikulum).

Aktivitu vitaminu E vykazuje osm zakladnich struki®& pribuznych derivat chromanu.
Strukturnim zakladem spdleym vSem sloéenindm vykazujicim aktivitu vitaminu E
(tzv. vitagerim) jsou tokol a tokotrienol, které obsahuji chroman cyklus s nasycenym
nebo nenasycenym isoprenoidnim postranbétizcem o 16 atomech uhlikuii®mnost

29



funkeénich skupin  na chromanovém cyklu je nezbytna potobickou aktivitu vSech osmi
vitamei.

Ctyti formy vitaminu E s nasycenym terpenoidnim posifaniettzcem odvozenym
od tokolu se nazyvaji tokoferolytyii formy s nenasycenym postrannfe€zcem odvozené
od tokotrienolu se nazyvaji tokotrienoly. Jednatliokoferoly a tokotrienoly se liSi polohou
a pattem methylovych skupin v chromanovém cyklu [49].

Antioxidacni funkce tokoferolu spidva v gemené alkylperoxidovych radikél LOO
na hydroperoxidy i peroxidaci lipidi. ZneSkodni tak peroxylové radikaly mastnych kysel
diive, neZ mohou reagovat s dalSimi lipidy. Tokofe®iitom meni na tokoferylovy radikal,
ktery je stabilgjSi nez latky, se kterymi tokoferol reaguje. Vziikhydroperoxidy jsou
deaktivovany pomoci glutathionperoxidasy [1].

r2
—CTT:-%_ a-Tocopherol
CH: |H B-Tocopherol
H CH3  y-Tocopherol
H H 5-Tocopherol

¥

CHz |CH3:  a-Tocotrienol
CH3 |H B-Tocotrienol
H CH3  y.Tocotrienol
H H &-Tocotnienol

Obr. 12.Struktura tokoferal a tokotrienoi [51]

2.3.2.7 Karotenoidy

J e

a zeleniny. Vyskytuji se ve vSech fotosyntetizgficfostlinnych pletivech, kde jsodifpmny
jako fotochemicky aktivni slozky chromoplastlejich gitomnost v zelenyckiastech rostlin
byvacasto maskovana chlorofylem.

Sekundard se karotenoidy vyskytuji také v potravinach Zigoého fivodu. Zivaiichové
vSak nejsou schopni syntetizovat karotenoidy, poueeenuji potravou ziskané rostlinné
pigmenty na latky odliSné struktury, nebo je skiaghko takove [49].

VétSina karotenoidnich latek gadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy formaln
obsahujici osm isoprenoidnich jednotek. Za svojewaost vdci fetzci konjugovanych
dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje #kolika zakladnich strukturach a jejich kombinacich.

Karotenoidy se &i na dw hlavni skupiny :

- uhlovodiky nazyvan&aroteny

- oxidované sloteniny (alkoholy, ketony aj.) odvozené od kardtemazyvané&antofyly

Asi 50 pirozere se vyskytujicich slatenin ze skupiny karotenaidvykazuje aktivitu
provitaminu A. NejvyznamgSim provitaminem A jeg3-karoten, nasledovang-karotenem,
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y-karotenem a dalSimi provitaminy A. Retinol je pm&tem enzymové degradacéchito
prekursot, ktera probiha ve &t¢ tenkého seva &inkem karotenas [52].

V antioxidani ochrag se karotenoidy uplatiji piéi odstaiovani radikak centrovanych
na uhlik a alkylperoxidovych radikalROO v lipidech. Mechanismus jejichtpobeni

je dosud nejasny, pragplodobré se uplaiuji prostednictvim tokoferolu. Mohou téz zhaSet
singletovy kyslik [1].

L )
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Obr. 13.Struktura karotenoid [53]

2.3.2.8.Flavonoidy

O flavonoidech se dlouhofgdpokladalo, Ze slouzi pouze jakogtni pigmenty k lakani
hmyzu, jako signélni molekuly, nebo jako antimikédbi latky. Dnes vSak vime,
Ze flavonoidy mohou inhibovat lipoperoxidaci, mohoit protinaddorovy, protiischemicky,
antialergicky, nebo protizétiivy ucinek.

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou ztr& rozséhlou skupinou rostlinnych fefiol
obsahujicich v molekule dva benzenové kruhy spojénénlikovym rettzcem. Jedna
se o0 usptadani C6-C3-C6. Svymi vlastnostmi se velmi liSijiogch fenolovych pigmert,

a proto jsou uvathy jako samostatna skupina rostlinnych barviv.

U wvétSiny flavonoidi je C3ftetézec sodasti cyklického (pyranoveého) kruhu. Jsou tedy
odvozeny od kyslikatych heterocyklickych stenin 2H-chromenu, substituovaného v poloze
C-2 fenylovou skupinou, ktery se nazyva flavan.
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Obr. 14.Struktura a) 2H-chromenu a b) flavanu [54]

Podle stup#é oxidace C3etézce rozeznavane tyto zakladni struktury flavoaqs#]:
— katechiny (3-flavonoly)

— leukoanthokyanidiny (3,4-flavandioly)
- flavanony

- flavanonoly

- flavony

— flavonoly

— anthokyanidiny

— chalkony a dihydrochalkony

- aurony

— isoflavonoidy.

o Ot Ol

Flavanone
Flavonol Flavone
cH
CH i
oH u]
oH
oH

. Isoflavone Anthocyanidine
Flavanol {Catechins)

Obr. 15.0becna struktura flavonoid[55]

Dnes je znamo vice nez 4000 flavonoidnich latetdle se viiznych rostlinnych zdrojich
nachazeji dalsi sléeniny. Nekteré z flavonoid jsou vyznamnou sa@asti girodnich barviv,
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podilejicich se na biochemickych procesech. Vygkye jako bezbarvé, Zlut&ervené
az modrofialo¢ zbarvené struktury. Skupiny jako katechiny a leadwhokyanidiny jsou
sloweniny bezbarvé, ale Bdé pigmenty z nich vznikaji procesem enzymovéhadhati
[54].

4 -coumaric acid
G -coumarcyl-Col
3 molecules of yi-Co

malonyi-Coa
OH

HO O HO
S ORYaul-
OH O fiovanones HO o chalcones

OH \ flavones

flavonols

OH 1
HO @ isaflavonaids
- 0
@ —_— dihydroflovenaols aurones

HO OH

proanthocyaniding ——-  proanthocyaniding —e flovan-3-ol

|

quinone methide

b

-+

HO Ox.
O / Q OH 7—.- anthocyaning

OH Sugars

Obr. 16.Biosyntéza flavonoitlv rostlinach [56]

Mechanismus d&inkt flavonoidi neni dosud i@sré znam, pravépodobré inhibuji
metabolickou drahu vzniku superoxidu tim, Ze vyékgji uz vytvdeny superoxidovy
radikal. Dale inhibuji agregaci krevnich désk a tim zabn&uji vzniku krevnich srazenin.
Diky své schopnosti inhibovat lipoperoxidaci br&aozvoji ateroskler6zy. Nejvyznanisi
je ale protinadorové sobeni flavonoit, pricemz inhibéni &inek se projevuje hlawn
v pacateni fazi rakoviny. Flavonoidy maji antimutagenni gghosti a zabrtaiji navic vazb
karcinogenu na DNA [54].

2.3.2.9.Kyselina lipoova

Kyselina lipoova je Siroce rozéhym koenzymem obsahujicim sulfidovou skupinu
a vyskytuje se v prokaryotickych i eukaryotickycikrnorganismech, u rostlin i Ziéechu.
Antioxidatni aktivita kyseliny lipoové se projevujékolika zpisoby:
piimou reakci s ROS
vazbou pechodnych kot za sodasné tvorby chelat
recyklaci jinych antioxidarit(tokoferylovy radikal)
ovlivnénim genové exprese [37].
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Kyselina lipoova reaguje s alkylperoxylovymi radikd askorbylovymi radikaly,
tokoferylovymi radikaly a s kyselinou chlornou. Taj&rylovy radikal regenerujeffmo nebo
pomoci askorbéatu [1].

o
a-Lipoic Acid (LA) OH
o—>5
Oxidized
0
Dihydrolipoic acid (DHLA) - OH
SH HS
Feduced

Obr. 17.Kyselina lipoové [57]

2.3.2.10.Glutathion

Glutathion je tripeptidytglutamyl-cysteinyl-glycin), pdt k multifunkénim intracelularnim
neenzymatickym thidim. Do systému antioxidai ochrany se zapojujekolika zpisoby:

- je kofaktorem wkterych enzym, které zasahuji do detoxik@ch mechanisin
oxidatniho stresu, nd&pglutathionperoxidasa, glutathiontransferasa

— (castni se fenosu aminokyselinips bug¢nou membranu

- je lap&em hydroxyloveho radikalu a singletového kyslikataxkikuje peroxid vodiku
a lipoperoxidy

— primo nebo nefimo redukuje tokoferolovy radikal

N ol
:;C—E—CHE—CHE—%‘—N—CH— —N-CH;C,
0 O |:|:H2 H O
I
SH

Obr. 18.Struktura glutathionu [58]

Oxidovany glutathion je redukovan glutathionredskia Ponir oxidovaneho
a redukovaného glutathionu je vhodnym ukazateleitiad®mino poskozeni organismu [37].
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Reduced Glutathione
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Obr. 19.Cyklus glutathionu [59]

2.3.2.11.Koenzym Q (ubichinon)

Koenzym Q (CoQ) je trivialni ndzev pro 2,3-dimethedemethyl-6-multiprenyl-
benzochinon. Koenzym Q ma v postrannfetezci isoprenové jednotky, jejichz pet
se u jednotlivych Ziv&Snych drufi 1iSi. Koenzym Q je nedilnou sloZzkou respivéno
reézce.

Coenzyme Q,,

OH O.
H,CO e OHR H,co. L _cH,
HJCOJ x.:l‘l.... 1"i oy \1H HSCD-"' ‘-.'--l -~ S ‘-iIH
OH CH,_ 10 OH . ':H_._,’1 0
Ubiquinal (CoQH,) Semiguinone radical (CoQH-)

Ubiguinone (CoQ)

Obr. 20.Chemicka struktura koenzymu Q [60]

Koenzym Q se iiize chovat prooxidan¢ i antioxidané. Jednak se fize (Eastnit tvorby
superoxidového radikélu, avSak za fyziologickychdpének tato reakce probiha velmi
pomalu a je tedy nevyznamna. Naopak antiasidaschopnosti koenzymu Q jsou velice
vyznamné. Koenzym Q e @imo reagovat sdkterymi radikaly (peroxylovy, alkoxylovy)
nebo niize diky svému umi&i v membras regenerovat vitamin E. Redukovana forma
koenzymu Q mize reagovat imo se superoxidovym radikalem, lipidovym radikalesbo
peroxylovym radikalem. [37].
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Souwasné poznatky o koenzymu Q vyplyvaji pouze Zimeych pozorovani. iesto
je Z'ejmé, Ze pdt mezi vyznamné antioxidanty, které chrani membramyti toxickému
pusobeni ROS.

2.3.2.12 Bilirubin

Bilirubin, degradani metabolit hemu, je linearni tetrapyrrol, kterya mkrong
metabolického vyznamuigjm¢ také antioxidéni vyznam, a to jak volny, tak vazany
na albumin a jiné proteiny. @dormy pigmentu inhibuji peroxidaci lipid pravépodobré
tim, Ze regeneruji tokoferol obsazeny v lipopratem Bilirubin vazany na albumin sesm
na biliverdin, ktery je rozpustny ve v&dBilirubin tak exportuje radikalovou reakci z LDL
do vodné faze [61]. Bylo prokazano, Ze zhasi stoglekyslik [62].

HoOC COOH

Obr. 21.Struktura bilirubinu [63]

2.3.2.13 Kyselina m@ova

Kyselina m@ova je konénym produktem metabolismu odbouravani pu@nbyla dlouho
povazovana za odpadni latku. V p&a&d doke se vSak zjistilo, Ze je zarovenejhojrEjSim
antioxidantem lidské plazmy. Antioxitiai schopnosti spdvaji ve vychytavani RGa HCIO
a ve vazb Zeleza a wdi do formy, kterd nepodporuje radikalové reakce.r@akci s HO
a s komplexy Zeleza s aktivnim kyslikem se kysetim@ova neni v radikaly, které mohou
biologicky Skodit. Byvaji proto regenerovany pomoaskorbatu nebo neenzymaticky
oxidovany na degradai produkty [1].
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Obr. 22.Struktura kyseliny move [64]
2.3.3.Terciarni antioxidanty

2.3.3.1.0pravné enzymy DNA

Volné radikaly a dalSi ROS, které jsoézheé generovany v organismu, igobuji oxid&ni
poskozeni DNA, coz pra¥godobr prispiva ke vzniku a rozvoji rakoviny. Oxitiai
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poskozeni DNA se tedy e povaZzovat za biomarker rizika vzniku a rozvaphoto
onemockni. Dosud bylo identifikovano vice nez sto tygefekti DNA. Nejcastji se jedna
o modifikace nebo ztratu bazi, jedno- a diettzcové zlomy, posSkozeni deoxyribosy atd. [8].
Poskozena DNA rize byt opravenadkolika zpisoby:
— Uplné oprava — oprava poskozeného mistaigogniho stavu
— excizni oprava — vy§peni poSkozeného mista, které se uskuwge excizni opravou
bézi nebo nukleotidnebo opravou chybného parovani
— tolerantni oprava — dochazi k obgdunkce DNA, aniz by bylo odstrano pivodni
poSkozeni; P této opra¥¢ se poSkozeni Zgobené zlomy a rekombinaci obchazi
replikaci [65].

2.3.3.2.Proteolytické enzymy

Jako proteolytické enzymy (proteasy) oamame vSechny enzymy, které katalyzuji
hydrolyzu peptidovych vazeb v proteinech a peptidderoteasy pét do enzymove itdy
hydrolas. Vzhledem k jejich funkciftip biodegradaci proteiy ktera vede k affovnému
vyuzivanic¢i odbourdvani aminokyselin, jsou proteasy v Zivgghtémech Siroce zastoupeny.
Podle mista {sobeni na polypeptidovyfettzec se proteasy ¢d do dvou skupin:
na endoproteasy, které katalyzuji hydrolyzu vazemitti peptidovéhoietzce, gicemz
vznikaji peptidy @#zné velikosti, a exoproteasy, které katalyzuji lojgtické odSEpeni
samotné koncové aminokyseliny z polypeptidovétattzcce. Podle chemické povahy
aktivniho centra se proteasyélid na serinove, thiolové, kyselé a metalooproteasy.
Mezi nejznanyjSi proteolytické enzymy gapepsin, trypsin, chymotrypsin, papain a bromelin
[66].

2.3.4.0xidaéni enzymy

2.3.4.1 Lipoxygenasa

Lipoxygenasy (lipoxidasy, lipoperoxidasy, linoleatoxygen oxidoreduktasy, EC
1.13.11.12, LOX) je ozreni pro Sirokou skupinu rostlinnych a Zz&&nych enzym
paticich mezi dioxygenasy. Jsou to metaloenzymy oh&dhwaktivnim centru nehemové
Zelezo. Tyto enzymy katalyzuji dioxygenaci polyrgy@enych mastnych kyselin
obsahuijicich cis,cis-1,4- dienovou strukturu zakziejich hydroperoxidovych derivét

R\/T\/R'COOH LOX HOO
= R 7 — R'COCH

Hs Hr * 02

1,4-dien mastné kyseliny 1-hydroperoxy-2,4-dien mastné kyseliny

Obr. 23.Reakce katalyzovana lipoxygenasou [67]

V zivociSnych systémech lipoxygenasa katalyzujéengnu kyseliny arachidonove
na kyselinu hydroperoxyeikosatetraenovou, coZ jeéamk syntézy reguéaich molekul
(lipoxiny a leukotrieny), které jsou mediatory 28ivych proces a alergickych reakci
v organismu [67].
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Lipoxygenasy v rostlinach hraji vyznamnou Uulohu etabolické drdze oztené
jako lipoxygenasova (oktadekanova), jejiz korée produkty funguji jakotistove regulatory,
antimikrobialni a antifungélni sléeniny, aromatické latky a jako signélni molekuly.
Vzhledem k funkci d&chto konénych produki a na zaklagl vzajemného vztahu mezi
zvySenim exprese proteinu LOX acatkem specifickych procése edpoklada ¢ast LOX
pfi rastu a také v odp@di rostlin na stresimz miZze byt infekce nebo porami.
Jako substraty slouzi pro lipogygenasu kyselinaldva a linolenova, které jsou hlavnimi
polynenasycenymi mastnymi kyselinami rostlinnychmbeanovych fosfolipid [67].

Hydroperoxide Divinyl ether
lyase T ~""~CcooH synthase ;
nonadienol -+ - > x y colne_l:mc
nonadienal o-HPOT — act
—~ OOH \
Lipoxygenase Lipoxygenase
9-KOT 9 LIPOXYGENASE 9,16-diHPOT
(\/\/\COOH
o-linolenic acid (18:3)
hexenal | linclenic acid
\ 13 LIPOXYGENASE
=
Hydroperoxide Lé
lyase Reductase
traumatin
—
Lipoxygenase 13-HPOT OoH N
- Peroxygenase
13-KOT / l AN
o Allene oxide 15,16-epoxy13-OH
Divinyl synthase octadecadienoic acid
ether
& synthase
etherolenic acid l ketol
Allene oxide rketo
o~-ketol
cy;;lase
12-OPDA
jasmolone l
\ ’

\ * B-oxidation

hydroxylation ? ?
- - jasmonicacid — ™ —™ pyrethrolone

jasmone =
Obr. 24 Metabolicka draha lipoxygenas v rostlinnychikach [68]
Lipoxygenasa se nachazi veétdin¢ rostlinnych orgam, pricemz jejich aktivita se smi

v zavislosti na stupni vyvoje a vlivu stresovyctkttai. NejvySSi aktivita byla nasiena
v kli¢icich semenech a rychle sdidich pletivech [67, 68].
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LOX pravdEpodobrg hraje dilezitou tlohu Bhem programované smrti rostlinnych Bkn
byla zaznamenana masivni produkce hydropetoxiodlnych polynenasycenych mastnych
kyselin, katalyzovana 9-lipoxygenasouchbm hypersenzitivni reakce rostlinnych Bkin
na utok patogeh Hydroperoxidy mastnych kyselin a jejich reduko&dormy jsou schopny
indukovat fragmentaci DNA a ikovou smrt [69].

2.3.4.2 Polyfenoloxidasa

Polyfenoloxidasa (thyrosinasa, EC 1.14.18.1, PP®) tg¢tramer tvieny ctyimi
bilkovinnymi fet¢zci obsahujicimityti atomy jednomocné &di. Enzym katalyzuje oxidaci
fenoli na chinony, konkréth hydroxylaci monofendl na o-difenoly (kreolasova aktivita)
a oxidaci bifenyli na o-chinony (katecholasova aktivita).

OH Q
0
Y oH
| — |
e / g \\\‘ s
Enzyme-2Cu2+ Enzyme-2Cu*
0 oH

H *
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CH,

Obr. 25.Schéma reakce katalyzované polyfenoloxidasou [70]

Polyfenoloxidasa se nachazi v rostlinnych matesfgleejména v ovoci; je lokalizovana
v chloroplastech. Reakci vzniklé chinony samo¥golymeruji za vznikiernych, hgdych
a ¢ervenych pigmerit (polyfenoti), které zgsobuji hridnuti rostlin. Reakce je nazyvana
enzymovym hadnutim, které nastava vasledku fyziologickych &ua v rostlire (zrani
a starnuti), poskozeni tk&stlateni, pdezani, potrhani) a patogenni infekci [71].

Aktivitu polyfenoloxidasy inhibuji sloteniny vytvéejici komplexy s rdi; enzym
je rovréZ inhibovan kyselinou benzoovou a kyanidem [72].

Obr. 26.Struktura polyfenoloxidasy [73].
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2.4.Metody k posouzeni oxid&niho poskozeni organismu

Detekce radikd byva velmi obtizna vzhledem ke kratkégasu jejich existence. V praxi
se proto fistupuje k ngfeni nasledk jejich pisobeni. Byly vyvinuty metody, které éith
produkty radikalovych reakci a ukazatele poSkozkenf®omolekul a stanovuji zény
v antioxid&ni kapaci¢ organismu. Stanovuji se spektrofotometrickymi,ofescetinimi
¢i chemiluminiscetnimi metodami, chromatograficky a imunochemicky: [1]

2.4.1.Elektronové paramagneticka rezonance

Jednou z metod detekce volnych radikgké elektronova paramagneticka (spinova)
rezonakini spektrometrieEPR (ESR) fimo prokazuje fitomnost volnych radikéla jejich
identitu. Principem je vystaveni vzorku mikrovinném&eni v silném magnetickém poli.
Sleduji se zmny kmitoctu tohoto z#&eni @i prachodu vzorkem v zavislosti na émici
se intenzi& magnetického pole. Energetickéephody neparovych elektrbrse projevi jako
typicky signal na osciloskopu [74].

2.4.2.Stanoveni superoxidu

Superoxidovy radikal je mozno detekovdtnpo metenim absorbance v UV oblasti [75],
nebo Ize vyuzit jeho schopnosti redukovat donorovowlekulu (cytochrom c,
nitrotetrazoliova moi) na barevny produkt. [76, 77, 78].

DalSim pouzivanym postupem je kombinace HPLC andbeniniscence. Mii se inhibice
chemiluminiscence luminolu latkami separovanyriii BPLC. Jelikoz luminol je schopen
reagovat strznymi reaktivnimi kyslikovymi radikély, postihujatb metoda Siroké spektrum
antioxidani aktivity latek.

2.4.3.Metody pro detekci hydroxylového radikalu

Detekce je zaloZzena na vychytavani radikalu latkgefichz reakni produkty I1ze snadno
stanovit. Antioxidanty vychytavajici OHsnizuji tvorbu &chto produki. Jednim z moznych
postui je vychytavani OH salicylovou kyselinou. Vznikaji hydroxylované prddy
salicylové kyseliny, jejichz detekce a kvantifikase provadi metodou HPLC s UV detekci
[79].

2.4.4.Stanoveni peroxidu vodiku

Pro stanoveni peroxidu vodiku se pouziva ¢atia metod, napptima spektrofotometrie
pii 240 nm [80], ngieni kysliku elektrodou poijlani katalasy [8] nebo fluorimetricka
detekce s vyuZzitim peroxidasové reakce [81].

2.5. Metody posuzujici intenzitu lipidové peroxidace

Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv antioaiii na lipidovou peroxidaci,
od nejjednodussich, které jsou prodédy s jednoduchymi lipidy a v jednoduchych fazovych
systémech, az po slog&i biologické modely simulujici situadn vivo a vyuZivajici
biologické membréany jako matricCastym postupem je uziti fosfolipidovych liposibm
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nebo studium na mikrosomech. DalSi modifikaci jeedelani lipidové peroxidace
na tkdovych homogenatech, mitochondriich nebo L&sticich [82].

2.5.1. Stanoveni malondialdehydu

Jednou z nejuzivajsich metod k hodnoceni schopnosti latek eliminoljpidovou
peroxidaci je metoda TBA-MDA. Je zaloZena na stendyednoho ze sekundarnich produkt
lipidové peroxidace - malondialdehydu (MDA) - n&klz@k jeho barevné reakce s kyselinou
thiobarbiturovou (TBA), nii se absorbancefip532 nm. Spektrofotometrické stanoveni
adukti TBA-MDA je jednoduché a citlivé, avSak nespeciickahrnuje stanoveni vSech latek
reagujicich s TBA (TBARs produkty). Spe¢ttiSim vyhodnocenim kvantity adukt
TBA-MDA je metoda HPLC [83].

2.5.2.Stanoveni 4-hydroxy-2-nonenalu

4-Hydroxy4rans-2-nonenal (4-HNE) je vysoce reaktivni produkt dipié peroxidace,
ktera probiha na fosfolipidech vazanych naddagich membranach.

Metody  stanoveni  vyuZivaji reakce  4-HNE s 2,4-difé@nylhydrazinem
na 2,4-dinitrofenylhydrazon (DNPH). Ten Ize nasked®iit spektrofotometricky 340 nm
nebo detekovat elektrochemicky. Vzhledem k tomus 2e4-dinitrofenylhydrazinem reaguji
vSechny aldehydy, je nutna separace 4-HN&Sinou pomoci HPLC [84]. 4-HNE Ize
stanovit roviZz pomoci plynové chromatografie s hmotnostni détekevyhodou tohoto
stanoveni je natma @iprava vzork [85].

2.6. Metody posuzujici oxidaci proteini

Oxidace proteih mohou v konéném disledku zgisobovatiadu zngn v biologickém
systému.Rada metod k weni miry oxidaci je zaloZzena na detekhto znén. Muze jit
napiklad o sniZeni ffirozené fluorescence, 2mu isoelektrického boddi zvySovani nebo
snizovani molekulové hmotnosti bilkovin usfedku kovalentnich interakci nebo r@p&ni
peptidi [86]. V sowasnosti nejsou vyvinuty metody ke stanoveni indigldich oxidovanych
produkti ve sngsi oxidovanych a neoxidovanych protéin

2.6.1.Stanoveni karbonylovych skupin proteini

Karbonylové skupiny pochazeji z oxidadativnihgpéni proteinovychrettzci, primou
oxidaci aminokyselin (lysinu, argininu, histidinptolinu, glutamové kyseliny a threoninu)
nebo navazanim aldehya ketori vzniklych peroxidaci lipid [87].

Principem metody je reakce karbonylové skupinysditrofenylhydrazinem na barevny
produkt, ktery Ize it spektrofotometricky f 370 nm [88]. Specifitu stanoveni Ize zvysit
pouzitim identifik&nich metod — napHPLC, elektroforéza nebo Western blotting s pioni
anti-dinitrofenylového antiséra a naslednou imurmnaickou detekci [86].

41



2.6.2. Stanoveni dihydroxyfenylalaninu

Dihydroxyfenylalanin (DOPA) je produkt hydroxyladdyrozinu, ktery niZze slouzit
jako dilezity marker pi hodnoceni oxidéniho poSkozeni protein Bézné se stanovuje
pomoci fluoresceii detekce po hydrolyze protéia jejich rozdleni pomoci HPLC [89].

2.6.3.Stanoveni konénych produkti pokrocilé glykace

Stanoveni AGEs je zaloZeno na imunochemické defekteini modifikovanych glykaci;
jinou moznosti je HPLC detekujici konkrétni koné produkty glykace.

Spektrofluorimetrickd metoda dle Henlehotda byt pouZita ke stanoveni skupiny
fluoreskujicich produkit pokrazilé glykace [90].

2.6.4.Stanoveni pokrailych produkt @ oxidace proteini

Pokraiilé produkty oxidace protein (Advanced Oxidation Protein Products — AOPP)
vznikaji &inkem chlorovanych oxida@éit hlavre kyseliny chlorné a chloramin
(produkovanych myeloperoxidasou v aktivovanych radikéch). Redpoklada se, Ze jsou
strukturré podobné glykovanym protaim a vykazuji podobné biologické aktivity — indukci
zaretlivych cytokint a adhezivnich molekul [91]. ZvySené hladiny AOP® reachazeji
u paciend s renalni nedostateosti nebo po vyjmuti ledviny [92].

M¢ereni AOPP je zaloZeno na spektrofotometrické detgkodukfi s charakteristickou
absorbanci po reakci s jodidem draselnym a kyseloctovou; vznikly produkt je #ien
pii 340 nm [93].

2.7.Metody posuzujici poSkozeni nukleovych kyselin

2.7.1.Méfeni nukleovych kyselin poSkozenych HOe radikélem

Metoda k vyhodnoceni intenzity oxitfdho stresu je zaloZzena na sledovani aideo
poSkozeni sacharid— sleduje se rozklad deoxyribosy v DNA [94]. Flescekni metoda
je zalozena na hodnoceni rozvinovani Sroubovice DN&py fetszci DNA byvaji
detekovany pomoci elektroforézy.

2.7.2.Stanoveni 8-hydroxy-2"-deoxyguanosinu

8-hydroxy-2"-guanosin (8-OHdG) gamezi oxid&né modifikované nukleosidy a je proto
povazovan za hlavni biomarker u oxidho poSkozeni DNA, u karcinogeneze
a u degenerativnich onemeai Ke stanoveni se pouziva HPLC s elektrochemideiakci,
GC-MS nebo HPLC-MS [95].

2.8. Analyza stopovych prvki

Stopové prvky jsou vyznamné komponenty antioxiddo systému a katalyzatory
radikalovych reakci. V praxi se sleduji zejménasgkinek, md’, a Zelezo. V saiasné dob

pati mezi nejroz§ergjSi techniky atomova absampi spektrofotometrie, hmotnostni
spektrometrie s induki¢ vazanym plazmatem a optick& emisni spektrometrie.
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2.9. Analyza antioxidanta

Oxidaini stres mize byt zgisoben oslabenim antioxigtd ochrany organismu a naopak
dlouhodobé oxidai zatiZzeni mize oslabit antioxidai systém. Mieni jednotlivych sloZzek
antioxida&niho systému je prakticky nejvyznaggi a nejdostup$Si. Pro stanoveni
antioxidanich enzyni (superoxiddismutasy, glutathionperoxidasy, katglagroxidas) jsou
nejpouzivarjSi spektrofotometrické techniky. Nizkomolekularantioxidanty (kyselina
askorbova, karotenoidy, tokoferol atd.) jsou anaWany nefasgji pomoci HPLC s UV-VIS
nebo coulochemickou detekci [96].

2.9.1.Metody stanoveni aktivity katalasy

Stanoveni aktivity katalasy vyuZivaji jejcasti v rozkladu peroxidu vodiku na vodu
a kyslik. Jednotka aktivity (1 U) je definovanagakinozZstvi katalasy, které rozloZiuinol
peroxidu vodiku za 1 minutu zéguem definovanych podminek.

Jednoduché kvantitativni stanoveni aktivity katalage zaloZzeno na ifmém
spektrofotometrickém gieni Ubytku znamé koncentrace peroxidu vodiku [Tfhearni
pokles je zaznamenavarti 240 nm a aktivita katalasy je vyfifena za pomoci znamé
hodnoty molarniho extiriaiho koeficientu peroxidu vodiku € = 43,6 l.mot".cm* [98].
Kromé spektroforometrického &eni je mozné stanovit koncentraci zbylého peroxidu
manganometricky.

Stanoveni aktivity je mozné ro¥h provadt pomoci polarografie, kde je pomoci kyslikové
elektrody néien girastek kysliku v readni smeési [80].

Pro rutinni stanoveni &8iho mnoZzstvi vzork v kratkém ¢ase se spektrofotometricka
metoda nejevi jako vhodna, jelikoz vzorky je nuingit postupr; doslo tedy k optimalizaci
reakce a nastupu kolorimetrie. Kolorimetrické megtogsou zaloZzeny na zastaveni
enzymatické reakce a na reakci zbylého peroxidukwodcéinidlem za vzniku barevného
produktu, ktery absorbuje ve viditelné oblasti gpektouto metodou Ize &t vice vzorki
najednou bez nutnosti vlastnit spektrofotometr. SDatyhodou stanoveni je eliminace
interferujicich latek (nap bilkovin), které roviz absorbuji i 240 nm a mohou rusit
stanoveni.

Jako c¢inidlo vytvéeejici barevny komplex s peroxidemuie slouzit 3,5-dichlor-2-
hydroxybenzenesulfonova kyselina, ktera figmnosti peroxidu vodiku reaguje
se 4-aminoantipyrinem za vznikderveného chinoniminového barviva, absorbujiciho
pii 520 nm [99].

DalSim cinidlem reagujicim s peroxidem je molybdenan amorktery vytvai zlut
zbarveny komplex absorbujicfi 875 nm [100].

2.9.2.Metody stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

NejbéznejSi stanoveni aktivity glutathionperoxidasy je zaono na sledovani Ubytku
NADPH v recyklujici reakci oxidace a redukce glhtahu. Glutathionperoxidasa (GPx)
katalyzuje oxidaci glutathionu (GSH) peroxidem. M@mnosti glutathionreduktasy (GR)
a NADPH je oxidovany glutathion (GSSG) okamZfiieveden na redukovanou formu
se sodasnou oxidaci NADPH na NADPSleduje se Ubytek absorbande3#0 nm [101].
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2 GSH+ ROOHO -, ROH+GSSG+H,0 (17)
GSSG+ NADPH + H* O 8f_. NADP* + 2GSH (18)

Tato metoda umdaitije stanoveni vSech izoforem GPx. Pro oxidaci ghiwau Ize pouzit
peroxid vodiku, avSak tato reakce byva velmi rychjéoto jsou pro oxidaci vyuzivany
organické hydroperoxidy (terc-butylhydroperoxid,ni@nhydroperoxid), u nichz je rychlost
reakce podstatmizsi [102].

P jiném stanoveni aktivity GPx je vyuZito kapilarelektroforézy. Mieni je zaloZzeno
na separaci a kvantifikaci rekukovaného a oxidokargdutathionu [103].

2.9.3.Metody stanoveni aktivity peroxidasy

Stanoveni aktivity peroxidasy je zaloZzeno na oxadokcni reakci, ve které peroxidasa
katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu. Jakoatceelektroti pro vodik slouZzi specifické
produkty, jejichz molekuly se fp reakci konvertuji z bezbarvych/nefluoreseeitch
na barevné/fluoresceni, které je mozZno stanovovat spektrofotometricky
nebo luminometricky. MnoZstvi vytveného produktu je mirou katalytické aktivity enzymu

Pro spektrofotometrické stanoveni aktivity aze jako donor elektrdn slouzit
N,N-dimethyl-p-fenylendiamin [104], guaiacol [105FMB - tetramethylbenzidin [106]
nebo ABTS - amonndik2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonove kysgljd07].

Pro luminiscenni stanoveni se jako substraty pouzivaji fenolisk&ceniny, hlavi
pyrogallol [108] nebo hydrazidy — napuminol [109].

2.9.4.Metody stanoveni aktivity superoxiddismutasy

Ke stanoveni aktivity enzymu superoxiddismutasgtei piime irada i nepimych metod.
U eukaryot Ize stanovovat aktivitu celkové SOD ngminotlivych izoforem — Cu,Zn-SOD
i Mn-SOD tak, Ze jsou upraveny podminky reak¢e,pridano cinidlo, které inhibuje
konkrétni izoformu; od#gem aktivity konkrétni izoformy od celkové aktivitge pak ziskat
hodnoty vSech aktivit ziastrenych izoforem. Nejasgji pouzivané ¢inidlo je kyanid
draselny, ktery inhibuje aktivitu Cu,Zn-SOD jiz \limolarnich koncentracich, zatimco
Mn-SOD je rezistentni.

Pitimé stanoveni aktivity je zaloZzeno na spektrofotinicieém sledovani Ubytku
superoxidoveho radikalu, generovaného superoxidasethym p pH 9,5. Sleduje se pokles
absorbance (AonmrAssonm) PO [idani vzorku obsahujiciho superoxiddismutasu ke&sgm
obsahujici superoxidovy radikéal.Tato metoda jéena pro stanoveni aktivity Cu,Zn-SOD,
protoze v alkalickém pro&di je Mn-SOD inhibovana [110].

Nepimé metody ke stanoveni aktivity SOD jsou v pragesiensjSi. VSeobecnym
principem nefimé metody je generovani superoxidového radiké&erykreaguje ginidlem
za vzniku barevné slganiny. SOD zhasSi superoxidovy radikal a timisggbuje Ubytek
zbarveni v reakni snesi. Aktivita SOD je hodnocena jako schopnost inkiddotvorbu
barevné sloteniny.

Mezi negimé metody stanoveni aktivity painetoda zaloZzena na fotosenzitivni oxidaci
glycyltryptofanu riboflavinem, ktery je doprovazehemiluminscenci. Superoxiddismutasa
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blokuje formaci luminiscetniho produktu. Zavislost aktivity SOD na poklesu
chemiluminiscence jefpmo unerna [111].

Casto pouzivanymi metodami ke stanoveni aktivityijseakce s tetrazoliovymi solemi;
tyto reaguji s vygenerovanym superoxidovym radikélza tvorby barevného formazanu.
NBT metoda ke stanoveni aktivity Cu,Zn-SOD i Mn-SQ® zaloZzena na tom, Ze ©b
izoformy inhibuji redukci NBT (NitroBlueTetrazoliuchlorid; 2,2-bis(4-nitrofenyl)-5,5
difenyl-3,3-(3,3-dimethoxy-4,4difenylen)ditetrazolium chlorid). Redukce NBT eed
ke vzniku modle zbarveného formazanu a jeigpbena superoxidovymi radikaly, které jsou
generovany fisobenim sétla na riboflavin [112].

U metody INT je vyuzito tetrazoliové soli INT (loNdtroTetrazolium Violet;, 2-(4-
jodfenyl)-3(4-nitrofenol)-5-(fenyltetrazolium) chiol), ktery je redukovan t{sobenim
superoxidovych radikél na fZzow zbarveny formazan detekovatelnyti p505 nm.
Superoxidové radikaly jsou generovanii pzniku kyseliny m@ové i reakci xanthinu
s xanthinoxidasou.

Jednotka aktivity SOD je u této metody definovaakeojschopnost inhibovat tuto tvorbu
formazanu z 50 % [112].

2.10.Stanoveni celkové antioxid&ni kapacity

Celkova antioxideni kapacita je termin charakterizujici souhrnnondemtraci vSech latek
s antioxid&nimi &inky ve vzorku. Obecnym principem stanoveni je ridlévorba radikdil
ve vzorku a stanoveni schopnosti vzorku tuto tvadmstavit nebo alespapomalit [1].

Pro stanoveni celkové antioxitd kapacity byla vyvinuta Sirokéada metod. Bvodem
je schopnost antioxidaihtptisobit tiznymi mechanismy — n&pzhaSeninti vychytavanim
radikai nebo reakci sipchodnymi kovy. VSeobeénjsou metody roz&éleny do dvou
zakladnich skupin — metody zalozené na likvidacslikpvych a syntetickych radill
a metody zalozené na likvidaci hydroxylovych ratiiki@?2].

2.10.1.TRAP metoda

Metoda TRAP (Total Radical Trapping Parameter)gl®zena na generovani peroxylovych
radikali z 2,2 -azobis-(2-amidinopropan)-dihydrochloridu (ABAPPo gidani ABAP
k biologickému vzorku jsou oxidai reakce monitorovany &enim spateby kysliku pomoci
kyslikové elektrody. Rateini lag faze ped vziastem spdeby kysliku je umrna
antioxid&ni kapaci vzorku. Mefeni je standardizovano na znamou koncentraci tuo(6x
hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-karboxylowésédliny), ve vod rozpustného analogu
vitaminu E [113]

Tato metoda byla optimalizovana Uotilets alpro chemiluminiscami nereni[114]. Princip
reakce sp&ivad v gidani luminolu (5-amino2,3-dihydro-1,4-ftalazindigndo reakni sn€si.
Luminol detekuje radikaly vznikajici pyrolyzou ABAFza vzniku signalu gfeného
luminometrem. Poifmani vzorku s antioxidanty dojde k vychytavaniikabh a ke snizeni
chemiluminiscetniho signalu. Jakmile jsou antioxidanty ve vzork@erpany, signal se &p
zvysSi. Antioxid&ni kapacita je ugrna dol&, po kterou je vzorek schopen vychytavat radikaly
[114, 115].
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2.10.2.ABTSe+ metoda

Metoda ABTS je zaloZena na schopnosti vaorichytavat radikaly generované z ABTS
(2,2.-azinobis (3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazoltBfsnatu). Meieni je standardizovano jako
v pfipade TRAP na znamou koncentraci troloxu; podlg byva tato metoda také nazyvana
jako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacify)16].

ABTS je v reakni smesi oxidovan peroxidem vodiku na radikal-kation ABTSRadikaly
reaguji se substratem (metmyoglobin) za vzniku moeleného zbarveni, které jesimno
spektrofotometricky § 600 nm. Antioxidanty v biologickém vzorku fungugko donory
elektromi pro ABTS”. Antioxidasni kapacita je vyhodnocena jako mira schopnostagiot
tvorbu ABTS™ a tim i tvorbu barevného produktu.

2.10.3.DPPH metoda

DPPH metoda je zaloZena na schopnosti vzorku redikstabilni radikal DPPH (1,1-
difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) za vznikDPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Reakce
je sledovana spektrofotometrickyti p517 nm bd’ kineticky [117] nebo po dosazeni
rovnovahy v koncovém bed= end-point [118]. Detekci ubyvajiciho radikélu PP
je mozno provatt pomoci HPLC, cozZ je vhodné hlavpii méreni barevnych vzork které
by mohly i spektrofotometrickém stanoveni interferovat [82].

Jako standard pro tuto metodu byva vyuZivan traktxo kyselina askorbova [119].

2.11.Metody stanoveni aktivit oxidatnich enzymi

2.11.1.Stanoveni aktivity lipoxygenasy

e

je spektrofotometrické #tieni. Principem metody jefimé stanoveni vznikajicich produkt
reakce. Vzniklé hydroperoxidy obsahuji konjugovahdjné vazby, které siéhabsorbuji
pii 234 nm [120]. Nevyhodou tohoto stanoveni je natngracovat v UV oblasti,
COZ znemoiuje automatizaci metody.

DalSi metody stanoveni aktivity vyuzZivaji¢teni Ubytku substratu; pomoci kapilarni
izotachoforézy je mozno ¢tit Ubytek kyseliny linolové [121]. Jiné metody vyudji meieni
Ubytku kysliku Bhem reakce pomoci kyslikové elektrody [122].

Na spektrofotometrickém &reni jsou zaloZena kolorimetricka stanoveni, ktgrazivaji
oxidaci latek vzniklymi hydroperoxidy za vzniku leané slodeniny. Jianget al. popisuje
schopnost hydroperoxid oxidovat F&" na F&'. Vzniklé Zelezité kationty vytid
s xylenolovou oranzi modrozelené zbarveni, ktesbdduje pi 560 nm [123]. Na podobném
principu je zaloZzena metoda podle Anthona a Bawveéttvznikajici hydroperoxidy Zigobuji
oxidaci 3-methyl-2-benzothiazolinu (MBTH) a 3-(dithglamino)benzoové kyseliny
(DMAB) za vzniku purpurového 4,4-iminobis(benzenan)i[124].

2.11.2.Stanoveni aktivity polyfenoloxidasy

NejcasgjSim stanovenim aktivity polyfenoloxidasy je spekbtometrické stanoveni; jako
substrat pro reakci se vyuziva thyrosin, kteryjelovan PPO na dihydroxyfenylalanin a dale
na o-chinon, jehoZz zvySujici se koncentrace j@ema spektrofotometrickyip 280 nm.
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Jako donor kysliku slouzi peroxid vodiku [71]. Neagou tohoto stanoveni je¢heni v UV

spektru. Pro ré¥eni v barevné oblasti spektra je moZzno vyuzit metoce které PPO
katalyzuje oxidaci 4-terc-butylkatecholu na 4-tbrtyl-o-benzochinon, ktery naslegin
reaguje se 4-amino-N,N-diethylanilinem za vzniku dméto produktu s absammim

maximem i 625 nm [125].

2.12.Metody vyuzZivané kizolaci a stanoveni aktivnich kk v biologickych
matricich

2.12.1.Extrakce

Extrakce je sepatai metoda, p které echazi slozka ze sisi latek v kapaln&i tuhé
fazi do jiné kapalné faze. Na rozdil od destildagstalizace a sublimace je extrakce velmi
vyhodna pro izolaci tepetmestalych latek, protoZze saipe provadt i za laboratorni teploty
nebo za chladu. Cilem extrakce je selektivni azxifipké oddleni analytu od ostatnich
sloZzek nebo naopak o#ldni rusSicich latek od analytu. [126].

Pti extrakci z kapaliny do kapaliny se analyty rélzgi mezi dw nemisitelné faze,igemz
podminkou roz#eni je ustanoveni fazové rovnovahy meznito kapalinami — vychozim
vzorkem s analytem a rozpoédiem, do kterého mame zajem analyt v co &éjv mie
pievést. V praxi byva jednim rozpo&dlem voda nebo vodny roztok, zatimco druhé
rozpoustdlo je organické, s vodou nemisitelné. Repinim &chto kapalin v dlici baice
se pocase mezi nimi ustavi rovnovaha, kterou popisujenbliév rozctlovaci zakon:

K=o (19)
CHZO
kde co¢ je rovnovazna latkova koncentrace slozky v ordedit rozpousidle,
Chezo J€ rovnovazna latkova koncentrace slozky vecval je Nernstiv rozcElovaci koeficient
[127].
Ucinnost extrakce je udavana jako procentudlni ptiRy A, ktery se vyextrahoval
do organickeé faze:

A (%) = % : (20)

K + H,0
org.
¢im je objem organické fazestdi, tim je extrakce dinngjSi. Pongr objemi organické
\Y/
a vodné faze-">- se oznauje jako fazovy porr .
H,0
ZvétSeni  @innosti extrakce se dosahuje opakovanou extrakan&ofdze mensim
mnoZstvim organické faze a spojenim vyslednychakkir
Uginnost n opakovanych extrakci udava vysledny procentovyabbextrahované latky

ve spojenych extraktech:
A, (%)=10 1—(100_Aj (21)
100
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Patet extrakci nutnych k dosazeni vysleddindosti udava vztah:

100-A,
log———
n=—200_ (22)
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Obr. 27.Z4avislost vygZzku extrakce A na pafmu objem: fazi a na rozélovacim koeficientu
[126]
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Obr. 28.Z4avislost vygZku n-stupové extrakce fAna A[126]

K dosazeni 100% extrakce daného analytu by bi#dat nekon&né mnoho krok;
s rostoucim p&tem extrakci sedinnost blizi 100 %.

V praxi se voli experimentalni podminky tak, abylobymozZno provaét extrakci
maximalre tiikrat [128].

Pro izolaci vitamiih rozpustnych v tucich byly popsany univerzalni ppgt Sledované
lipofilni vitaminy (A, E) a barviva [§-karoten, lutein,) se ved&tsine pripadi extrahuji
nepolarnimi organickymi rozpouslly, jako je petrolether, diethylether, ethylaceddbexan.
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Stanovované latky se vyskytuji vrostlinnych pletlh bd’ volng, nag. v listech,
nebo vazané ve formchromoprotei, nag. v plodech. Kvantitativni izolace je zirg&
zéavisla na homogemitvzorku a tudiz naikladné homogenizaci [129].

2.12.2.Absorpéni spektrofotometrie

Absorgni spektralni analyza je zaloZzena na schopnosk Iabhlcovat zdvou energii.
Absorpce z#eni je popsana matematickymi vztahy, které v irdtegr formeé vedou
k Lambertovu-Beerovu zakonu, ktery je &asré znam i jako definice absorbance:

lagll=€.c.l = A (23)

kde A — absorbance,— extinkni koeficient, ¢ — koncentrace latky v roztoku-atlou¥’ka
optické vrstvy. Lamber-Be#év zakon je zakonem meznim. Plati pitedné roztoky, pisn
monochromatické zZani, a to bd& v homogennim nebo heterogennim prexht M
se [ konstantni vinové délce d&igkonstantni tlougce kyvety se zjiduje hodnota absorbance.

Absorgni spektrometrie vyuziva monochromatickéhgena UV a VIS spektra, ziskaného
pomoci hranolového neboiibkového monochromatoru. V UV oblasti se pouzikd jadroj
z&eni deuteriovd lampa, ve VIS oblasti lampa halogédnnebo wolframova. Vzorek
je umistn v kyvet. Sklergna je pouzitelnd pro viditelnou oblastfeknenna pro oblast
ultrafialovou [127].

2.12.3.Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie stanovuje hmotnosti mdlekuatonii po jejich gFevedeni
na ionty. Podstatou hmotnostni spektrometrie jeusee ioni produkovanych v iontovém
zdroji pristroje na zaklatljejich efektivni hmotnostjm/z, kde m-hmotnost iontu a z-nabojové
¢islo) a jejich nasledna detekce. VSechny tyto mwcprobihaji v uzaeném prostoru,
ve kterém je pomoci systému pump kontingaldrzovano vakuum [130].

Hmotnostni spektrometr se sklada ¢kalika ¢asti — iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru, detektoru a gitacové jednotky [131].

K produkci ionfi se vyuzivarady zmsohi — ionizace elektronovym paprskem (El),
chemicka (Cl), ionizace rychlymi atomy a ionty (Fa&tom Bombardment — FAB),
pusobenim elektrostatického pole (Field lonisatioRl:-Field Desorption — FD), desorpce
plasmou (PD), desorpce laserem zd&itomnosti matrice (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation — MALDI) nebo pevnydastic (SALDI), ¢i ionizace elektrosprejem
(ESIl) nebo termosprejem (TSI). [130]. Energetickéroinost ionizace zavisi na typu
analyzované latky. Proé&t8inu organickych latek se pohybuje prahova iofrizaenergie
v rozmezi 7-16 eV [126].

Hmotnostni analyzator (iontova pastiletovy analyzator TOF, kvadrupolovy analyzator)
slouzi k rozdleni snési ionti podle jejich pordru m/z [131].

Detektor poskytuje signédl (dmy paitu dopadajicich iofit bud detekci elektrického
proudu, vznikajiciho imym dopadem ioMit a nebo pomoci elektronového nasebi
pracujiciho na principu sekundarni emise eleKtrdtde dochazi k zesilovani primarniho
signalu. Vysledkem metody je zaznam iomkoumaného vzorku, tzv. hmotnostni spektrum,
na kterém je v zavislosti na hodéon/z zobrazeno zastoupeni jednotlivych iofit30].

49



Detector
21yt

20pa+

@) If necessary, heater Lightest particles in sample -
vaporizes sample .

| (@) Electron beam knocks

alectrons from atoms Charged parficle beam

2Nat

(1) Sampile
enters V,
chamber | W Heaviest particles
/ l in sample
. ¥
/ b’. | 5) Magnetic field separates particles
Elactron source 4 . w according to their mass/change ratio

4) Electnic field acceleraltes parlicles

toward magnelic region Magnet

Obr. 29.Schéma hmotnostniho spektrometru [132]

Hmotnostni spektrometrie je vyuzivana pro strukit@malyzu a identifikaci chemickych
individui, poskytuje infomace o fugikich skupinach obsazenych v molekule analyzované
latky, umo#uje ukovat izotopové slozeni zkoumané latky nebo analgzaveistoty
v latkach. Spojeni hmotnostniho spektrometru s mode separénimi metodami pak
umoziuje provadt stopovou kvalitativni i kvantitativni analyzu é&t v komplexnich
matricich [131].

2.12.4.Chromatografické metody

Pod nazvem chromatografické metody zahrnujeme w§eabperace, jez spivaji
na iiznych fyzikalr-chemickych principech, i nichz dochazi k postupnému,
mnohonasobf opakovanému vyt¥@ni rovnovaznych stavdélenych latek mezi dtma,
popripact i vice fazemi. Jedna faze, zvana stacionarninjéstna v koloré (pii kolonové
chromatografii). Druhd, ktera unési separovanéylaje mobilni faze. Stacionarni faze,
nachazejici se ve fokmcastéek tuhé latky nebo jako kapalina, e byt umisina
na povrchu inertniho na®w. Ri styku stacionérni i mobilni faze gldnymi latkami dochazi
k vzajemnym interakcim, které jsou zakladnivedpokladem pro jejich Uspnou separaci
[133].

2.12.4.1 Vysokowinna kapalinova chromatografie — HPLC

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Perfante Liquid
Chromatography) séadi mezi nejastji pouzivané sepatai metody. Vynika vysokou
acinnosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Tiedétoda je vhodna praléni netkavych
a polarnich latek, jejichz analyzéipuznou plynovou chromatografii by¥asto obtizna.

Vysoké &innosti a rychlosti se dosahuje u této metody fipnAvelkych pfitoka a tlaka
mobilni faze a kratkych kolon pinych naplgmi z velmi jemnychtastic. V tomto uzaeném
chromatografickém systému zdjige pohyb eluentu vysokotlakéerpadlo. Kapalinova
chromatografie f normalnim tlaku vyZaduje pro provedeni separacelifty aZz dny,
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pii vysokotlaké vyst&ime obvykle s minutami, nejvySe desitkami minutuBt vysokych
tlaka klade znané naroky na instrumentalniizzeni HPLC [133].

HPLC je zaloZzena na separaci analyta zaklad jejich distribuce mezi stacionarni
a mobilni fazi. Bhem separace dochazi k mnohautypinterakci. Uplatuji se interakce
analyti s mobilni fazi, interakce mobilni faze se staciohafazi a sorpce anafyt
na stacionarni fazi.

Za predpokladu, Ze ip prechodech analytu (A) z mobilni faze do faze staimion
se chromatograficky systéntilplizi rovnovaznému stavu, Ize tuto distribuci mebt faze
popsat distribéni konstantop:

Kp = [[AA]]S : (24)
m

kde [A]ls je rovnovazna koncentrace analytu ve stacionarmi & [A]m rovnovazna
koncentrace analytu v mobilni fazi.

Na zaklad rozdilné velikosti této distrikmi konstanty jsou dkteré analyty na kolan
zadrZzovany méha rekteré vice. To se projevi rozdilem v jejich reteridera je ¥tSinou
porovnavana pomoci retéimich faktofi k.

k=t "t (25)
tM

kde tr je reterni ¢as analytu (tj. doba od nadavkovani vzorku qas, kdy detektor
zaznamend maximum pikuy, je mrtvycas (ij. retetini ¢as latky neinteragujici se stacionarni

fazi [133].
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Obr. 30.Schéma HPLC sestavy [134]
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Detekce stanovovanych anaidiyt
Detektory v HPLC zaznamenavaji rozdil meziighrodem cisté mobilni faze a faze
obsahujici eluovanou sloZzku. Detektory se ¢asffji déli na detektory koncentéai
a hmotnostni. Koncentai detektory reaguji na zZmu hmotnostni koncentrace slozky
v eluentu. Hmotnostni detektory reaguji natmmhmotnostniho toku slozky v eluentu. [135].
V HPLC je vyuZivana celéada detektdr.
— UV/IVIS detektory - zaloZeny na principu absorpcéené v oblasti vinovych délek
od 190 do 800 nm; kvantitativni vyhodnoceni je Zalto na Lambert-Beeréwzakore
- fluorimetrické detektory - zaloZeny na principu dtescence a &eni sekundarniho
z&eni (emisniho), které latka vyda po absorpci priitér elektromagnetického izmi
(excitaniho)
— elektrochemické detektory — pouzivaji se k detekatiek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovémnarghelektroda - mobilni faze
— vodivostni detektory - #fi elektrickou vodivost eluatu v flokové cele mezi dima
elektrodami
— hmotnostni detektor (MS) — zaloZzen na generovamiiisledovanych atofna jejich
separaci podle potru jejich hmotnosti k naboji (m/z) [135].

2.12.4.2 Plynova chromatografie — GC

Plynova chromatografie (GC — Gas Chroamtography)s¢parani metoda, ktera
se pouziva hlavnv analyze dkavych latek. Hlavnimi vyhodami jsou jednoduchéveaeni
analyzy, @¢inna separace a speba malého mnoZzstvi vzorku.

Injektor vzorku
Regulator pratoku ‘ l—f\—A_]

\.. Zapisovaé (pocitad)

[
™\

Detektor

L

Mosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obr. 31.Jednoduché schéma plynového chromatografu [136]

Jako stacionarni faze slouzi pevna latka (GSC) kepalina (GLC). Mobilni fazi je zde
plyn, nefastji se pouZzivaji dusik, vodik, helium nebo argoniut®k mobilni faze byva
upraven tak, aby doslo k co nejlepSimu #bedi latek na kolo#[136].

52



Sample Detection by
Flame lonization

J— Oven lon Flow a1\
>l ) ))))))) |
Inert -~
Gas Hydrogen Detector
Flame

Capillary Column

Obr. 32.ZjednoduSené schéma plynového chromatografu s E1€kdi [137]

Detekce stanovovanych anaiiyt

V plynové chromatografii se pouzivékolik typa detektot:

plameno¥-ionizani detektor (FID) — zaloZen na vedeni vzorku doH2plamene,
kde je smis ionizovana; vzniklé ionty jsou detekovany na pgatavanych elektrodach;
FID je vhodny pro analyzu téfhvSech organickych latek

detektor elektronového zachytu (ECD) - selektiviminizatni detektor citlivy
na elektronegativni atomy, zejména halogeny

tepelré-vodivostni detektor (TCD) — zaloZen na & tepelné kapacity proudiciho
plynu a znéné vodivosti odporoveho vliaknaigorachodu analyzované latky detektorem
hmotnostni detektor (MS) — zaloZzen na generovamiiisledovanych atofna jejich
separaci podle poru jejich hmotnosti k naboji (m/z).
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3. CILE PRACE

Oxidatni poskozeni biologického systému je velmi slojitpces a pro jeho reparaci
a Upravu redoxniho stavu itky je nutno znat hlavniifEiny oxidoredukni nerovnovahy,
od které jsou dalSi projevy oxigl@ho stresu odvozeny. Cilem dis€ria prace je pispet
k poznatkm tykajicim se obsahu latek s antioxXidemi &inky v riznych typech
biologickych materidl a moznost vyuzitiéthto znalosti k &¢ nasledk oxidatniho stresu.
Souwéasti prace je optimalizace metod stanoveni vybtanydzkomolekularnich
a enzymovych antioxidaintv lidském organismu a v potravinach a potravinévglophcich
rostlinného i ZzivéiSnéeho @vodu.
Za elem spleni cila prace byla problematika roddna na nasledujici dil ukoly:
- optimalizace extrakce, identifikace a analyzy obsalibranych nizkomolekularnich
a enzymovych antioxidaintv biologickém materialu
— vybér a optimalizace metod stanoveni obsahu vybrangiek Is antioxidéenimi (Cinky
v extraktech z biologického materiélu
— komplexni analyza obsahu nizkomolekularnich a ewych antioxidant
ve vybraném biologickém materialu
- optimalizace stanoveni celkové antioxida aktivity vybranych tyfi biologického
materialu
— realizace experimentalnich klinickych studii zdéemych na sledovani vlivu exogenni
suplementace antioxidanty na vybrané metabolickkde jeding.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pristroje, chemikalie a diagnostické soupravy

4.1.1.Pristroje

sestava HPLC (Ecom, C2)

— vysokotlakéterpadlo LCP 4020

— programator gradientu GP5

- davkovaci analyticky ventil snikovy C R54157

- termostat kolon LCO 101

- spektrofotometricky detektor LCD 2084

- integrator DataApex CSW verze 1.7

plynovy chromatograf Trace GC Ultra (Thermo Eleot@orporation, USA)
- plameno¥ ionizaini detektor (FID)

— autoinjektor Al 3000

sestava HPLC (Thermo Fisher Scientific, USA )

— binarni gradientova pumpa P2000

- programovatelny autosampler AS3000 s termostatdanko
— fluoresceni detektor FL3000

automaticky analyzator HITACHI 717 (Roche, SRN)
automaticky analyzator HITACHI 902 (Roche, SRN)
HbA1C analyzator DS 5 (Drew Scientific Ltd., GB)
UV = VIS spektrofotometr Helios, (Unicam, GB)

UV = VIS spektrofotometr Cary (Varian, USA)
BioOrbit Luminometer 1251 (Turku, Finsko)
analytické vahy (Boeco, SRN)

vakuova odparka JK (lka-Werke, SRN)

centrifuga U-32R (Boeco, SRN)

ultrazvuk PS02000 (Powersonic s r.o., SR)

4.1.2.Chemikalie

4.1.2.1.Standardni chemikalie

Rutin (Sigma-Aldrich, SRN)

Quercetin (Sigma-Aldrich, SRN)

L-Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, SRN)

D,L-a-tocopherol (Sigma-Aldrich, SRN)

3 -karoten (Sigma-Aldrich, SRN)

Lutein (@-carotene-3,3'-diol) (Sigma-Aldrich, SRN)

Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, SRN)

Katechin (Sigma-Aldrich, SRN)

All-trans-retinol (Sigma-Aldrich, SRN)

Fatty Acid Methyl Esters — s¥8 methylestdr mastnych kyselin (Supelco, USA)



4.1.2.2 .Ostatni chemikalie

Ethanol pro UV spektrofotometrii (Lach-Ner, s rGR)
Methanol, p.a. (Lach-Ner, s r.€R)

Diethylether p.a. (Lach-Ner, s r.€R)

Kyselina o-fosforéna, p.a. (Lach-Ner, s r.«R)
Folin-Ciocaltauovainidlo (Vitrum, CR)

Peroxid vodiku 30% , p.a. (Sigma-Aldrich, SRN)
Methanol pro HPLC, Gradient Grade (Sigma-AldricRNg
Acetonitril pro HPLC, Gradient Grade (Sigma-Aldri®RN)
Katalasa z hoszich jater, 2000-5000 U.rffgproteinu (Sigma-Aldrich, SRN)
Nitrotetrazolium blue chlorid 98% (Sigma-AldrichRE)
D,L-methionin 99% (Sigma-Aldrich, SRN)

Riboflavin 98% (Sigma-Aldrich, SRN)

Guaiacol (Sigma-Aldrich, SRN)

Peroxidasaienova 50-150 U.nif(Sigma-Aldrich, SRN)
Kyselina linolova 99% (Sigma-Aldrich, SRN)

TRIS-HCI, p.a. (Sigma-Aldrich, SRN)

Xylenolovéa oranz (Sigma-Aldrich, SRN)

Luminol 97% (Sigma-Aldrich, SRN)

Trolox ((x)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromarkarboxylova kyselina) 97% (Sigma)
Kyselina octovéa ledova (Sigma-Aldrich, SRN)

Chloramin T 98% (Sigma-Aldrich, SRN)

BFs/metOH 14% (Sigma-Aldrich, SRN)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesstistoty p.a. a byly ziskany od¢inych dodavatél

4.1.3.Diagnostické soupravy

Total Antioxidant Status (kat. NX2332; Randox Laboratories, UK)
RANSOD (kat.¢c. SD125, Randox Laboratories, UK)
RANSEL (kat.c. RS504, Randox Laboratories, UK)
Mocovina (kat.¢. 12701, Bio-Vendor, CZ)

Kreatinin (kat.¢. 12151, Bio-Vendor, CZ)

Kyselina m@&ova (kat.¢. 0126110, DOT Diagnostics, CZ)
Cholesterol PAP (kat. 11875540, Roche Diagnostics)
HDL (kat.¢. CH2665, Randox Laboratories, UK)

LDL (kat. ¢. CH2657, Randox Laboratories, UK)
Triacylglyceroly (kat¢. TR1697, Randox Laboratories, UK)
Apolipoprotein A (kat¢. 981702, Bio-Vendor, CZ)
Apolipoprotein B (kat¢. 981703, Bio-Vendor, CZ)

HbAlc (kat.c. 981659, Bio-Vendor, CZ)

Bilirubin T (DPD) (kat.¢. 11489194, Roche Diagnostics)
Albumin (kat.¢. AB362, Randox Laboratories, UK)
Celkové bilkovina (katé. 12751, Bio-Vendor, CZ)
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4.2.Biologicky material

4.2.1.Krev a sérum

Pti realizaci Klinickych studii vlivu antioxidafitna lidsky organismus byly ziskavany
vzorky krve vybranych skupin dobrovoliikPro analyzu nizkomolekularnich antioxidant
byly provadny odkEry srazlivé krve, ze které bylo naslednou centaftigseparovano sérum.
Pro analyzu enzymovych antioxidanbyla pouzita plna krev, odebirana do zkumavek
obsahujicich protisrazlivénidlo heparin.

4.2.2.Potravinové dophiky

V Klinickych studiich, provaghych za delem zjiSéni vlivu potravinovych dopika
a potravin na metabolicky a antioxig statusé¢lovéka byl v prvni studii pouzit frodni
preparat Nature Bounty EPAMalmark,CR) obsahujici rybi olej s vysokym obsahem omega-
3-nenasycenych mastnych kyselin a vitaminu E.

4.2.3.Rostlinny material

4.2.3.1Jablka

Ve druhé realizované studii byla jako tuzemskiygzeny zdroj antoxidadtvybrana jablka
odrady Golden Delicious a Idared, zakoupena v malootichsiti.

4.2.3.2.Jemen a slad

Ve spolupréci s Vyzkumnym Ustavem pivovarskym alakkym v Brré byly vybrany
vzorky sladovnického famene Sesti odd — Bojos, Jersey, Malz, Radegast, Sebastian, .Tolar
Jemeny byly vygstovany natyrech fiznych lokalitach v okresech Brno-venkov, Karlovy
Vary, Prostjov a Breclav za pouZiti standardnickistitelskych postujp Péstované rostliny
byly oSeteny standardnimi pasty, piicemZ jedna polovina byla dodate€ oSetena
specialnim pogikem proti onemoc¥ni zpisobeném plisimi rodu Fusarium.

Z dodanych vzork obilek je&mene se za dohodnutych podminekc¢ems, Kkliceni
a hvozaéni vyrobil slad. Mikrosladovaci metoda byla prosaa na Sladakém Gstavu VUPS.

K analyze byly vybrany soubory vzdrlstejnych odid pestovanych na stejnych lokalitach
po dobu dvou let. Tyto vzorky byly vyuZzZityfipoptimalizaci metod pro stanoveni aktivit
antioxida&nich enzyni a pro stanoveni vitaminu E.

Specialni série j@aneni Slechénych za delem nizké hladiny lipoxygenazy byla pouZzita
na analyzu aktivity enzymu LOX a na studium jehagutace. Vzorky byly ziskany
ve spolupréaci s podnikem Agrotest fyto, s.r.o. WhEriZi.

4.3. Stanoveni latek ovliviiujicich antioxidaéni status organismu

4.3.1.Stanoveni aktivity enzymu katalasy

Méfeni aktivity katalasy probihalo ve spolupraci s \BJR Brre, kde je toto stanoveni
pouzivano pro charakterizaci antioxidého statutu obilky jEmene. Spektrofotometrické
meieni bylo provadno za pouziti fedepsanych postip Nasledd byla vyzkouSena
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a optimalizovana kolorimetricka metoda, ktera bylazdji pouzZita pro automatizaci
stanoveni a rowz byla vyuzita pro stanoveni aktivity katalasydské krvi.

4.3.1.1.Priprava vzorlg

Priprava extraktu z jémene a ze sladu

10g j&émene nebo sladu bylo rozemleto na 3rot a smiché&® ml 0,05 molt
fosfatového pufru o pH = 7. Sis byla michana 1 hodindipt — 6 °C. Po uka¥eni michani
a usazeni pevnyafastic byl roztok nad sedimentem Zzfiltrovan a filjpauzit k analyze.

Piiprava extraktu z lidské krve

Aktivita katalasy byla stanovovana ra¥nv lyzatu erytrocyt. PInd krev byla odebirana
do zkumavek s protisrazlivyndinidlem heparinem. Po centrifugaci a odsati pladmyio
odebrano 0,5 ml krvinek deisté zkumavky. Vzorek byttyiikrat promyt fyziologickym
roztokem. Promyté krvinky byly rozbityfipdanim 2 ml ledové destilované vody. Ziskany
lyzéat byl Zedsn v pon#ru 1:400 0,01 mol} fosfatovym pufrem o pH = 7,0 a naslédrouzit
k analyze.

4.3.1.2.Spektrofotometrické stanoveni aktivity katalasy

0,1 ml extraktu bylo viemenné kyveétsmichano s 2,9 ml 0,010 méiperoxidu vodiku.
Kyveta byla vioZzena do spektrofotometru & p40 nm byl sledovan pokles absorbance
po dobu 90 sekund. Koncentrace gpebbvaného peroxidu byla vyftena pordrem rozdit
absorbanci linearniho Usekiivky a molarniho extinéniho koeficientu peroxidu.

4.3.1.3.Kolorimetrické stanoveni aktivity katalasy

Pro kolorimetrické stanoveni aktivity katalasy bytaolena metoda dle Gotha [100].
Principem metody je inhibice enzymové aktivitsidavkem molybdenanu amonného, ktery
vytvéii s nespatbovanym peroxidem vodiku Zluté zbarveni absorbugcviditelné oblasti
spektra.

Vzorek extraktu byl ve zkumavce smichan s peroxidediku a po 90 sekundach byla
reakce zastavenarigdnim roztoku molybdenanu amonného. Pro promichéma snés
meiena @i 375 nm proti blanku. Nesp@bované mnozstvi peroxidu vodiku ve vzorku bylo
spaitano z kalibrani kiivky, ktera byla zkonstruovana za pouZiti roziok znameé
koncentraci peroxidu.

Aktivita katalasy byla stanovena z rozdilucpt®ni a konéné koncentrace peroxidu
za jednotkuwtasu a pepaitena na jednotky U-gsusiny za pouZiti znamé navazky a znamého
obsahu vody ve vzorku.

Optimalizace kolorimetrické metody

Zvolenou kolorimetrickou metodu bylo nutndeg rutinnim pouzivani optimalizovat.
Vzhledem k nelineastkalibraci bylo provedeno testovani analyzy viark pouziti iznych
koncentraci substrdtu a molybdenanovéhudla. Pro analyzu byla zvolena nové vinova
délka a optimalizovany koncentrace pouZzitych reagen
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Upravena kolorimetrickd metoda byla naskediouzita pro analyzu aktivity katalasy
S pouzitim automatického analyzatoru.

Automatizace metody

Analyza byla provedena na automatickém analyzasitachi 902 ve spolupraci s privatni
laboratdi Vetlab v Brré. Analyzétor nfize pro jednu metodu pouZivat &% rizné druhy
reagencii, které pipetuje vgsré definovanéntase. Optimalizaci kolorimetrické metody pro
stanoveni aktivity katalasy bylo uma@m prevést tuto manualni metodu na automaticky
analyzatorgimz bylo dosazeno rychleji ziskanych vyslédia sodasné minimalizace lidské
chyby.

4.3.1.4.Srovnani metod stanoveni aktivity katalasy

Pro srovnani obou pouzitych metod — spektrofotoicigira kolorimetrické — bylo vyuZzito
proméfeni aktivity kometné vyrobené katalasy. Lyofilizat katalasy extrahovaniyowzich
jater byl n@edsn 0,01 mol.f' fosfatovym pufrem o pH = 7,0 na aktivity o znanwdhot.
0,1 ml enzymového roztoku bylo pouZzito v spektofiogtrickée i kolorimetrické analyze.

4.3.2. Stanoveni aktivity enzymu superoxiddismutasy v biogickém materilu

Méieni aktivity superoxiddismutasy probihalo ve spodigps VUPS v Br; tato metoda
je spolu s analyzou aktivity katalasy stanovovana gharakterizaci antioxidaiho stavu
obilky je¢cmene.

4.3.2.1.Priprava vzorlg

Priprava extrakiz z j@mene a sladu

Pro extrakci SOD z obilky fenene ¢ sladu byl zvolen postup vyvinuty na VUPS
ve spolupraci s Mendlovou univerzitou [138].

25 g j&émene nebo sladu bylo rozemleto na Srot a smich228 snl vody o tepl@t45°C.
Vzorky byly rmutovany v lazni o teplét45°C po dobu 15 minut. Poté byly ponechany
30 minut i laboratorni teplat a nasleda prefiltrovany. Ciré filtraty byly zedsny 0,1 mol.I*
fosfatovym pufrem o pH = 7,0 v painu 1:10 a pouZity k analyze.

Priprava extraki z lidské krve

Aktivita superoxiddismutasy byla stanovovana v tyzérytrocyti. Postup ziskani lyzatu
byl identicky jako v pipadt stanoveni aktivity katalasy (kap.4.3.1.1.). Lyt ziedén
0,01 mol.I* fosfatovym pufrem o pH = 7,0 v pe&mu 1:100 a nasledrpouzit k analyze.

4.3.2.2.Analyza aktivity SOD metodou NBT

Reakni smis obsahovala 10l EDTA v 50 mmol.' roztoku fosfatového pufru,
900l 50 mmol.I* fosfatového pufru o pH = 7,8, 1@0 1 mmol.I* NBT, 150pl 0,1 mol.I*
methioninu, 3Qul 0,16 mol.I* riboflavinu a 172Qul vzorku (destilované vody — blank). Tato
smés byla gipravena vtemnu a byla ziena absorbancefip550 nm. Reakce byla
nastartovana umisgiim kyvety se vzorkem pod 15 Wia&ku po dobu 3 minut. Poté byla
znovu zétena absorbanceiib50 nm. Do vypotu byl zahrnut rozdiléchto absorbanci.
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Aktivita SOD byla vypgitana v jednotkach U, kdy 1 U je definovana jak&iogmost
enzymu inhibovat tvorbu formazanu z 50 %:

1_ A'A\/zorek

Aktivita (u)=% (26)

4.3.2.3.Analyza aktivity SOD metodou INT — kom&ré dostupny set

Metodu INT vyuzivd komeni diagnostickd souprava RANSOD (Randox Laborasorie
UK). Pro stanoveni aktivity SOD jefeba pouzit metodu Kkalibiai kiivky s pomoci
standardnich roztdgko zndmé aktivit SOD.

Reakni smés obsahovala 50l vzorku a 170Qul substratu (xanthin + INT). Po promichani
smesi a odeéteni absorbanceiip505 nm byla reakce nastartovana 380xanthinoxidasy;
po 3 minutach byla odéena druha absorbance.

Aktivita SOD byla vypg@itana z kalibréni kiivky vytvoiené ngienim standardnich
roztoki o zname aktivit. Procenta inhibice standdrtlyla vypd@tena z rovnice:

% inhibice=100—w (27)

lank/min

Do grafu byla vynesena zavislost % inhibice progidritmu aktivity standardu.

4.3.2.4.0ptimalizace analyzy aktivity SOD

Stabilita enzymu v extraktu vzorku

Kvuli prodlevdm ve stanoveni Zidodu gFipravy vzorki byla prongiena aktivita SOD
ve vybraném vzorku fgnene v fiznych ¢asovych intervalech, aby se &ia jeji stabilita
v extraktu. Z jednoho vzorkudemene byly vyrobenyit extrakty a ty naslednpromeiovany
po 2, 5, 8, 21 a 24 hodinach.

Automatizace metody

Pro rychlejSi stanoveni velkého g vzorki a z divodi minimalizace chyb
pii manualnim mfeni byla metoda optimalizovana pro automatickéstani. Po nastaveni
parametit byly vzorky znéfreny na automatickém analyzatoru Hitachi 902. Paignmeetody
byly naprogramovany za pomoci apkkdho protokolu, dodaného vyrobcem reagencii.

4.3.2.5.Porovnani metod NBT a INT

Pro srovnani obou pouZitych metod bylo vyuZito pfeni aktivity standardnich roztok
0 zndmé aktivit SOD, dostupnych v koma&ri soupra¥ RANSOD. Vysledky byly zaneseny
do grafu a ze zavislosti byla ziskana rovnice &lkoni koeficient.

4.3.3.Stanoveni aktivity peroxidasy

Aktivita peroxidasy byla analyzovana \jeeni a ve sladu. Pro stanoveni aktivity byla
vybrana kolorimetrickda metoda. Jako substrat a doelektrori byl zvolen guaiacol,
ktery se pi reakci oxiduje na barevny tetraguaiacol, jeZ abgje @i 595 nm.
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4.3.3.1.Priprava extrakiz z ja@‘mene a sladu

10 g j&mene nebo sladu bylo rozemleto na &rot a smich@sas 0,1 mol.f fosfatového
pufru o pH = 7. S@s byla michana 1 hodinuip4 — 6 °C. Po ukateni michani a usazeni
pevnychéastic byl roztok nad sedimentem zfiltrovan a filjpauzit k analyze.

4.3.3.2.Spektrofotometrické stanoveni aktivity peroxidasy

0,2 ml extraktu bylo smichano s 1,6 ml 0,1 mbfdsfatového pufru, 1QU 0,1% roztoku
guaiacolu a reakce byla nastartovariddavkem 1,2 ml 0,03% peroxidu vodiku.¢M
se nafist absorbance ¢p 595 nm. Latkové mnozstvi vzniklého produktu sepadjtalo
z Lambert-Beerova z&kona pomoci znamého molarnifmsorgniho koeficientu
pro tetraguaiacol.

Aktivita peroxidasy byla fepaitena na U.g sudiny za pouZiti zndmé navazky
a zmeieného obsahu vody ve vzorku.

4.3.3.3.0ptimalizace stanoveni aktivity peroxidasy

Pro spravné provedeni metody byly éteny nasledujici faktory, které maji vliv
na stanoveni aktivity ezymu: optimalni pH, tepl&@ncentrace enzymu a substratu.

Vliv pH prostedi na aktivitu peroxidasy

Barevna slotenina vznikajici fi reakci guaiacolu s peroxidem zaasti komegne
vyrobené peroxidasy byla vyttena v rkolika reaknich smsich obsahujicich pufr
0 raizném pH.

Vliv teploty na aktivitu peroxidasy

Pro testovani teplotniho optima byla pouzita kamervyrobend kenova peroxidasa.
Lyofilizovana peroxidasa byla rozpaga v 0,1 molt fosfatovém pufru, pH = 7,0 a byla
pifidavana k reakni snesi o teplot od 15 °C do 75 °C. Vyptena aktivita enzymu byla
prevedena na %.

Vliv koncentrace enzymu na gibéh reakce

Byla sledovana absorbance barevného produktu repkcgridani itiznych mnozstvi
komekné vyrobené peroxidasy. Do real sntsi bylo gidano 100yl enzymového roztoku
o aktivits 10, 20, 40 a 80 U.nill Sledoval se nést absorbance po dobu 1,5 minuty.

Vliv koncentrace substratu na aktivitu peroxidasy

Do reaknich snési obsahujicich koncentrace guaiacolu v rozsah208:0,05 mol:f bylo
pridano 100pl enzymového roztoku o aktivit40 U.mi* a sledoval se nést absorbance
vznikajiciho tetraguaiacoluifip595 nm. Zéasové zavislosti na koncentraci guaiacolu byla
vypaocitana paateini rychlost reakce a sestrojena sator&iivka.

4.3.4.Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

Aktivita glutathionperoxidasy byla sledovana v késkrvi. Ke spektrofotometrickému
stanoveni aktivity glutathionperoxidasy bylo vyeZzkometné dostupného setu RANSEL
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(Randox  Laboratories, UK). Metoda je zalozena na idamt  glutathionu
kumenhydroperoxidem a nasledné oxidaci NADPH. Ubyieasorbance NADPH je sledovan
fotometricky @i 340 nm.

4.3.4.1 Priprava vzorku

Pro stanoveni aktivity se pouzZivala plna heparvan@a krev. Ta byla fedna
20x diluentem; diluent slouZil kipvedeni fitomného glutathionu na redukovanou formu.
V lidské krvi jsou gitomny dalSi peroxidasy, které mohouigpbit faleSs vysoké hodnoty.

Z tohoto aivodu byla naslednkrev Zedtna Drabkinovyntinidlem; ¢inidlo obsahuje kyanid
draselny, ktery inhibuje ostatni peroxidasy ve maa tim zabréuje jejich interferenci.

4.3.4.2.Analyza aktivity glutathionperoxidasy

Reakni snes obsahovala 5QI ziedného vzorku (nebo destilované vody — blank)
a 2500ul substratu (NADPH + glutathion + glutathionrediddn Po od&eni absorbance A
byla reakce nastartovanéiganim 100ul kumenhydroperoxidu. Po 2 minutach byla &dea
absorbance A Aktivita GPx byla vypéitana ze vzorce:
U.I"" hemolyzatu = 8412AA340nmmin. Fedici faktor (28)

Automatizace metody

Vzhledem Kk dostupnosti kom@iho setu pro kolorimetrické stanoveni aktivity
glutathionperoxidasy byly parametry metody byly mgpamovany za pomoci apli&aiho
protokolu pro analyzator Hitachi 902, ktery firmaosgytla. Analyzy byly provedeny
ve spolupraci s privatni labordiw Brrg.

4.3.5.Stanoveni aktivity enzymu lipoxygenasy v jEmeni a ve sladu

Aktivita LOX byla analyzovana v fgneni a ve sladu ve spolupraci s VUPS v@rn
Pro spektrofotometrické stanoveni bylo pouzito mgtpodle McDonalda [120], zalozené
na @gimém n&feni vznikajicich konjugovanych digmii 234 nm. Nasledhbyla vyzkouSena
a optimalizovana kolorimetrickd metoda dle Jiangzs].

4.3.5.1.PFiprava extraktu z jémene nebo sladu

Vzorek j&mene nebo sladu byl rozemlet na jemny Srot. 5 duShylo michano
s 25 ml 0,2 mol} boratového pufru o pH = 9,0 po dobu 1 hodify 4°C. Po usazeni
sedimentu byla kapalrgast snési slita, zfiltrovana a filtrat pouzit k analyze.

4.3.5.2.Spektrofotometrické stanoveni aktivity LOX

50 pl extraktu vzorku bylo smichano s réak smési obsahujici 0,95 ml 0,2 mét.
boratového pufru o pH = 9,0 a 2 ml 0,53 mnbliholové kyseliny v boratovém pufru. Byla
sledovana absorbancei 234 nm proti blanku po dobu 1-3 minut. Z linedmilseku
nantiené absorbance byla @tiena AA,3z, Aktivita lipoxygenasy byla vypitana
vjednotkach U.mit, kdy jedna jednotka #sobi nafist absorbance za 1 minutu
0 hodnotu 0,001ippH = 9,0 a teplat 25 °C.
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4.3.5.3.Kolorimetrické stanoveni aktivity LOX

Pro kolorimetrické stanoveni aktivity LOX byla zeola metoda s xylenolovou oranzi
[116]. 50 pl extraktu bylo smichano s 95@ TRIS-HCI pufru o pH= 7,5 a 2 ml s
obsahuijici 0,5 mmol} kyseliny linolové, 0,01 % xylenolové oranze a 0993FeSQ.7H,0.
Absorbance byla odé&ana @i 550 nm proti blanku. Aktivita LOX byla vygitana
z kalibrani kiivky vytvoiené n¢renim standardnich roztblo zndmé aktivit

4.3.5.4.Porovnani spektrofotometrické a kolorimetrické meto

Pro srovnani obou pouzitych metod bylo vyuZito ptemi aktivity vybranych vzork
jeémene, které byly pro#giieny olma metodami. Z obdrzenych vyslédlbyla ziskana
rovnice linearni regrese a vyfien korel&ni koeficient.

4.3.6.Stanoveni antioxid&ni kapacity v lidském séru

4.3.6.1.ABTS metoda

Pro stanoveni antioxidai kapacity metodou ABTS byl zvolen kone¢ dostupny
diagnosticky set TAS (Total Antioxidant Status, Bex Laboratories, UK). ABTS
je zde inkubovan s peroxidasou (metmyoglobin) sopenim peroxidu vodiku seém
na radikalovou formu ABTS ktera ma relativ stabilni zelenomodré zbarveni detekovatelné
pii 600 nm. Antioxidanty v séru #gobuji potlgeni produkce této barvy, ktera je &mma
jejich koncentraci.

Reakni smés obsahovala 2Qul vzorku a 1 ml chromogenu; po promichaniésm
a odeéteni absorbance Ayla reakce nastartovan&danim 20ul substratu. Eesré po 3 min.
byla odeétena absorbance ,A Stejnym zfsobem byl profen blank a standard.
Celkova antioxideni kapacita byla vypiitana podle vzorce:

TAS(mmOII _l) = AAHHHK ~ A'A\/zorek [t

d 29
AA i — DA ’ (29)

Automatizace stanoveni TAS

Pro rychlejsi stanoveni velkého g vzorki a z divodi minimalizace chyb
pii manualnim mfeni byla metoda stanovovana pomoci automatickéhalyzatoru.
Parametry metody byly naprogramovany za pomocikapiiho protokolu, dodaného
vyrobcem reagencii.

4.3.6.2.TRAP metoda

Stanoveni antioxidai kapacity metodou TRAP probihalo ve spolupréBiagyzikalnim
ustavem AV CR Brno. Reakce byly provédy na mikrotitréni destéce
a pro chemiluminiscami méteni byl vyuZzit BioOrbit luminometr 1251 (Turku, Siko).

Reakini smés obsahovala 47f PBS pufru, 50u 10 mmol.I* luminolu ve 100 mmor}
boratovéem pufru (pH = 10,0) a 20 séra. Smss byla inkubovana 10 minutig@37 °C; reakce
byla nastartovdna naslednymiid@anim 50ul 400 mmol.l* ABAP v PBS pufru.
Jako standardu bylo vyuZito zndmé mnoZstvi trolg&unmol.l'), ktery byl zpracovan
stejnym z@isobem jako vzorek.
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Stechiometricky faktor troloxu (@et peroxylovych radikél vychytanych jednou
molekulou antioxidantu) je 2,0. Hodnota antioXidiakapacity pro vzorek byla vypiana
Z rovnice:
= 2,0[trolox]-Fséum. (30)

'Ttrolox

TRAP,

exp

kde f =fedici faktor.

Poronani metod TRAP a ABTS

Metody stanoveni antioxidai aktivity TRAP a ABTS byly vyuzity $ klinické studii
v roce 2007. Belem studie bylo srovnani antioxtatdho statutu mezi osobami se zvysenym
piijmem ovoce bohatého na antioxidanty a osobamigkie stravovaly dle svéh@&imého
jidelnicku. VSechny vzorky sér byly stanovenyaia metodami a porovnany.

4.3.7.Stanoveni AOPP a AGEs v lidském séru

4.3.7.1.Stanoveni AGEs

Stanoveni konmmych produki pokrailé glykace, konkrété produkti s fluoresceénimi
vlastnostmi, bylo zaloZzeno na spektrofluorimetricketekci podle Henleho [90] a Munche
[139], ktera byla modifikovana dle Kalousové [98érum ziskané centrifugaci krve bylo
ziedkno 50x PBS pufrem o pH = 7,4 a pouzito k spektarflmetrickému ndieni. Intenzita
z&eni byla odeéitana @i emisni vinové délce 440 nm a exc¢ita vinové délce 350 nm.
Fluorescetni intenzita vzorku byla vyhodnocena softwarem filon@tru a vyjadena
v jednotkach AU.

4.3.7.2.Stanoveni AOPP

Stanoveni vybranych oxidovanych produktroteini s charakteristickou absorbanci bylo
zaloZzeno na spektrofotometrické detekci dle Witkws&tove [92], ktera byla modifikovana
dle Kalousové [91]. 400l krevniho séra byloiedno v pongru 1:5 PBS pufrem o pH = 7,4.
Ke vzorku bylo pidano 20ul 1,16 mol/l KI a 40ul kyseliny octové. Jako blank bylo vyuZito
400 uI PBS pufru misto vzorku. Po promichani byla¢srprongtena na spektrofotometru
pii 340 nm proti blanku. Pro kalibraci byl pouzit cldmin T v koncent@im rozmezi
15 — 250umol.I"*. Koncentrace AOPP byla vyj&eha v chloraminovych jednotkagimol.I™,

4.3.8.Stanoveni nizkomolekularnich antioxidanti v biologickém materialu

4.3.8.1.Stanoveniag-tokoferolu, retinolu a karotenoid v lidském séru

Analyza lipofilnich vitamif a provitamif v séru probihala v laborato UCHPBT
FCH VUT v Brre.

Extrakce lipofilnich vitaming z lidského séra

Presré odnmereny objem séra (0,5 — 1,0 ml) byl deproteinovannl,absolutniho ethanolu.
Po odstraéni vysrazenych protein byly ze séra extrahovany lipofilni latky pomoci
5 ml diethyletheru po dobuup hodiny v chladu a temnu. Etherova frakce bylaleds
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odpdena na roténi vakuové odparce. Ziskany odparek byl rozpust 0,5 ml methanolu
a pouzit k analyze.

Analyzaa-tokoferolu a retinolu

Méreni  hladin  retinolu aa-tokoferolu probihalo metodou simultanni RP-HPLC
s VIS detekci a programovanou &mu vinové délky. Separace probihala
na chromatografické kolénMAG 1 z nerezové oceli o rozmech 4,6 x 150 mm napiné
sorbentem Biospher PSI200 C18 ¢rh 7um). Kolona byla opdéna pedkolonou
o roznerech 4,6 x 20 mm napinou sorbentem stejnych vlastnosti jako v kélofeplota
kolony byla 45 °C, objem davkovaci stky 100 ul; eluce probihala izokraticky s pouzitim
methanolu jako mobilni faze. ok kolonou byl nastaven na 1,0 ml/min. Detekceabyl
provadna spektrofotometricky v programovém modu: 0 —r8ib pri vinové délce 325 nm
(absorgni maximum retinolu), 3,5 — 10 mirfiprinové délce 289 nm (maximum tokofeipl
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno pomocieent kalibrace s pouzitim vybranych
standard.

Analyza karotenoid

Karotenoidy byly analyzovany za stejnych podminakoj retinol aa-tokoferol; pouze
detekce probihalafpvinové délce 450 nm, ktera odpovida abgnimu maximu karotenoid
Separace na kolerprobihala 15 minut. Kvantitativni vyhodnoceni bylmvedeno pomoci
externi kalibrace s pouzitim standardnich roitok

4.3.8.2.Stanoveni vitaminu E a karotenoitlv jameni a ve sladu

Analyza lipofilnich vitamiih a provitamifi v je¢émeni a ve sladu probihala ve spolupraci
s Vyzkumnym uUstavem pivovarskym a sleskam v Brreé za pouziti pedepsanych postip

Extrakce lipofilnich vitamini a provitamini z ja’mene a sladu

Vzorek j&mene nebo sladu byl rozemlet na Srot. Ke 2 g vzdiko pidano malé
mnoZstvi kyseliny askorbové a 50 ml absolutnihbaeblu. Po prdepani byla swis
ponechana chvili ustadt a poté s@#édpalo 10 ml 50% KOH. Po promichani bylanka
s obsahem napu$ta dusikem, ikladre uzawena a ponechanaigs noc na temném
a chladném mist

Druhy den byla s&s opatr promichana, fevedena do dici baiky a extrahovana
dvakrat 50 ml diethyletheru. Ziskané etherové feakygly spojeny, fevedeny daisté dlici
banky a dvakrat promyty 100 ml vody. Po atkehi fazi byla etherova frakcerqvedena
do baiky, vysuSena pomoci bezvodého siranu sodného aoppi@ena na roténi vakuové
odparce. Odparek byl rozpastve 4 ml methanolu a pouzit k analyze.

Analyza vitaminu E v jémeni a ve sladu

Analyza probihala metodou RP-HPLC s fluoresoéndetekci. K msieni byl pouzit
kapalinovy chromatograf SpectraSystemcegadlem P2000. Separace probihala
pii laboratorni teplat na kolor Watrex 250 x 4 mm z nerezové oceli n&pk sorbentem
Nucleosil 120-5 C 18; kolona byla opata gedkolonou o rozrrech 4,6 x 20 mm napinou
sorbentem stejnych vlastnosti jako v k@omMobilni fazi byl methanol, j@itok kolonou
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1,0 ml.min’. Objem davkovaci sniky byl 20 ul. Detekce probihala pomoci fluoreségfho
detektoru FL3000 — excitacéi 290 nm a emiseip330 nm.

Pfi analyze, kter4 probihalafiplizn¢ 12 minut, byly detekovany piky tokotriefiol
a tokoferoti. Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno pomaodieeni kalibrace s pouZzitim
vybranych standaid Z vyhodnoceného mnozZstvi jednotlivych analyibyla vypdtena
celkova suma vitaminu E a jeho aktivita v mg-kgorku [140].

Analyza luteinu aB-karotenu v j&meni a ve sladu

Lutein ap-karoten byly analyzovany za stejnych podminek jgkamin E, pouze byla
pouzita VIS detekceip450 nm, ktera odpovida absenimu maximu karotenoid Separace
na kolor¢ probihala asi 25 minut. Kvantitativni vyhodnocegio provedeno pomoci externi
kalibrace s pouzitim standardnich roztok

Vyuziti hmotnostni spektrometrie pro analyzu karotediz metodou RP-HPLC/ESI-MS

K identifikaci a analyzanf-karotenu a luteinu ve vybranych vzorcich sladu \oyhZit
systém HPLC od firmy Ecom spol. s.r.&R) ve spojeni s hmotnostnim detektorem LCQ
Advantage Max od firmy Thermo Finnigan (USA) vybaym mékkou ioniz&ni technikou
elektrosprejem (ESI), optickym fokusdm systémem dvou oktagioh iontovou pasti jako
analyzatorem. Analyzy byly provéaly v laboratéich UPCHBT VUT v Brg.

Nastaveni paramairanalyz:

Typ analyzy zaporny méd
Metoda off-line
Rozsah m/z 400 - 600
Napsti na kapilde (kV) 0,5

Pratok suSiciho plynu (N 20

Teplota kapilary 200

Priatok mobilni faze l.min™) 100
4.3.9.Analyza celkovych flavonoidi a polyfenoli v séru

4.3.9.1.Analyza celkovych flavonoiil

Stanoveni celkového obsahu flavonolaylo provadno orient&ni metodou s hlinitou soli
a dusitanem [141].

Reakni smés obsahovala 0,5 ml vzorku, 1,5 mlb@®H a 0,2 ml 5% roztoku NaNO
po promichani a po 5 minutach bylgidano 0,2 ml 10 % AIGlI Roztok byl dkladn
promichan a ponechan stat 5 minut. Poté bylddpo 1,5 ml 1 moli} NaOH a 1 ml HO,
promichano a ponechano stat 15 minut. Absorbanize 2mgtena @i 510 nm proti slepému
vzorku (destilovana voda).

Kalibrace metody byla provedena s pouzitim stand&atechinu. Standard byl rozpést
v malém mnozstvi absolutniho ethanolu a pro kadibfadn destilovanou vodou. Byla
pripravena kalibrani fada roztok katechinu o obsahu 20 — 310 rilgd zréfena stejnym
zpisobem jako vzorky. MnoZstvi celkovych flavonbide vzorku bylo vypgitdno z rovnice
kalibracni kiivky.
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4.3.9.2. Analyza celkovych polyfendl

Stanoveni celkového obsahu polyfenbllo provedeno kolorimetrickou metodou s Folin-
Ciocaltauovyntinidlem [141].

Reakni smés obsahovala 1 ml Folin-Ciocaltauosiaidla ztedéného destilovanou vodou
v poneru 1:9, 1 ml destilované vody a $0vzorku nebo vody jako blanku. Po promichani
byla smés ponechana 5 minut stat a poté byid@n 1 ml nasyceného roztoku NagO
(7,5 g NaCQ@ + 95 ml HO) a snés ot promichana. Po 15 minutach byly vzorky pedemy
na spektrofotometruip750 nm proti blanku.

Kalibrace metody byla provedena s pouZitim 6,0 ialoztoku kyseliny gallové, ktera
slouzila jako standard. Bylaripravena kalibréni fada roztok kyseliny gallové o obsahu
110 — 560 mgl a zn¥fena stejnym zsobem jako vzorky. MnoZstvi celkovych polyfeinol
ve vzorku bylo vypeitano z rovnice kalibkai kiivky.

4.3.10.Analyza mastnych kyselin v séru

Mastné kyseliny v séru byly analyzovany metodou BDB-ve spolupraci s Vyzkumnym
Ustavem pivovarskym a slagym v Brre. Analyze pedchazela extrakce a esterifikace
mastnych kyselin,jpkteré byla optimalizovana zjednodusena metodadiega [142].

Extrakce a esterifikace mastnych kyselin

50 pl séra bylo smichano ve skiame vialce s 1 ml hexanu a 1 ml 14%3BRetOH. Vialka
byla pevig uzawena a sms byla zakivana 1 hodinu ip 100°C. Po ochlazeni na pokojovou
teplotu byla vialka ota¥ena, horni hexanova faze obsahujici methyesterynges kyselin
pienesena do uzaviratelné mikrozkumavky; &lam gecisténi byl k hexanové frakcifdan
1 ml destilované vody a paikladném pratepani a oddleni fazi byla horni hexanova faze
pienesena do vialky a odj®a pomoci dusiku. Odparek byl rozgast 1 ml methanolu
a pouzit k analyze.

Analyza mastnych kyselin pomoci CG-FID

Mastné kyseliny byly analyzovdny pomoci plynovéhbromatografu s plamen&v
ionizatni detekci. Separace probihala na kapilarni kolbB-WAX (30 m x 0,25 mm X
0,25um) s vazanou polarni stacionarni fazi (polyethylgka). Kvantitativni vyhodnoceni
bylo provedeno pomoci externi standardnésirB7 methylestérmastnych kyselin.

Chromatografické podminky:

Doba analyzy 55 min

Nastikové mnozstvi 1l

Nosny plyn helium, konstantniggok 2 ml/min

Injektor PTV v rezimu CT splitless

Teplota injektoru 250 °C

Splitless time 0,8 min

Teplotni program 80C (4 min drzeno) — 5 °C/min — 130 °C (drzeno 2h)mi
Teplota detektoru 250 °C

Pritok Hp 35 ml.mir*

Pritok vzduchu 350 ml.mih

Pratok N, 30 ml/min (pomocny plyn — Makeup gas)
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4.4.Koncepce a organizace klinickych studii

4.4.1.Koncepce klinickych studii

Klinické studie byvaji provathy za &elem potvrzeni bezprosti a efektivity nové latky
¢i preparatu. Zahrnuji podavani definované davkyarétu dobrovolnilkm po utitou dobu,
béhem niz byvaji v pravidelnych intervalech odebirdmorky. V €chto vzorcich jsou
vySetovany vybrané parametry, na jejichz hladiny bywh&an &inek preparatu. Vzhledem
k tomu, Ze na rozdil od laboratornich pokusnychatvje kazdy lidsky organismus diky
expozici rozdilnym progedim velmi specificky, je prakticky nezbytné kréoméchto
vybranych parameirsledovat celkovy metabolicky status celého organis

V ramci prace byly provedeny dva experimenty za@Z@a studiu vlivu podavanych
antioxidanti na vybrané metabolické funk¢veka.

4.4.2 Klinicky experiment |

Kardiovaskularni choroby pétmezi nejvyznamgjSi onemociini postihujici vysglou
civilizaci. Jsourazeny na prvni misto w¥iginach umrti jeding v celé Evrop a USA. \ktSina
téchto chorob byva z#&fEinéna atherosklerosou. Jde o poSkozeni krevnich césobené
vysokou hladinou cholesterolu v krvi, zvli&3tDL cholesterolu a triacylglycerdl Reaktivni
formy kysliku napadaji a oxiduji tyto molekuly. @weivané formy LDL vedou ke vzniku
aterosklerotickych plat které se usazuji na¢aly cév, coz ma za nasledek zUzenispitu
a mizZe skogit ucpanim cévy.

Prvni klinicky experiment byl za#hen na podavaniipodniho preparatu obsahujiciho
polynenasycené mastné kyseliny a vitamin E. Polgsgrené mastné kyseliny (PUFA),
zvlast skupina zahrnujici omega-3-nenasycené mastné itkkysehaji vliv na snizovani
hladiny triacylglyceral, zabrauji v krevnim §ieCiSti  shlukovani a usazovani
aterosklerotickych plat maji protizasgtliivé a protisrazlive &nky. V kombinaci
s vitaminem E, ktery zahtaje jejich oxidaci reaktivnimi formami, jsou prezewany
jako &Einny potravinovy doplik pii prevenci atherosklerosy.

4.4.2.1.Soubor jedina

Klinické studie | se zastnilo 38 dobrovolnik ve wku od 26 do 64 let, kie byli
roz&leni do ¢tyt skupin podle fedkEzného screeningu jejich lipidového profilu. Prvni
skupinu tvdilo 10 jedind s hyperlipidemii, u nichZz byly nalezeny hladinylkosého
cholesterolu vy3si ne? 6,5 mmdl.l hladiny LDL-cholesterolu vy$si nez 4,0 mnial.l
Do druhé skupiny bylo Zazeno 12 lidi s mirnou hyperlipidemii, u nichz skdmy
celkového cholesterolu pohybovaly mezi 5,0 — 6,5atifh Tieti (8 jeding) a &tvrtou
(8 jedina@1) skupinu tvdili zdravi jedinci, u nichz se hodnoty celkovéhooldsterolu
pohybovaly v norméalnich mezich, tedy v hodnotaqitesahujicich 5,0 mmotl

4.4.2.2. Schéma studie

Klinicka studie probihala odijna 2005 docervna 2006. Toto obdobi bylo r@denéno
na ti periody: v prvni fazi odijna do konce prosince 2005¢lyn vSechny skupiny &ny
stravovaci rezim. V obdobi od ledna do kontezha 2006 uZivaly skupiny 1 — 3 potravinovy
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doplrek o sloZzeni uvedeném v tab. 4., vzdy 3 kapsle &le@itvrta skupina nda bsZznou
stravu. Poatkem dubna se prvri skupiny vratily k BZnému stravovacimu rezimu.

Béhem celého obdobi byla vS8em jedint pravidelg odebirana krev a separované sérum
bylo pouzito k analyze vybranych paranietr

Tab. 4. Deklarované sloZeni potravinového diql

Nature Bounty EPA (obsah 1 kapsle)

Vitamin E 1,12 mg
Rybi olej 1000 mg
- z toho aktivni latky: 180 mgeikosapentaneove kyselin
120 mg dokosahexaneové kyseliny

4.4.3.Klinicky experiment Il

Druhy klinicky experiment byl zasien na sledovani metabolického a antio&idho
statusu po diasré zvySeném Hjmu antioxidani piirozerg obsazenych vdiné dostupnych
surovinach. Jako tuzemsky a bohaty zdoj antioxidagta vybrana jablka. Po cilezvySené
konzumaci jablek byly sledovany hladiny nizkomoléknich a enzymovych antioxidant
v krvi u vybrané skupiny zdravych jedinc

4.4.3.1.Soubor sledovanych jedinic

Klinické studie Il se zéastnilo 16 dobrovolnik ve wku mezi 24 az 58 lety, rozlénych
do dvou skupin. ¥Sina jediné vykazovala na zstku studie dobry zdravotni stav.

4.4.3.2.Schéma studie

Experiment pro&hl v obdobitijen 2006 — duben 2007 a byl rékeh do ti fazi. V prvni
fazi odfijna do prosince 2006 #ty ob¢ skupiny EZnou stravu. Od ledna do poloviny Unora
2007 byla kzna strava 8 jedirien doplrena o jablka tak, aby jejich denniijem dosahoval
500 g syrové hmotnosti. Druha skupinaremé 8 jedinci pokk#vala v BZné stray. Treti
faze byla zarrena na kontrolu metabolickych paranieproté, co se prvni skupina vratila
do normalniho stravovaciho rezimu. U vSech jeilibgly provedeny odiry plné a srazlivé
krve; ze srazené krve bylo ziskdno sérum pro anatgkladnich metabolickych parantetr
a nizkomolekularnich antioxidant Ze vzorki plné krve byly analyzovany hlavni
antioxida&ni enzymy.

4.4.4.Analyza zakladnich biochemickych paramet v lidském séru

Z krve, odebrané v pb¢hu obou klinickych studii, bylo po centrifugaci segvano sérum
a pouzito pro analyzu. Biochemické parametry bylSach skupin analyzovany v laborato
klinické biochemie v nemocnici Kyjov za pouZiti ekitovanych metod a se souhlasem
Etické komise Nemocnice Kyjov. Byla zde r@éranalyzovana celkova antioxigd kapacita
séra metodou ABTS. iPhled paramelr metod, kterymi byly analyzovany a jejich
fyziologické rozmezi udava tab. 5.
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Tab. 5. Prehled vySébvanych paramefra metod jejich stanoveni

Parametr Fyziologické rozmezi Metoda
Mocovina 2,80 — 8,20 mmot* UV enzymova metoda

- muzZi 40 — 107umol.I* Jaffého metoda bez deproteinac
Kreatinin

Zeny 40 — 104imol.I"*

11%

(kineticky)

Kyselina m@ova

muZi 200 — 42@mol.I*
Zeny 140 — 34@mol.I"*

Enzymova fotometricka metoda

Albumin

33-55¢git

Bromkresolovy purpur (BCP)

Cholesterol celkovy

3,50 — 5,00 mmdl.|

Enzymova metoda

HDL cholesterol

muzi 1,29 a vice mmotl

Zeny 1,40 a vice mmof

Enzymovéa metodaifma

LDL cholesterol

1,20 — 3,00 mmot.|

Enzymova metodaipmé

Triacylglyceroly

0,68 — 2,00 mmott

—_—

Fotometrické enzymoveé stanover

Aterogenni index do 3,00 (CHOL — HDL)/HDL
Apolipoprotein A 1,10 — 2,50 gl Imunonefelometrie
Apolipoprotein B do 1,10 gl Imunonefelometrie

Index ApoA/ApoB

muzi 1,50 a vice
Zeny 1,70 a vice

ApoA,/ApoB

Glykovany hemoglobin

28-40%

Kapalinové chrtogeafie

Total antioxidant status

1,30 — 1,77 mmibl.|

Kolorimetricka metoda

4.4.5.Analyza antioxida¢ni kapacity metodou TRAP

Analyza antioxidani kapacity séra metodou TRAP byla proyda ve spolupraci
s Biofyzikalnim ustavem Akademied v Brné, na oddleni patofyziologie volnych radikal

(kap. 4.3.6.2.).

4.4.6.Analyza nizkomolekularnich antioxidanti v lidském séru

Nizkomolekularni antioxidanty v séru byly analyzoyéav laborateich UPCHBT VUT
v Brn¢ za pouziti optimalizovanych metod (kap. 4.3.8.1.).

4.4.7.Analyza antioxidaénich enzymi v krevnich buiikach

Aktivity antioxidacnich enzyni v krvink&ch byly stanovovany v privatni laboratdetlab
v Brné za pouziti optimalizovanych metod (kap. 4.3.13,Z, 4.3.4.).
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4.5. Statistické zpracovani vysledk

Vysledky opakovanych #iieni jsou v dsledku nahodilych chyb rozmésty v okoli
nejpravépodobrjSi stedni hodnoty. Odhadem tétdextni hodnoty je aritmeticky fpmer X :

X=%Zn:xi : (31)

kde n je poet analyz a; (proi=1, 2, 3...n) jsou jednotlivé natené hodnoty.
Rozdil hodnoty vysledku ajmérné hodnoty sedni hodnoty vyjailje snérodatna
odchylkas, ktera vraci miru rozptylenosti dosiitka pivodnich dat:

_ 1 by o)
S_\/n__]_Z(Xi X)", (32)

i=1

kde n je poet analyz,x (pro i = 1, 2, 3...n) jsou jednotlivé naiené hodnoty &
je aritmeticky pamer.

Relativni smdrodatnd odchylka (tzv. chyba metody) udava procentualni rozptyl
od stedni hodnoty:

s, =§ﬂoo [06]. (33)

Vzajemna koreléni zavislost uvazovanych nahodnych #eli se nazyva korelace.
RozliSuje se jednoducha korelace (korelace dvowaddych velkin) a mnohonasobna regrese
(korelace jedné nahodné iy a skupiny dvou a vice nahodnych vigl).

Tésnost vztahu proémnychx ay je ucovana pomoci Pearsonova kotgldno koeficientu:

;(Xi - X)(yi - y)
T -0, 5, (34)

kde n je poet analyzx ay; (pro i =1, 2, 3...n) jsou jednotlivé naiené hodnoty dvuo
veligin, X,y jsou aritmetické gimery dvou veltin a's,, S jsou hodnoty odhadu smodatné
odchylky. Korel&ni koeficient je bezrozemna veltina nabyvajici hodnot mezi -1 a 1.
Jestlize koeficient nabyva krajnich hodmot -1 nebor = 1, potom je vztah mezi dma
veli¢inami ozngen jako linearni. Pro hodnotu= 0 je linearni vztah mezi dma veltinami
vyloucen [143].

Vysledky stanoveni byly vyjadvany jako piimérné hodnoty = sirodatné odchyilky.
Vysledky byly analyzovany pomoci Studentova t-testupouZiti programu Statistica for
Windows 5.0 (Statsoft, USA). Rozdily na hlaglpravdpodobnosti p<0,05 byly povazovany
za statisticky signifikantni
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5.VYSLEDKY

PredloZzena prace je za&mena na analyzu enzymovych a neenzymovych antioiidan
v riznych druzich biologického materialu. Prwdist prace je zaghena na sledovani zmy
vybranych antioxidarit v jecmeni a sladu v souvislosti se studiem aktivaceoaianich
mechanism v zavislosti na wv§Sich faktorech. Druh&ast prace je zadkena na sledovani
zmeén enzymovych i nizkomolekularnich antioxidant humannich soubbrza ®&elem
posouzeni vztah mezi aktivitami jednotlivych sloZzek antioxiti@ho komplexu. Vybr
biologického materialu a zaffeni oboucdasti prace Uzce souvisi s pracovnintazanim
a bylo provadno v souladu s ptegbami pracovigtdoktorandky.

V prvni fazi prace byloteba optimalizovat metody stanoveni aktivity antit@nich
enzymi s ohledem jednak na kinetiku reakce, dale na sitbsbu specifitu a v neposledni
fac na charakter biologickych vzark

5.1. Optimalizace stanoveni enzymovych aktivit

5.1.1.Katalasa — vyvoj kolorimetrické metody

Katalasa je enzym Kkatalyzujici rozklad peroxidu ikad v biologickych systémech.
Aktivitu katalasy Ize ve vzorcich stanovitimo méfenim Ubytku koncentrace peroxidu nebo
ne@imo s vyuzitim kolorimetrie, kdy je poridavku dalSihainidla meéien barevny produkt
vznikajici reakci tohoteinidla a zbylého peroxidu.

Vyvoj kolorimetrické metody byl v této praciiteZity kvali nutnosti rychlého zpracovani
velkého mnozstvi vzoik dalsim divodem byla moZnost budouciho nastaveni kolorinmiatric
metody na automatickém analyzatokiicnz by doSlo k velké Uspe objemu chemikalii,
pracovnich sil a také k eliminaci chybigpbenych lidskou rukou.

Pro vyvoj a optimalizaci byla zvolena jednoduchatoda s molybdenanem amonnym
podle Gotha [100].

5.1.1.1.Zména vinové délky

Molybdenan amonny t\o s peroxidem vodiku Zluté zbarveni, jehoz ab&oirpnaximum
je pi 355 nm. Z dvodu nardiené vysoké absorbanceaepahujici hodnotu 1,0 byla
v literarnim zdroji uvedena pouzita vinova délk® 40n.

Za elem pgeveést do budoucna analyzu aktivity katalasy z miaffud na automatické
stanoveni bylo nutné tuto vinovou délku upravit.téuoaticky analyzator obsahuje filtry
jen pro utité vinové délky viditelného spektra, proto bylavriena nova vinova délka
375 nm, blizici se absamimu maximu Zlutého komplexu a s@srE nastavitelna
na analyzatoru. Linearita kalima kiivky a vysoka absorbance vzniklého komplexu byla
nasleds reSena Upravou patesnich koncentraci substratu a molybdenanovéhidla.

72



5.1.1.2.Volba pa‘te‘ni koncentrace substratu a molybdenanu

Pti optimalizaci kolorimetrické metody byly upravempocateini koncentrace substratu
i molybdenanu. Koncentrace peroxidu vodiku bylaZen& z pvodnich 64 mmol}
na 12 mmol:f. Davodem byla vysoka hodnota absorbantekmujici pii zvolené vinové
délce 375 nm hodnotu 1,0.

Také koncentrace molybdenanu vstupujiciho do realkcekazala byt problematickou.
Géth uvadi pouzitou koncentraci molybdenanu 32,4 ohith [100]. Koncentrace
molybdenanu nad 24,3 mmdi.lma podle zdroje fpdchéazet zakaleni vzorku a tvérb
bublinek kysliku, ktery by mohl ruSit stanoveni.cMiéré pri sestrojovani kalibrai kiivky
bylo zjiS€no, Ze zavislost absorbance na koncentraci vzroklébmplexu neni linearni.
Po rekolika pokusech byla g@atesni koncentrace molybdenanu sniZena na 16,4 mmabk
zajistilo linearitu v celém rozsahu kalibrace. Zeka vzorku a tvorba bublinek nebylyi péto
koncentraci pozorovany.

Graf 1. Vliv koncentrace molybdenanovéfinidla na linearitu kalibrace
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Graf 2. Vliv koncentrace molybdenanovétioidla na linearitu kalibrace
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5.1.1.3.Srovnani spektrofotometrické a kolorimetrické metod

Pro srovnani obou pouzitych metod bylo vyuZito pfteni aktivity kometné vyrobené
katalasy. Lyofilizovany enzymovy preparat (Sigma) baredsn 0,01 mol.! fosfatovym
pufrem o pH = 7,0 na pracovni roztoky o aktivit&® 50 a 80 U.mi. Tyto vzorky byly
proméieny s vyuzitim spektrofotometrické i kolorimetrickéetody. Namdrené hodnoty jsou
uvedeny v tab. 6.

Tab. 6. Nanvrené aktivity standardniho roztoku katalasy o znakigite

Spektrofotometricka metoda Kolorimetrickd metoda
25 U.mi* | 50 U.mi* | soU.m* | 25 U.mi* | 50 U.mI* | 80 U.ml*
n 7 24 9 I 24 9
stf. hodnota 25,7 47,4 78,4 25,0 48,3 77,6
SD 1,0 1,5 1,4 1,9 15 1,8
CV (%) 3,8 3,1 1,8 7,6 3,2 2,3

Pozn.: n = p&et vzorki, SD = snérodatné odchylka, CV = vadai koeficient

Naméiena data byla zanesena do grafu a ziskana linegmeise ma tvar:
y =0,982x + 1,142
Korelatni koeficient ma hodnotu r = 0,9929¢ehoz vyplyva, Ze abmetody spolu silé
koreluji.
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Graf 3. Korelace spektrofotometrické a kolorimetrické mgtod
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5.1.1.4. Automatizace metody

Pro stanoveni aktivity katalasy byla do automatickéanalyzatoru naprogramovana
metoda o dvou reagenciichfase t = 0 byl fidan ke vzorku substrat obsahujici 12 mnol.|
peroxid vodiku v 0,050 mot‘lfosfatovém pufru o pH = 7,0 a Ziena absorbance,AV case
t = 90 sekund byl ke s¥mi napipetovan roztok 16,2 mmdi.Imolybdenanu amonného
avcéase t = 120 sekund byla atiena absorbance;AZ rozdilu absorbanci byla vyftena
AA. Pomoci kalibrani kiivky bylo z AA spaiitano mnoZzstvi sptebovaného peroxidu vodiku
zacasovou jednotku a tim i aktivita katalasy v jed@atk U.mf".

5.1.2.Superoxiddismutasa — vylr metody stanoveni

Ke stanoveni aktivity enzymu superoxiddismutasy poeizit gimé i nepimé metody.
Piimé stanoveni aktivity je zaloZzeno na spektrofotiitkeém sledovani Ubytku
superoxidoveho radikalu. N#mé metody jsou v praxi rozsigjsi, jejich principem je
generovani superoxidoveho radikalu, ktery reagujeidlem za vzniku barevné sléeniny.
SOD zhasi superoxidovy radikél a aktivita SOD j& padnocena jako schopnost inhibovat
tvorbu barevné slaeniny. Casto pouzivanymi metodami ke stanoveni aktivity jseakce
s tetrazoliovymi solemi; tyto reaguji s vygenerogansuperoxidovym radikalem za tvorby

barevného formazanu [144].

5.1.2.1.Porovnani metod pro stanoveni SOD

Aktivita SOD byla analyzovana ve vybranych bioldgich vzorcich neffmou metodou
vyuZivajici tetrazoliové soli - NBT i INT. Tato no&ta je vyuzivana i v komémi soupray
RANSOD (Randox Laboratories, UK). Pro srovnani olpmuZzitych metod bylo vyuzito
promefeni aktivity standardnich roztdko znamé aktivit SOD, dostupnych jako standardni
preparat v soupr&RANSOD. Nandtené hodnoty jsou uvedeny v tab. 7.
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Tab. 7. Nanerené aktivity standardniho roztoku SOD o znamé igktiv

[U.mi] NBT metoda INT metoda
0,16 0,50| 1,00| 2,00| 4,00 0,26| 0,50| 1,00| 2,00| 4,00
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
stf. hodnota | 0,11| 0,44| 1,01 1,80| 3,77| 0,15| 0,51| 1,03| 2,04| 3,98
SD 0,02/ 0,03 0,24| 0,20| 0,21| 0,02| 0,02| 0,03| 0,02| 0,03
CV (%) 13,83| 6,86| 14,06| 5,34| 2,85| 13,80 4,92| 2,57| 1,10/ 0,81

Pti pouziti metody NBT byl zaznamenan vyr&@n rozptyl vysledk nezli u metody INT.

Z tohoto divodu a také diky snadné dostupnosti kami@ro diagnostického setu byla
pro meieni zvolena metoda INT.

Vysledky z ngteni obou metod byly zaneseny do grafu a ze zavislgla ziskana rovnice
ve tvaru:

y =0,95x - 0,03
Korelatni koeficient r = 0,9962, gehoz vyplyva, Ze abmetody spolu pozitivhkoreluji.

Graf 4. Korelace INT a NBT metody
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5.1.2.2. Automatizace metody

Pro rychlejSi stanoveni velkého g vzorki a z divodi minimalizace chyb
pii manualnim mfeni byla metoda naprogramovéana pro analyzator Mi@@2. Metoda byla
nakalibrovana s pouzitim standardu SOD dostupnésetiu Pomoci kalibtai kiivky byla
z A\A spaiitana procenta inhibice tvorby formazanu a timtivita SOD v jednotkéach U.rl
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5.1.2.3.Validace metody stanoveni aktivity SOD metodou RANS

Ve shod s udaji uvedenymi v kap. 2.9.4. byly ziskany paetgn validace metody
RANSOD pomoci software EffiValidation 3.0. Ziskamédnoty jsou uvedeny v nésledujicim
piehledu:

Opakovatelnost:

- n=16

- pramérna hodnota aktivity SOD = 126 Ulgusiny
- opakovatelnost = 7,70 Ulgsusiny

- relativni opakovatelnost = 6,16 %

Nejistoty :

- standardni nejistota = 7,6 U.gusiny

- relativni standardni nejistota = 6,0 %

- faktor pokryti = 2,0

- rozsfena standardni nejistota = 14,8 Usus.

- relativni roz&fena standardni nejistota = 11,8 %

Stanoveni validanich paramefr metody RANSOD bylo zopakovano v odstupu &siai
(bfezen 2006) a byly ziskany prakticky identické hdgingsech stanovovanych parantetr
Nejistota m&ieni ani opakovatelnost se nemita, coz potvrzuje pouzitelnost metody
pro stanoveni aktivity superoxiddismutazy ve vzdigegmeni a slad.

5.1.2.4.Stabilita SOD v extraktech z §enene

Po optimalizaci z&kladnich parametmetody bylo nutné a¥it podminky stanoveni
v konkrétnich biologickych vzorcich —¢meni a sladu. Z rostlinného materialu je obvykle
treba extrahovat nativni enzymy do vodného peal$t gicemz extrakci je nutné provéd
¢asto i rkolik hodin. Je proto vhodné &fit, jak se ndni aktivita gislusného enzymu
po dobu extrakce. V grafu 5 je zobrazeribgh aktivity superoxiddismutasy v extraktech
jeémene wasovém obdobi 2 — 24 hodin. Z grafického zobraxgpiyva, Ze aktivita SOD
v extraktu po 5 hodinach uUchovy v chlathe @i +2 az +8 °C klesaifblizné¢ o c¢tvrtinu
a po 24 hodinach se vraci navpdni hodnotu. Vzhledem k velkémudgbo vzorki, nar@nosti
extrakce a stabilt SOD ve vzorku byla rozvrZzena analyza do dvod dnv prvnim dnu
probihla extrakce, vzorky byly uloZzenygs noc v chladice a analyzovany na druhy den.

Obecrk lze shrnout, Ze spektrofotometrickd metoda vyyidivatetrazoliové soli
(kap. 2.9.4.) je posrné citliva, ale ma i své nevyhody — je pé&me nara&na nacas, velmi
zélezi na fipraw extraktu (Bzny problém u prace s komplexnimi biologickymi ricami)
a dale dochazi k postupnému poklesu aktivity XODoztoku. Roviz nelze vylodit
interferergni vlivy dalSich latek itomnych ve vzorku nebo extraktu. Uvedené faktatgtrs
mozné pechodné aktivace inhibithtSOD nebo interference sloZzek antioXidino komplexu
maji Zejme¢ za nasledekipchodny pokles hodnot SOD (graf 5).
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Graf 5. Stabilita SOD ve vzorkudmene v zavislosti n&ase (3 vzorky, kazdyeen 2x)
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5.1.3.Peroxidasa — vyvoj metody

Stanoveni aktivity peroxidasy je zaloZzeno na oxadoicni reakci, ve které peroxidasa
katalyzuje redukci peroxidu vodiku na vodu. Jakoataelektrori pro vodik slouzi specifické
molekuly, které se ip reakci néni a lze je stanovovat spektrofotometricky nebo
luminometricky. Mnozstvi vytvieného produktu je mirou katalytické aktivity enzymu

V piedlozené praci byl jako donor elekttopouzit guaiacol [105]. Pro spravné provedeni
metody byly o¥feny nasledujici faktory, které maji vliv na stamuvektivity ezymu:
optimalni pH, teplota, koncentrace enzymu a sutustra

5.1.3.1.VIiv pH prost‘edi na aktivitu peroxidasy

V grafu 6. je znazowma vysledna zavislost absorbance vznikajiciho Ipeitey
tetraguaiacolu na pH reak snesi. Optimalni pH leZelo v rozmezi 6,8 — 7,2. Praka byl
zvolen fosfatovy pufr o pH = 7,0. Aktivita bylasiena v kazdém vzorku dvakrat a v grafu
jsou uvedeny mgmeérné hodnoty ze dvou &eni.

5.1.3.2.Vliv teploty na aktivitu peroxidasy

V grafu 7 je zndzorma aktivita peroxidasy v zavislosti na teplotakni snesi. Aktivita
peroxidasy byla rrena v kazdém vzorku dvakrat a v grafu 7. jsou uwgdprtimérné
hodnoty ze dvou #feni. Vypa@tena aktivita enzymu bylaigvedena na %,fgemz jako
100% byla ukena nejvyssSi aktivita ip teplo& 20 °C, kterd byla w@ena jako optimalni
pro nase stanoveni. Peroxidasa vykazovala vysokiita az do 45 °C, poté jiz klesala & p
teplot 60 °C byla peroxidasa inhibovanadstedku denaturace.
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Graf 6. Absorbance barevného produktti pizném pH reakni snesi
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Graf 7. Aktivita peroxidasy f rizné teplat reakeni snesi
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5.1.3.3.Vliv koncentrace enzymu na gbéh reakce

Pro zjiséni optimélni koncentrace enzymucéastniciho se reakce byla sledovana
absorbance barevného produktu reakce pdapi fiznych mnozstvi komeéné vyrobené
peroxidasy. Mienim bylo zjis&&no, Ze pro optimalni #ieni aktivity je maximalni mnozstvi
enzymu v realni snisi do aktivity 40 U.mif. Fi vy$8im mnoZstvi bylo nutné vzorkgdit.
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Graf 8. Absorbance barevného produktu v zavislosti na nivioggsdané peroxidasy
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5.1.3.4.Vliv koncentrace guaiacolu na aktivitu peroxidasy

V tab. 8. jsou uvedena data ziskandétenim aktivity peroxidasy zacasti ttiznych
koncentraci guaiacolu. K linearizaci dle Lineweavexr Burkea byly pouzity ipvracené
hodnoty obou vetin. Z casové zavislosti na koncentraci guaiacolu byla ¥itpoa péateni
rychlost reakce a sestrojena sataiakiivka. Aktivita byla nétena v kazdém vzorku dvakrat
a v tabulce jsou uvedenygmérné hodnoty ze dvou é&reni.

Tab. 8. Pocaterni rychlost enzymové reakce v zavislosti na koneeirguaiacolu

koncentrace guaiacolu | poéateni rychlost reakce Cauaiacol Vol
Cauaiacol [MOL.1] Vo [s] [l.mol™] [s]
0,0005 0,00079 2000 1266
0,001 0,00129 1000 775
0,002 0,00185 500 541
0,004 0,00243 250 412
0,008 0,00301 125 332
0,015 0,0032 67 313
0,02 0,003309 50 302
0,03 0,003394 33 295
0,04 0,003472 25 288
0,05 0,003566 20 280
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Graf 9. Satura’ni kiivka: zavislost péatecni rychlosti reakce ¢na koncentraci guaiacolu
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Linearizaci satukmi kiivky dle Lineweavera a Burkea byla ziskana rovmigeky:
1_ K 1

+
Vo Viax .[guaiacol] Viax
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Graf 10. Dvojnasob# reciproky vynos dle Lineweavera a Burkea
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Z rovnice byla vypstena maximalni rychlost a Michaelisova konstanta K

Vo = 0,003591 molt.s*

Kw = 0,001781 mol}

Na zéklad nantienych a vypétenych dat byla zvolena satana koncentrace substratu
guaiacolu 0,03 mof1.

5.1.4.Stanoveni aktivity lipoxygenasy

Pro stanoveni aktivity lipoxygenasy je nejrdegtjSi metodou spektrofotometrické
meéteni. Principem metody jefimé stanoveni vznikajicich hydroperokickteré obsahuji
konjugované dvojné vazby svyraznou absorptii2P4 nm [120]. Nevyhodou tohoto
stanoveni je nutnost pracovat v UV oblasti, coam#iuje automatizaci metody. Na zakéad
spektrofotometrického #ieni byla proto vyvinuta kolorimetrickd stanoventier& vyuZzivaji
oxidaci latek vzniklymi hydroperoxidy za vzniku leané slodeniny [123, 124].

5.1.4.1.Porovnani spektrofotometrické a kolorimetrické meio

Stanoveni aktivity lipoxygenazy bylo optimalizovapoo vzorky j€mene (kap. 4.3.5.).
V tab. 9 jsou uvedeny vysledky aktivity LOX, né&ifené ve 20 vybranych vzorcichtjeene
spektrofotometricky a kolorimetricky. Uvedeny jspuiimérné hodnoty zeit méieni kazdého
vzorku. Aktivita byla pepaitena na U.mg su$iny za pouZiti zndmé navazky aszemého
obsahu vody ve vzorku.
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Tab. 9. Vysledky m¥"eni aktivity LOX spektrofotometrickou a kolorimetou metodou

¢. vzorku | spektrofotometricka metoda | kolorimetricka metoda FOX

[U.mg™ su§.] [U.mg™ su§.]
1 245+ 17 28,2+1,3
2 256+1,2 29,3+2,7
3 278+1,3 316+1.2
4 23,2+0,2 254 +19
5 33,3+0,6 28,7 +1,7
6 26,2+0,9 29,6 £2,0
7 29,3+0,6 28,8 +2,2
8 21,6+2,3 27,7+2,0
9 20,3+0,3 296+14
10 21,8+0,9 32,1+17
11 17,4 +0,7 30,2+2,3
12 16,7 £ 0,9 30,8+1,2
13 19,4+0,8 32,3+28
14 19,6 +1,3 29,5+4,6
15 175+1,2 30,7+1,3
16 19,1+0,4 33,5+0,6
17 20,4+0,1 354+2.2
18 23,2+0,5 31,2+20
19 19,5+0,1 240+1,6
20 22,4+£0,6 20,7 +1,6

Vysledky z n¢teni obou metod byly zaneseny do grafu a ze zavislgla ziskana rovnice
ve tvaru:
y =-0,13x + 32,28
Korelatni koeficient r = -0,1513 , &ehoZz vyplyva, Ze metody spolu nekoreluiji.
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Graf 11. Korelace spektrofotometrické a kolorimetrické mgtod

40,0

y=-0,13x + 32,28 *»
35,0 4 2
R”=0,02 g
* 0" .’0 $ o8 o
30,0 * L 4 14
L J L4 DS
N : 'S X XY * *
25,0
¢ L J
L 2K 4
20,0 1
L J

15,0 4

kolorimetrickd metoda FOX

10,0

5,0 4

0,0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

spektrofotometricka metoda

Z porovnani vysledk je Zejmé, Zecast hodnot aktivit je srovnatelnych, al€které
hodnoty jsou u kolorimetrické metody vyr&zmysSi nez u metody spektrofotometrické.
Z dosavadnich vysledknelze vSak jednozwee fici, Ze kolorimetricka metoda je cithji,

z divodu analyzy malého gtu vzorki. Pro budouci pouziti této metody by bylo vhodné
promeéfit podstati vysSi pdet vzorki a optimalizovat podminky metody.

V praci byla proto s ohledem na dosazené vysledkgale pro analyzu biologickych
vzorka pouzivana fima metoda v UV oblasti.

5.1.5.Celkova antioxidaéni kapacita

Metody stanoveni antioxidai aktivity TRAP a ABTS byly vyuZity § analyze vzork
séra v klinické studii Il v roce 2008 (kap. 4.3.6.)

5.1.5.1.Porovnani metod TRAP a ABTS

V tab. 10 jsou uvedeny hodnoty antioxida kapacity sér ziskané @&bha metodami
na p&atku a na konci klinického experimentu.

Veskera data ziskand Zfani byla zanesena do grafu a ziskana rovnice hheagrese
ma tvar:

y = 0,814 - 0,008.

Korelatni koeficient ma hodnotu r = 0,376, coz ukazujezsona slabou korelaci obou
metod. Givodem niiZze byt mimo jiné nestabilita a rozklad antioxidabtéhem skladovani
a transportu vzorkk luminometrickému stanoveni.
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Tab. 10.Analyza antioxideni aktivity v séru metodami ABTS a TRAP

J7 A\ ) N Ll N U7 -4 W J7 -— -— \" A N |

¢islo Zadatek pokusu Konec pokusu
vzorku | ABTS [mmol.I"] | TRAP [mmol.l™"] | ABTS [mmol.I""] | TRAP [mmol.l"]
1. 1,71 £0,07 1,16 £ 0,06 1,82 £ 0,06 2,05 +0,1]
2. 1,86 £ 0,05 1,31 £0,09 1,73 £ 0,04 1,35 £ 0,0¢
3. 1,92 £ 0,05 1,43 £ 0,04 1,80 £ 0,07 1,76 £ 0,0!
4. 1,96 £ 0,09 1,25+0,11 1,68 £ 0,03 1,25 £ 0,0
5. 1,85+ 0,04 1,27 £ 0,09 1,56 £ 0,03 1,40 £ 0,0/
6. 2,06 + 0,09 1,80+0,12 1,84 £ 0,05 1,57 £ 0,0¢
7. 2,01 + 0,03 1,32 £0,08 1,90+0,12 1,20 £ 0,0!
8. 2,11+0,11 2,17 +0,10 1,87 £ 0,08 1,99+0,1
9. 2,10 £ 0,07 1,56 £ 0,05 1,79 £0,08 1,65 £ 0,0¢
10. 1,90 £+ 0,06 1,35+ 0,02 1,69 £ 0,07 1,47 £ 0,07
11. 1,94 £ 0,04 1,47 £ 0,03 1,60 + 0,04 1,91 +£0,1]
12. 1,70 £ 0,02 0,80 + 0,01 1,53+0,03 0,70 + 0,04
13. 1,86 £ 0,05 1,55 £ 0,05 1,80 £ 0,08 1,92 £ 0,0¢
14. 2,02 + 0,09 1,42 £ 0,07 2,09 +£0,10 1,76 £ 0,0¢
Graf 12. Porovnani metod TRAP a ABTS
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5.2.Stanoveni nizkomolekularnich a enzymovych antioxidaa Vv jeémeni
a ve sladu

5.2.1.Vzorky jeémene a sladu

Analyza antioxidarnit v jeémeni a ve sladu probihala v rdmci spoluprace s Myrkym
Ustavem pivovarskym a sladgaym v Brr€, kde byla doktorandka zaistnana v obdobi 2006
— 2008.Resena problematika je s@isti Vyzkumného zagnu MSMT a dalSich projekt
feSenych na VUPS vdaném obdobi. Experimentalni ézém zejména vyl a typ
biologického materialu v tétgasti prace byl proto modifikovan tak, atgseni bylo v souladu
s potebami zamsstnavatele.

V ramci tétogasti prace byly na VUPS vyvinuty a optimalizovangtody pro stanoveni
vybranych nizkomolekularnich a enzymovych antiomtdakap. 5.1.). Hladiny antioxidaint
v jeémeni jsou sledovany zigodu posouzeni kvality vstupni suroviny pro vyrghva a take
z divodu sledovani zeém obsahu antioxidafitv jeémeni v zavislosti na odde, lokalite,
oSeteni a pedplodire.

Pro analyzu antioxidaich enzynmi a vitamiri bylo pouzito 48 vzonk jeémene. Bylo
vybrano 6 odid sladovnického jamene — Bojos, Jersey, Malz, Radegast. Sebastiaaa. T
Odriady byly vypestovany natyiech fiznych lokalitach v okresech Brno-venkov, P&ust,
Karlovy Vary a Beclav. Ze ziskanych vzaikbyl piipraven slad a analyzovan za stejnych
podminek jako jemen.

Pro zhodnoceni vlivu pa@wrnostnich podminek na obsah vybranych parambuyly
provadny analyzy totoznych odd ze stejnych lokalit po dobu dvou let.

Obsahy vSech #iienych parameirbyly prepaiteny na susinu za pouziti znamé navazky
a znamého obsahu vody ve vzorku.

5.2.2.Stanoveni aktivity SOD v j&meni a ve sladu

Aktivita SOD byla analyzovana v extraktech &meene nebo sladu optimalizovanou
metodou (kap. 4.3.2.,5.1.2.). Vtab.11. jsou evsd pamérné hodnoty aktivity SOD
namerené v jednotlivych odidach j€mene a sladu a v jednotlivych lokalitach v obdolod
let.

Tab. 11 Priumeérné hodnoty SOD aktivity + sirodatné odchylky u jednotlivych ot
jeémene a sladu

1. rok sledovani 2. rok sledovani
odrida aktivita SOD [U.g™ susiny] aktivita SOD [U.g™ susiny]
jeémen slad jeémen slad
Bojos 135+ 22 155+ 15 128 + 20 133+ 15
Jersey 135+ 17 158 + 24 114+ 16 127 £13
Malz 114 £ 15 148 + 23 93+ 16 126 + 22
Radegast 104 + 14 135+ 26 92 +13 113+12
Sebastian 111 +£13 148 + 26 110+ 15 127 £ 19
Tolar 121 £ 15 145 + 21 106 + 14 116 £ 11
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Z vysledki je Zejmé, Ze aktivita SOD je vyragrvyssi ve sladu nezli vdeneni. Proces
sladovani tedy iejmé zpisobuje aktivaci antioxidafitv obilce j&mene. V prvnim roce
sledovani byly nalezeny ve vSech iwdtch vySSi hodnoty aktivity SOD neZli v nasledujici

e

Radegast.

Tab. 12 Primerné hodnoty SOD aktivity + sirodatné odchylky v {gneni a ve sladu
v zavislosti na lokalit

1. rok sledovani 2. rok sledovani
lokalita aktivita SOD [U.g™ susiny] aktivita SOD [U.g™ susiny]
jeémen slad jeémen slad
Brno-venkov 134 +19 125+ 15 124 +18 146 + 14
Karlovy Vary 100 + 14 161 + 20 105+ 19 108 + 7
Prostjov 122 + 14 138+ 14 112 +£11 124 £ 10
Breclav 124 + 16 168 + 18 88 +12 118+ 7

NejvySSi hodnoty v jameni byly nalezeny v lokalit okresu Brno-venkov, zatimco
nejvyssi aktivitu ve sladu vykazovala lokalita wedse Beclav. Ogt hodnoty v prvnim roce
sledovani jsou vyraznvysSi neZli vroce druhém — zde byly nalezeny y&§iy hodnoty
aktivity v jecmeni i ve sladu v lokaktBrno-venkov.

Graf 13. Aktivity SOD v jémeni a ve sladu v zavislosti na 6d¢
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Graf 14. Aktivity SOD v jémeni a ve sladu v zavislosti nésgebni lokalig
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5.2.3.Stanoveni aktivity katalasy v j@&meni a ve sladu

Aktivita katalasy byla analyzovana v extrakteche&rjene nebo sladu optimalizovanou
metodou uvedenou v kap. 4.3.1. a 5.1.1. V tabjst&1 uvedeny @imérné hodnoty aktivity
katalasy nariené v jednotlivych odidach j€mene a sladu a v jednotlivych lokalitach
v obdobi dvou let.

Tab. 13 Priumeérné hodnoty katalasové aktivity + grodatné odchylky u jednotlivych ot
jeémene a sladu

1. rok sledovani 2. rok sledovani
odrida aktivita CAT [U.g ™ susiny] aktivita CAT [U.g ™ susiny]
jeémen slad jeémen slad
Bojos 90 + 31 160 £ 51 109 + 33 135 + 33
Jersey 101 + 36 187 + 89 114 + 30 135+ 25
Malz 86 + 33 158 + 67 97 + 33 110+ 24
Radegast 63 £ 33 152 + 46 107 £ 29 126 + 28
Sebastian 74 + 24 151 £+ 53 110 + 30 116 + 34
Tolar 100 + 33 162 + 58 110 + 36 113 + 26

Vysledky ukazuji ndrst aktivity enzymu katalasy ¢hem sladovani; v prvnim roce
sledovani byly hodnoty ve sladu ¥kterych gipadech i dvakrat vyssi. Ve druhém roce
sledovani rozdily v aktivit v jecmeni a ve sladu nejsou jiz tak vyrazné. Z vysiedielze

prokézat zavislost aktivity na adie.
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Tab. 14 Primerné hodnoty katalasové aktivity + grodatné odchylky v jgneni a ve sladu
v zavislosti na lokalit

1. rok sledovani 2. rok sledovani
lokalita aktivita CAT [U.g ™ susiny] aktivita CAT [U.g ™ susiny]
jeémen slad jeémen slad
Brno-venkov 119+ 16 73+ 14 114+ 10 157 + 21
Karlovy Vary 40+9 158 + 17 74+11 88+14
Prostjov 98 + 27 233 + 37 154 + 13 119+ 10
Breclav 85+21 182 + 31 88+7 125 + 25

Z vysledka aktivit katalasy v jednotlivych gstebnich lokalitAch jsou patrny vyrazné
rozdily. V lokalit Brno-venkov byly nalezeny v prvnim roce sledovdizi8i aktivity ve sladu
nezli v jg&meni. Ke stejnému jevu doSlo v nésledujicim rodekalit¢ Prostjov. Zavislost
aktivity na pstebni lokalié nebylo moZzno prokazat, aktivitu prasgbdobré ovliviiuji

klimatické podminky v daném roce.

Graf 15. Aktivity katalasy v j@meni a ve sladu v zavislosti na 6d¢
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Graf 16. Aktivity katalasy v j@meni a ve sladu v zavislosti nésgebni lokalig
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5.2.4.Stanoveni aktivity peroxidasy v j€meni a ve sladu

Aktivita peroxidasy byla analyzovana v extraktegecmene nebo sladu optimalizovanou

Prostjov

Breclav

metodou uvedenou v kap. 4.3.3. a 5.1.3. V tabjstiu uvedeny @imérné hodnoty aktivity

peroxidasy nagiené v jednotlivych odidach j€mene a sladu a v jednotlivych lokalitach
v obdobi dvou let.

Tab. 15 Primeérné hodnoty aktivity peroxidasy + gnodatné odchylky u jednotlivych ot

jeémene a sladu

1. rok sledovani 2. rok sledovani
odrida aktivita POD [U.g™ susiny] aktivita POD [U.g™ susiny]
jeémen slad jeémen slad
Bojos 1,34 +£0,74 4,57 + 0,73 1,01 £0,20 4,39001,
Jersey 1,16 £ 0,46 4,34 + 0,68 1,00 £ 0,14 4,261 0
Malz 1,39 £ 0,61 4,89 +0,71 1,03 +0,2P 4,10 191,
Radegast 1,12 £ 0,61 4,55 £ 0,76 0,71 +0,14 3,687
Sebastian 0,90 + 0,34 3,82 + 0,87 0,76 +0,11 3,105
Tolar 1,00 £0,48 4,41 + 0,80 0,59 + 0,09 3,20590,

Z vysledki je patrny ®kolikandsobny ndist aktivity peroxidasy &em sladovani

s

hodnoty vSak nebyly vzhledem k ostatnimimi#m vyrazg odlisSné.
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Tab. 16.Primerné hodnoty aktivity peroxidasy + gmodatné odchylky v jgneni a ve sladu
v zavislosti na lokalét

1. rok sledovani 2. rok sledovani
lokalita aktivita POD [U.g™ susiny] aktivita POD [U.g™ susiny]
jeémen slad jeémen slad
Brno-venkov 1,64 + 0,52 3,44 + 0,54 1,02 +0,25 74:8),95
Karlovy Vary 0,53+ 0,20 4,46 + 0,41 0,77 + 0,17 58+ 0,73
Prostjov 1,45+0,19 5,07 £ 0,46 0,83+0,16 3,40 + 0,93
Breclav 0,99 + 0,50 4,76 + 0,75 0,78 £ 0,25 3,34640,

Z naméienych aktivit nelze jednozwtiaé prokézat vliv lokality na aktivitu peroxidasy.
V prvnim roce sledovani byly nateny vyznamné rozdily mezi jednotlivymigiebnimi
lokalitami, ve druhém roce byly aktivity bez vyznaémo rozdilu; vyjimku tviila aktivita
POD ve sladu u lokality Brno-venkov, ktera bylaagm vysSi oproti ostatnim.

Graf 17. Aktivity peroxidasy v jgneni a ve sladu v zavislosti na 6d¢

aktivita peroxidasy [U:§su.]

6,00

5,00

Ojecmen Oslad

4,00

3,00

2,00

1,00 -

0,00

[ [ r

Bojos‘ Jersey‘ Malz

1. rok sledovani

RadegAst Seba#tian To

ar

2. rok sledovani

Bo*os Je}sey z V\%aﬁ!adega#t SebastiLn TolA‘r

91



Graf 18. Aktivity peroxidasy v jameni a ve sladu v zavislosti naspebni lokali¢

6,00

5,00

Ojecmen

Oslad

4,00

3,00

2,00

aktivita peroxidasy [U.§sus.]

1,00 ~

-

-

-

-

0,00

Brno-

venkov

Karlovy

Prostjov

Bieclav

Brno- Karlovy

Prostjov

Bieclav

Vary

1. rok sledovani

5.2.5.Stanoveni vitaminu E v j&meni a ve sladu
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Obsah vitaminu E byl analyzovan v extraktech ¢mene nebo sladu (kap. 4.3.8.2).
V tab. 17. jsou uvedeny jgmérné hodnoty vitaminu E natifené v jednotlivych odidach
jeémene a sladu a v jednotlivych lokalitach v obdolmwudlet.

Tab. 17 Primeérné hodnoty obsahu vitaminu E +&mdatné odchylky u jednotlivych ot
jeémene a sladu

1. rok sledovani 2. rok sledovani
odrida obsah vitaminu E [mg.kg'] obsah vitaminu E [mg.kg']
jeémen slad jeémen slad
Bojos 16,2 + 3,0 18,7+25 79+28 184+24
Jersey 155+1,9 21,4+ 3,4 9,6 +3,1 20,5+ 2,2
Malz 15,1 +1,7 19,8+2,0 9,7+2,7 20,2+1,9
Radegast 149+22 18,0+ 2,8 7,7+35 19,8+ 1,
Sebastian 139+1,7 20,3+2,1 85+3,0 21,15+ 2,
Tolar 14,8+22 18,3+3,1 9,1+27 17,1+ 3,11

Z vysledki je patrny vyrazny nést hladin vitaminu E { sladovani jémene. Nebyl
nalezen signifikantni rozdil v hladinach u jednottih odid. V druhém roce sledovani vSak
nastal vyrazny pokles hladin jaeni; nangiené hladiny vitaminu E ve sladu se v obou
sledovanych rénicich nezmanily.
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Tab. 18.Primerné hodnoty obsahu vitaminu E +&mdatné odchylky v igneni a ve sladu

v zavislosti na lokalét

1. rok sledovani 2. rok sledovani
lokalita obsah vitaminu E [mg.kg'] obsah vitaminu E [mg.kg"]
jeémen slad jeémen slad
Brno-venkov 17,1+2,5 194 +1,7 8,6 + 3,6 208 &
Karlovy Vary 145+0,9 16,0+ 1,6 8,620 16,26
Prostjov 134+1,9 22,3+2,2 6,1+15 19,6 £2,2
Breclav 153+1,7 20,0+ 2,0 11,9+1,6 21,0+1/5

Z vysledki nelze prokazat jednozéraou zavislost obsahu vitaminu E ngstebni lokalig.
NejnizSi hladiny v jémeni byly nangieny u vzork z lokality Prostjov, ovSem ve sladech
z téze lokality doSlo k vyraznému ridtu obsahu. NejnizSi hladiny ve sladu byly ggny
v lokalit¢ Karlovy Vary.

Graf 19. Hladiny vitaminu E v jémeni a ve sladu v zavislosti na 6d¢
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Graf 20. Hladiny vitaminu E v j@émeni a ve sladu v zavislosti na lokalit
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Na obr. 33. je znazoén chromatogram analyzy vitaminu E ¥ijeeni; obsah vitaminu E byl
stanoven jako suma obsazenych tokofeeotokotrienal ve vzorku.
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Obr. 33.Chromatogram analyzy tokoferioh tokotrienod v jecmeni
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5.2.6.Stanoveni karotenoidi v je¢meni a ve sladu

5.2.6.1.Stanoveni luteinu v jémeni a ve sladu

Obsah luteinu byl analyzovan v extraktech &rjene nebo sladu metodou uvedenou
v kap. 4.3.8.2. V tab. 19. jsou uvedenyirpérné hodnoty luteinu na#hené v jednotlivych
odridach j€émene a sladu a v jednotlivych lokalitach v obdoludlet.

Tab. 19.Primerné hodnoty obsahu luteinu + gnedatné odchylky u jednotlivych aut
jecmene a sladu

1. rok sledovani 2. rok sledovani
odrida obsah luteinu [mg.kg'] obsah luteinu [mg.kg"]
jeémen slad jeémen slad

Bojos 4,13 £ 1,03 6,84 + 0,99 3,00+ 0,41 5,56690,
Jersey 4,94 £ 0,87 7,83 +1,08 3,26 £ 0,50 5,882 0
Malz 4,29 +0,61 6,52 + 0,64 2,46 £ 0,37 5,34 #1,0
Radegast 3,97 £ 0,70 6,25+ 0,84 2,75+0,83 4058
Sebastian 4,68 £ 0,73 6,94 £ 0,54 3,22 + 0,68 5,107
Tolar 4,97 £ 0,68 7,16 + 0,49 3,66 + 0,65 5,13430,

Hladiny luteinu v jémenu se pohybovaly v prvnim roce sledovani mezi migkg’.
Ve sladu vzrostla jeho hladina o polovinu. NejvyBsidnoty byly zaznamenany v dadg

Ve druhém roce sledovani byly né&mny nizSi hodnoty v fgneni i ve sladu. Zavislost
na odiidé nebyla prokazana.

Tab. 20Primerné hodnoty obsahu luteinu + gmdatné odchylky v j@neni a ve sladu
v zavislosti na lokalét

1. rok sledovani 2. rok sledovani
lokalita obsah luteinu [mg.kg'] obsah luteinu [mg.kg"]
jeémen slad jeémen slad
Brno-venkov 4,43 + 0,65 6,91 +0,72 3,19 + 0,38 25:0,63
Karlovy Vary 3,54 +0,75 5,95 + 0,64 2,37 £0,41 461+ 1,03
Prostjov 510+0,70 7,64 +£0,83 3,41+0,72 5,28 + 0,53
Breclav 4,92 £0,35 7,20 + 0,56 3,26 + 0,38 5,73470,

Zhodnocenim vysledkhladin luteinu v zavislosti na lokalitukazalo, Ze nejnizsi hladiny
luteinu se vyskytovaly po oba roky v lokaliKarlovy Vary. NevysSi hladiny byly naiteny
prvni rok v lokali¢ Prostjov; v druném roce iy vSechny lokality vyraz&é nizsi hladiny
nezli prvni, avSak Zzadna se vyznammeliSila od ostatnich.
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Graf 21. Hladiny luteinu v jémeni a ve sladu v zavislosti na 6dé
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Graf 22. Hladiny luteinu v jémeni a ve sladu v zavislosti na lokalit
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5.2.6.2.Stanovenif-karotenu v j@meni a ve sladu

Obsah B-karotenu byl analyzovan v extraktech &yene nebo sladu (kap. 4.3.8.2.).
V tab. 21. jsou uvedeny {mérné hodnotyp-karotenu narrené v jednotlivych odidach
jeémene a sladu a v jednotlivych lokalitach v obdolmwudlet.
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Tab. 21.Primerné hodnoty obsahy#karotenu + srdrodatné odchylky u jednotlivych ot
jeémene a sladu

1. rok sledovani 2. rok sledovani
odriida obsahp-karotenu [mg.kg™”] obsahp-karotenu [mg.kg™]
jeémen slad jeémen slad

Bojos 0,11 £ 0,02 0,39 £ 0,07 0,14 + 0,03 0,54080,
Jersey 0,12 + 0,02 0,46 + 0,06 0,13 £ 0,02 0,57120
Malz 0,12 + 0,01 0,38 + 0,05 0,13 + 0,02 0,55 #70,0
Radegast 0,11 + 0,09 0,34 £ 0,04 0,12 +0,02 9,807
Sebastian 0,14+ 0,10 0,36 + 0,05 0,14 £ 0,02 0,886
Tolar 0,13+0,10 0,32 +0,04 0,14 + 0,02 0,39@40,

Hladiny [(-karotenu vjémeni se pohybovaly po oba roky sledovani
mezi 0,11 - 0,14 mg.Kgbez vyrazgjSich rozdit. Hodnoty ve sladu vak byly prvni rok

N 14

sladovani vyrazh nizSi nez druhy rok. Nejvyssi hladiny ve sladuybghneieny v odiidé

v s

Tab. 22 Primerné hodnoty obsahy#karotenu + srdrodatné odchylky v jgneni a ve sladu
v zavislosti na lokalé

1. rok sledovani 2. rok sledovani
lokalita obsahp-karotenu [mg.kg™] obsahp-karotenu [mg.kg™”]
jeémen slad jeémen slad
Brno-venkov 0,18 + 0,11 0,41 + 0,07 0,14 + 0,02 339,08
Karlovy Vary 0,09 + 0,02 0,38 £ 0,06 0,10 £ 0,01 4D+ 0,07
Prostjov 0,11 + 0,02 0,38 £ 0,06 0,12 £ 0,01 0,48 + 0,05
Breclav 0,11 £ 0,02 0,33 + 0,06 0,16 + 0,01 0,57@90,

Sledovanim hladin 3-karotenu v jednotlivych §stebnich lokalitach bylo zji&ho,

e

> s

Jestlize byly u luteinu nagfeny druhy rok sledovani nizSi hodnotyfBtkarotenu tomu bylo
praw naopak, hladiny ve sladu druhym rokem vyznawurostly.
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Graf 23. Hladiny S-karotenu v jémeni a ve sladu v zavislosti na 6d¢
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Graf 24. Hladiny S-karotenu v jémeni a ve sladu v zavislosti na lokalit
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Analyza karotenoid ve vybranych vzorcich sladu pomoci RP-HPLC/ESI-MS

MS analyza byla provedena off-line v zaporném m@ahr. 35, 36). Nastaveni parantetr
hmotnostniho spektrometru je shrnuto v kap. 4.3.R&otenoidy byly separovany pomoci
RP-HPLC, frakce vzork byly podle retetnich ¢asi zachytavany a posléze aplikovany
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do detektoru jednordzévdavkovacim ventilem. Pro &eni retednich ¢asi pro odebiréni
frakci byla pouzita detekce UV-VIS (obr. 34).
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Obr. 34.Chromatogram analyzy karotendide sladu RP-HPLC s UV-VIS detekci
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Ve vybranych a analyzovanych vzorcich sladu byllereny nizké koncentrace luteinu
i B-karotenu. Metoda RP-HPLC/MS-ESI se proto jevi jakwdna k rozliSeni a detekci
jednotlivych karotenoitl v piipack, Ze se ve vzorcich vyskytuje vice analye velmi nizkych
koncntracich a nelze je pomoci HPLC rozlisit.

5.2.7.Stanoveni lipoxygenasy v jEmeni a ve sladu

Analyza lipoxygenasy v fgneni a ve sladu probihala v ramci spoluprace s Myrkym
Ustavem pivovarskym a slag&aym v Brré. ReSena problematika je s@sti Vyzkumného
zaméru MSMT a projektu NAZV MZE. Pro analyzu aktivity QX bylo pouZito
20 vySlechinych odiid jeémene odvozenych od vySe sledovanych @iddZe vSech vzork
vyslechtnych odiid byl ve VUPS vyroben slad za stadardnich podm(keg. 4.2.3.2.).

V dodanych vzorcich vysleahtych odfid jeémene i v naslednpripraveném sladu byla
stanovena aktivita enzymu LOX spektrofotometrickometodou v UV oblasti
optimalizovanou v fedchozim rocéeSeni projektu (kap. 4.3.5.2.). Analyzy byly prosey
v ¢erstw homogenizovanych vzorcich uchovavanych B°C. VesSkeré analyzy byly

provedeny v laboratich FCH VUT v Bre.

Obsahy vSech #iienych parameir byly prepateny na susinu za pouziti znamé navazky

a znamého obsahu vody ve vzorku. N&né hodnoty jsou uvedeny v tab. 23.

Tab. 23 Nanerené primerné hodnoty aktivity LOX * sénodatné odchylky aktivity v deneni

a ve sladu
vzorek odriida LOX v jeémeni [U.mg"] LOX ve sladu [U.mg"]
1 Wikingett 82,7+3,7 183,3+6,7
2 Troon 97,3+2,5 241,7 £ 15,3
3 Cruiser 103,5+6,2 350,0 + 14,8
4 Bellevue 92,0+4,6 166,7 £9,9
5 Biatlon 30,7+3,3 75,0145
6 Mauritia 25,3+3,0 37,517
7 Ebson 90,7 +4,3 191,7+12,4
8 NFC Tipple 110,6 £ 7,5 2375+ 11,6
9 Westminster 21,3+1,6 41,7 + 3,2
10 Publican 93,3+3,4 166,7 £ 13,0
11 Marthe 126,7 +6,4 250,0 £ 14,6
12 Maltasia 121,3+7,6 350,0+9,4
13 Lissane 106,7 £ 9,1 241,7 £8,9
14 Musikant 1448 +12,3 291,7+11,3
15 Xanadu 192,3+13,8 550,0 + 18,2
16 Jersey 127,7 + 10,2 233,3+7,4
17 Malvaz 229+1,8 33,3+£2,6
18 Binder 133,9+9,6 450,0 £ 16,6
19 Tepelsky 178,7 +10,1 591,7 £+ 17,9
20 Ratbdsky 12,8 +1,3 41,7 +3,9
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Jednotlivé vzorky jemen se liSily v hodnat aktivity LOX pomgrné znané, hodnoty
kolisaly az v rozmezi tddu. Nejvyssi aktivity enzymu byly nalezeny zejmé&eavzorcich
odrid Xanadu, Binder, Musikant a dale Jersey a Marthe.

Slady z dodanych vzoikjecmene byly zpracovany standardni procedurou v labidch
VUPS. Aktivita lipoxygenazy ve sladu byla asi 2-3y&3i neZ v jgmeni. Nejvy3si aktivita
byla nalezena ve vzorcich éadr Xanadu, Binder a Tepelsky; relatévmysokd aktivita byla
pozorovana rowt ve vzorcich Troon, Cruiser, Maltasia a Musikddrovnani hladin LOX

pro jednotlivé odidy je znazorsno v grafu 25.

Graf 25. Hladiny LOX v jémeni a ve sladu v zavislosti na 6d¢
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Slady gipravené z jgmeni o vysSi aktivié LOX obvykle obsahovaly rowz vysSi aktivitu
enzymu LOX, coZ jetfeba zohlednit zejménatipvybéru odiid pro dalSi technologické
Zpracovani.

5.3.Sledovani slozek antioxid&niho komplexu v lidském organismu - klinicka
studie |

Ve druhécéasti prace byly ve spolupréaci s @tlshim klinické biochemie v Kyjay, privatni
laboratdi Vetlab v Brré a s laboratti specialnich analyz VUPS v Brrprovedeny d¥
klinické studie zarfené na zrny hladin enzymovych a neenzymovych antioxidant
v lidském organismu v zavislosti nd&ijmu vybranych esenciélnich antioxidant potraw.
Souwasti prace bylo zavedeni a optimalizace metod pomitoring antioxidaniho stavu
organismu.
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5.3.1.Popis klinického experimentu

Prvniho klinického experimentu realizovaného v diidiijen 2005 -cerven 2006 se
zWastnilo celkem 38 osob. Popis souboru a skupiny js@deny v tab. 24.

Tab. 24.Soubor jeding Ucastnicich se experimentu

skupina n muzi | Zeny | vékovy praumér | zdravotni stav

I 10 3 7 47 + 10 hyperlipidemie

Il 12 6 6 55+ 6 mirna hypercholesterolemie
1] 8 2 6 42 +11 bez va&sich chorob
kontrolni 8 4 4 40+ 9 bez va&gich chorob

Klinicky experiment byl realizovan v obdobi 8¢sici. Jednotlivé faze jsou znazeény
v tab. 25. V pibéhu studie byla vSem jediim odebirana krev a sledovan celkovy
metabolicky stav progdnictvim stanoveni hladinfady parametr v separovaném krevnim
Seru.

Tab. 25.Schéma klinické studie

Faze Odbéry | Skupina | | Skupina ll | Skupina lll Kontrolni skupina
vl,i faze : 01/2006 normalni strava
fijen — prosinec
2. faze _ e, . L
04/2006| normalni strava + vitaminovy preparéat normalnivgtra
leden — bezen
. fa -
3. faze y 06/2006 normalni strava
duben —¢erven

V tab. 26 je uvedeno deklarované sloZeni potravdhowdophku, ktery uzivaly skupinyti
skupiny ve druhé fazi experimentu, vzdy 3 kapsleinde Ugelem vyuZiti uvedeného
potravinového dopku bylo owiit predpokladany &inek polynenasycenych mastnych
kyselin na regulaci metabolismu cholesterolu a cyiglyceroli. Tokoferol obsazeny
v kapslich ma za ukol podporovat tuto regulaci upuaoxida&niho stavu a row¥ stabilizaci
samotnych sloZek preparatu.

Tab. 26.Deklarované sloZeni potravinového ddql

Nature Bounty EPA (obsah 1 kapsle)

Vitamin E 1,12 mg
Rybi olej 1000 mg
- z toho aktivni latky: 180 mgeikosapentaneove kyseliny
120 mg dokosahexaneové kyselin
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Z&kladni biochemické parametry byly analyzovanyabokatdich klinické biochemie
v Kyjové pomoci akreditovanych metod. Stanoveni celkové@oxidieni aktivity bylo
optimalizovdno v ramci této prace a analyzovano ganautomatizované metody Total
Antioxidant Status (Randox Laboratories, UK). Nizlaekularni antioxidanty byly
analyzovany v laboratich FCH VUT v Bre pomoci optimalizovanych metod zaloZenych
na HPLC stanoveni [145, 146]. V ramci této pracky kgvedeny a optimalizovany parametry
oxidatniho poSkozeni protein(AGE, AOPP). V analyzovanych vzorcich byly stanoye
rovnéZz hladiny mastnych kyselin optimalizovanymi metodasalizovanymi v laboratach
VUPS v Brr.

5.3.2.Vyhodnoceni biochemickych parameti

Zakladni biochemické parametry byly u vSech skupmalyzovany v krevnim séru
v laboratdi klinické biochemie v nemocnici Kyjov za pouzitkraditovanych postup
Prehled vySabvanych parameir fyziologickych rozmezi a pouzitych metod je uvede
v tab. 5 v kapitole 4.4.4.

Vtab. 27 — 30 jsou u jednotlivych skupin uvedemynmrné hodnoty a s#modatné
odchylky paméra metabolickych paraméir métené v daném obdobi. Hodnotyepahujici
fyziologické rozmezi jsou znazammy cerverg, modra barva oziaje hodnoty
pod fyziologickym rozmezim.

Tab. 27.Skupina | - hyperlipidemici

Parametr Jednotky 01/2006 04/2006 06/2006
Glykovany hemoglobin % 3,3+0,5 3,5+0,4 3,3+0,5
Mocovina mmol.I* 5,20+0,73 4,80 £ 0,99 5,07 +0,71
Kreatinin umol.I* 71£16 72+11 74+9
Kyselina m@ova umol.I* 253 + 77 249 + 84 241 + 74
Cholesterol celkovy mmol.I* | 754+120| 6,88+1,29 6,28+0,6p
HDL cholesterol mmol.I* 1,64 £0,21 1,54 + 0,33 1,49 £ 0,27
LDL cholesterol mmol.I* 4,78 £ 0,49 4,45 + 0,99 4,42 + 0,59
Triacylglyceroly mmol.I* 290+1,79| 1,85+0,96 1,83+ 0,93
Aterogenni index - 3,67 +£0,98 3,65+ 1,22 3,37 £ 0,93
Apolipoprotein A g.l? 1,54+0,14| 1,65+0,29 1,68 + 0,20
Apolipoprotein B g.I? 1,41+£027| 135+026 1,19+0,15
Index ApoA/ApoB -

Albumin g.I? 38,2+35 38,7+36| 381+38
Celkova antioxidani kapacita | mmol.r* 157+0,12| 1,67+0,12 157+0,08
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Tab. 28.Skupina Il - hypercholesterolemici

Parametr Jednotky 01/2006 04/2006 06/2006
Glykovany hemoglobin % 3,2+0,8 3,5+0,7 3,4+0,8
Mocovina mmol.I* 4,46 +0,67| 4,78+1,02 532+1,24
Kreatinin umol.I* 72 +16 73+13 78 £ 16
Kyselina m@ova umol.I* 262 + 59 292 + 77 289 + 96
Cholesterol celkovy mmol.I' | 586+045| 557+08§ 544+0,88
HDL cholesterol mmol.I* 1,46+0,32| 1,46+026 1,37+0,22
LDL cholesterol mmol.I* 3,55+0,48 3,33+0,76 3,58 + 0,68
Triacylglyceroly mmol.I* | 232+0,84| 1,72+1,05| 1,59 0,87
Aterogenni index - 3,22+1,07| 296+1,01| 3,10 +0,96
Apolipoprotein A g.l? 1,46 +0,20| 1,66 0,22 1,62 +0,21
Apolipoprotein B g.I? 1,09+0,17| 1,05+0,26 1,00 £ 0,20
Index ApoA/ApoB - 164+069| 1,72+0,65
Albumin g.I? 38,6 +2,1 400+18| 391+19
Celkova antioxidéni kapacita| mmol.I* 1,79+0,44| 1,72+0,13 1,67 +0,09
Tab. 29.Skupina Il — zdravi jedinci

Parametr Jednotky 01/2006 04/2006 06/2006
Glykovany hemoglobin % 29+04 28+0,3
Mocovina mmol.I* 446 +0,67| 407+126 4,27+0,71
Kreatinin pmol.I"* 64 + 10 70+ 8 67 =10
Kyselina m@ova umol I 199 + 51 226 + 49 212 + 48
Cholesterol celkovy mmol.I* 454+0,34| 4,700,786 4,51 £ 0,77
HDL cholesterol mmol.I* 156+0,20| 1,48+0,22 1,430,165
LDL cholesterol mmol.I* | 2,87+0,60| 2,78+0,68 2,90+0,75
Triacylglyceroly mmol.* 1,04 £ 0,39 0,90 £ 0,38 0,92 £0,36
Aterogenni index - 1,96 + 0,37 2,19 £ 0,50 2,18 + 0,60
Apolipoprotein A g.I? 1,41+0,13| 1,60+0,15 1,58 +0,11
Apolipoprotein B g.l* 0,80+0,13| 0,83x0,15 0,77 0,16
Index ApoA/ApoB - 1,83+0,38| 2,00+045 2,13+0,43
Albumin g.l? 39,2+21 395+24 39,8 + 3,0
Celkova antioxidani kapacita | mmol.r* 1,53+0,08| 1,63+0,10 1,58+0,10

104




Tab. 30.Skupina IV — kontrolni skupina

Parametr Jednotky 01/2006 04/2006 06/2006
Glykovany hemoglobin % 28+04 28+0,2
Mocovina mmol.I* 3,83+0,82| 4,05+0,81 4,09+0,70
Kreatinin umol.I* 66 + 11 66 + 13 76+9
Kyselina m@ova umol.I* 223 + 57 212 + 77 202 + 66
Cholesterol celkovy mmol.I* 526+0,49| 5,08+0,49 4,68+0,55
HDL cholesterol mmol.I* 1,60+0,32| 1,50+0,22 1,46+0,13
LDL cholesterol mmol.I* 3,02+056| 2,94+0,44| 2,82+0,52
Triacylglyceroly mmol.I* 1,19+0,30| 1,00+0,09 0,92 +0,17
Aterogenni index - 2,42 +0,78 2,47 £ 0,63 2,23 +0,5b6
Apolipoprotein A g.l? 1,67+0,21| 1,60+0,21 1,58 + 0,15
Apolipoprotein B g.I? 1,06+0,15| 0,89+0,10 0,89+0,12
Index ApoA/ApoB - 1,63+0,36| 1,82+0,33 1,82 +0,36
Albumin g.I? 40045 | 401+4,3] 42127
Celkova antioxidéni kapacita| mmol.I* 1,53+0,14| 1,50+0,14 1,31 +0,09

Po #imésicni suplementaci potravinovym dagem doSlo k signifikantnimu poklesu
hladin cholesterolu, LDL i triacylglycerdl u jedindi s hyperlipidémii. U jedinc
s cholesterolemii doSlo k vyraznému poklesu hlattiacylglycerofi, ostatni parametry
vykazovaly pouze mirny pokles. U zdravych jedirckontrolni skupiny nedoslo k vyraznym
zme¢nam. S vysledky zakladnich lipidovych parametkoresponduji i vySéeni
apolipoproteii. DosSlo k mirnému poklesu hladin apolipoproteinu Bery koreluje
s vySetenim LDL-cholesterolu, a ro¥# k poklesu indexu ukazujicimu zvySené riziko venik
aterosklerosy.

Podavany potravinovy dopik obsahuje vysoké mnozstvi PUFA a tokoferolu;
ze ziskanych vysledkje patrné, Ze kombinovany efekt PUF£ep prostaglandinovou drahu
a antioxidantu progtdnictvim regulace oxidaiho stavu je schopenciané a pozitivré
ovlivnit hladinu lipida v organismu.
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Graf 26. Zmeny hladin lipidovych parametirbechem daného obdobi
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Graf 27. Zmeny hladin apolipoproteifa a aterogenniho indexwhem daného obdobi
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5.3.3.Vyhodnoceni nizkomolekularnich antioxidanti

Métfeni  hladin retinolu, a-tokoferolu a karotenoid probihalo metodou RP-HPLC
s VIS detekci a programovanou &mu vinové délky (kap. 4.3.8.1.). Kvantitativni
vyhodnoceni jednotlivych analytbylo provedeno pomoci externi kalibrace s pouzitim
vybranych standatd

Vtab. 31 jsou uvedeny hodnoty némnych nizkomolekularnich antioxidénbéhem
sledovaného obdobi.

Tab. 31.Nanerené hladiny nizkomolekularnich antioxidant

Skup. |analyt (umol.l™) 01/2006 04/2006 06/2006
retinol 4,90 + 2,63 12,00 + 7,46 3,23 +0,89
a-tokoferol 40,59 = 9,69 64,94 £ 11,65 18,51 +5,78

I lutein 1,07 £ 0,38 0,92 + 0,29 1,23+0,34
lykopen 1,00 £ 0,52 0,62 +0,48 0,71 +£0,58
a-karoten 0,27 £ 0,17 0,15+0,12 0,25+ 0,25
B-karoten 0,69 £ 0,48 0,43+0,31 0,67 £ 0,71
retinol 3,97 +£1,78 6,55+ 2,43 2,91 +£0,62
a-tokoferol 26,83 +7,16 46,41 +£ 10,87 17,51 +5,53

I lutein 0,97 £ 0,36 1,26 + 0,66 1,01 +0,28
lykopen 0,97 £ 0,74 0,50 £ 0,62 0,69 +0,49
a-karoten 0,25+0,13 0,13+0,17 0,20+ 0,16
B-karoten 0,66 + 0,38 0,52+0,71 0,51 +0,37
retinol 4,12 +2,73 6,28 + 2,26 2,28 + 0,90
a-tokoferol 27,55 +9,52 49,89 + 11,86 11,59 £ 3,09

" lutein 1,10+ 0,39 0,79 + 0,27 0,95 +0,28
lykopen 0,78 + 0,32 0,45+0,24 0,64 £0,43
a-karoten 0,25+0,11 0,11 £ 0,06 0,13+ 0,09
B-karoten 0,62 + 0,37 0,66 + 0,31 0,57 £ 0,36
retinol 7,02 + 3,50 3,60+0,78 9,77 £ 1,99
a-tokoferol 33,34 £ 8,52 16,18 + 2,04 46,99 + 12,26

I lutein 0,87 +£0,13 0,61 + 0,09 1,13+0,18
lykopen 0,25 + 0,06 0,36 £ 0,41 0,69 + 0,65
a-karoten 0,11 £0,04 0,11 £0,04 0,23+£0,14
B-karoten 0,28 £ 0,03 0,23+0,14 0,58 £ 0,20

Béhem reékolikamésicniho uzivani preparatu doSlo k vyznamnémuastar hladin retinolu
a a-tokoferolu u vSech suplementovanych skupin. U iaint skupiny je moZno pozorovat
opany efekt — k nakstu doslo az v poslednim sledovaném obdobi.
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Obr. 37.Chromatogram analyzy retinolu@tokoferolu v lidském séru

3
o+

luteity

a-katoten

b-katoten

Ikapen

Obr. 38.Chromatogram analyzy karotendaid lidském séru
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Graf 28. Zmeny hladin retinolu a alfa-tokoferoluchem daného obdobi
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Graf 29. Zmeny hladin karotenoid behem daného obdobi
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Hladiny nizkomolekularnich antioxidantjsou povazovany spiSe za monitoring jejich
piijmu a jen nefimo vypovidaji o aktivit antioxid&niho komplexu. Nicmé&f) i ty
antioxidanty, které nebyly obsazeny v podavanémaréu, byly postughzvyseny — je tedy
mozné, Ze $ dodani gkterych sloZzek antioxidamiho komplexu se jiné sloZky s podobnym
Gcinkem (@. membranové antioxidanty) ¥grpavaji pomaleji, coz se projevi jejich vySSimi
hladinami v extraktu séra. Antioxitlai komplex funguje izjm¢ jako dolfe organizovana
a regulovana metabolicka’si

5.3.4.Vyhodnoceni produkti glykace a oxidace proteii

V tab. 32 jsou uvedeny hodnoty ziskané analyzoulykii pokratilé oxidace proteit
a produki pokratilé glykace (kap. 4.3.7.). Z vysledlke patrny vyznamny rozdil hladin mezi
jednotlivymi skupinami. Skupiny | a Il, tedy riziké skupiny, maji signifikantn vyssi
hladiny produki oxidace proteifti, neZzli skupiny zdravych jedidc Béhem obdobi
suplementace dochazi k vyraznému poklesu hladin A@Rrvnich dvou skupin. Skupiny
zdravych jeding a kontrolni vyznamné z&¢ny nevykazuji. B sledovani hladin produikt
pokrasilé glykace AGE dochazi ro¥a u prvnich dvou skupin k mirnému poklesthém
sledovaného obdobi.

Tab. 32.Nanerené hodnoty AGEs a AOPP

skupina | parametr [jednotky] 01/2006 04/2006 06/2006

| AOPP pimol.I"] 357 £ 19 255 £ 11 178 + 14
AGE [AU] 70 £ 6 62 +7 61 + 4

' AOPP pmol.I"] 314 + 20 291 + 23 167 + 19
AGE [AU] 71+4 61+7 63 £ 8

" AOPP pmol.I"] 135 £ 13 152 + 17 114 £ 13
AGE [AU] 64 + 6 53 +6 57 +9

y  [AOPP fimol.I"] 129 + 10 142 £ 12 125 9
AGE [AU] 66 + 4 55 + 4 58 £ 5
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Graf 30. Zmeny hodnot AOPP énem daného obdobi
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Graf 31. Zmeny hodnot AGE éhem daného obdobi
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Pfi porovnavani vysledk byla nalezena slaba kladna korelace (r = 0,59)i A@PP
a AGE u skupiny jedinccs hyperlipidemii; u ostatnich skupin jedintyto parametry korelaci
nevykazovaly.

Vysledky AGE byly u vSech skupin testovanych sutijelsrovnany s hladinami
glykovaného hemoglobinu, avSak v zadné sk&igiodnoty nekorelovaly. Ro¥# nebyla
zaznamendna Zadnd korelace mezi celkovou antio¥id&kapacitou a mnoZstvim
glykovanychei oxidovanych produki.

U pozorované skupiny hyperlipideniikbyla zaznamenana slaba kladna korelace
celkového cholesterolu a AOPP (r = 0,56) i AGE (r0;750) a signifikantni korelace
triacylglyceroli s okkma metodami AOPP (r = 0,85) i AGE (r = 0,69) nadima
vyznamnosti 0,05.

Vysledky parametr negimo charakterizujicich oxidai stav organismu #dci opst
o pozitivni roli podavaného vitaminového preparagjména u jedinc s hyperlipidemii
a o propojeni metabolismu ligich mechanisiinregulace oxidénich proces.

Graf 32. Korelace mezi AOPP a AGE ve skupnyperlipidemik
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Graf 33. Korelace mezi AOPP a triacylglyceroly ve skufinyperlipidemik:
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Graf 34. Korelace mezi AGE a triacylglyceroly ve skupityperlipidemik
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5.3.5.Vyhodnoceni analyz mastnych kyselin v séru

Analyza mastnych kyselin v séru probihala ve sp@dlcip s Vyzkumnym Udstavem
pivovarskym a sladakym v Brre (kap. 4.3.10.). Ve vzorcich bylo pomoci &mého
standardu identifikovano 30 mastnych kyselin. Chatogram analyzy standardu je
znazorgn na obr. 39. s identifikaci jednotlivych fik Chromatogram analyzy reéalného
vzorku séra je znazo¥n na obr. 40.

- 17.18
-
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Obr. 39.Chromatogram analyzy sisného standardu mastnych kyselin
¢. piku  mastné kyselina ¢. piku  mastna kyselina
8 Myristic acid 24 cis-11-Eicosenoic acid
9 Myristoleic acid 25 cis-11,14-Eicosadienoic acid
10 Pentadecanoic acid 26 cis-8,11,14-Eicosatriemoit
11 cis-10-Pentadecenoic acid 27 Heneicosanoic acid
12 Palmitic acid 28 cis-11,14,17-Eicosatrienoidaci
13 Palmitoleic acid 29 Arachidonic acid
14 Heptadecanoic acid 30 cis-5,8,11,14,17-Eicogapanic acid
15 cis-10-Heptadecenoic acid 31 Benehic acid
16 Stearic acid 32 Erucic Acid
17,18 Oleic acid, Elaidic acid 33 cis-13,16-Docaeadic acid
19 Linolelaidic acid 34 Tricosanoic acid
20 Linoleic acid 35 Lignoceric acid
21 y-Linolenic acid 36 cis-4,7,10,13,16,19-Docosaheraracid
22 Linolenic acid 37 Nervonic acid

23 Arachidic acid
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Obr. 40.Chromatogram analyzy mastnych kyselin v lidském sér

V tab. 33. jsou uvedeny na&bené pimérné hodnoty sumy mastnych kyselin, v tab. 34. jsou
uvedeny pimérné hodnoty nasycenych mastnych kyselin.

Tab. 33.Celkovy obsah mastnych kysel#hém uvedeného obdobi

Suma MK jig.mr] 01/2006 04/2006 06/2006

Skupina | 4410,44 3051,01 292521
Skupina Il 3535,56 3678,09 2686,34
Skupina Il 2771,41 2853,51 2238,99

Tab. 34 Prehled primérnych hodnot nasycenych mastnych kyselin v sénerb uvedeného
obdobi

) Nasycené mastné kyselinyug.ml™]
Skup. |- obdobl ™~ g C16:0 C18:0 C21:0 C22:0
01/2006| 6539 | 117163 355,02 79.77 62,41
| | 042006] 2674 73931 261,65 45,35 81,26
06/2006| 32,02 754.48 261,89 61,90 42,74
01/2006| 52,80 913,38 320,14 70,37 61,24
I | oa;2006] 37,97 891,05 296,94 55,63 84,86
06/2006| 28,57 663,37 262,42 51,67 45,60
01/2006| 3775 709,66 233,19 50,99 59,03
Wl | 04/2006] 18,65 622,80 208,89 34,88 76,71
06/2006| 24,68 540,64 196,98 99,77 37,50
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Podle vyhodnocenych vysledlknéla nejwtsi zastoupeni v lidském séru nasycena kyselina
palmitova (C16:0) spolu s kyselinou stearovou (OL8Behem sledovaného obdobi doSlo
u vSech skupin k vyraznému poklesu hladin kyselp@mitové. U kyseliny stearové byl
rovnéz zaznamenan mirny pokles hladin.

Graf 35. Prumeérné hodnoty hlavnich nasycenych kyselihdgm uvedeného obdobi
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Tab. 35.Prehled primeérnych hodnot nenasycenych mastnych kyselin v g@&enib uvedeného
obdobi

Nenasycené mastné kyselinyfj.ml™]

Skup. | obdobl " T c18:1 | c182 | C20x | C22:6 | C24l

01/2006| 86,39 | 92144 1079.63 29843 50,41  82/89

| | 0a/2006] 42,16 | 521,56 78246 250,74 5543  135/90
06/2006| 4953 | 51517 697,16 26070 5669  89/16
01/2006| 70,70 | 68482 831,94 26660 4429 9314

I |o04/2006] 71,03 | 71480 89651 3004 47,31 14562
06/2006| 4583 | 486,67 64397 24145 4538  77/45
01/2006| 4851 | 48222 68841 19215 3506  68)55

Il | 04/2006] 37,88 | 49865 82747 22937 4142  143[28
06/2006| 31,02 | 36370 56390 19411 3583 6141

Pozn.: Hodnoty s ozianim C20:x tvéi sumu Gp polyenovych mastnych kyselin,
souhrni@ ozn&ovanych jako eikosanoidy.

116



Mezi nenasycenymi mastnymi kyselinami v lidskénug@étla nej&tsi zastoupeni kyselina
linolova (C18:2 w6) a kyselina olejova (C18:109). Behem sledovaného obdobi doslo
u skupiny jedin@ s hyperlipidemii k poklesu hladiny kyseliny lingk U skupiny zdravych
jedinal a jedin@ s hypercholesterolemii doSlo p&inésicni suplementaci potravinovym
dophkem EPA k néistu hladin a posléze po vysazeni preparatu k jeppitovnému
poklesu. Podobné zimy je moZno nalézt i u kyseliny olejove, stejako u eikosanoiil

Mirné zvySeni hladin kyseliny dokosahexaneové (6€28) lze po timésicnim podavani
nalézt ve vSech analyzovanych skupinach; tato kyseale vyskytuje v rybim tuku, ktery byl
hlavni sloZkou suplementovaného preparatu, po ¢gonuzivani se hladina ustalila
na pivodni hodnat.

Po podavani preparatu byl zaznamenan vyraznyshdtyseliny nervonové (C24:1.09)
ve vSech suplementovanych skupinach. Tato kyseknaachazi v cerebrosidech a jeji nizka
hladina byva indikovana u paciérg roztrousenou sklerosou [147].

Graf 36. Prumeérné hodnoty hlavnich nenasycenych kysettmeln uvedeného obdobi
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Vysledky analyz ukazuji, Ze suplementace potrawynowlophkem EPA obsahujicim
polynenasycené mastné kyseliny ovlivnila profil¢tSiny vyznamnych analyzovanych
mastnych kyselin; ve vSech suplementovanych skahinastal pokles nasycenych mastnych
kyselin (myristova, palmitova i stearova), coZz bylavdpodobr zagic¢inéno &inkem
dophovanych PUFA [148]. Vyznamny pokles hladin lipjdzviast triacylglyceroti, byl
zpisoben kombinaci PUFA s tokoferolem diky reguladilaxniho stavu organismu.

117



5.4.Sledovani znén antioxida¢nich parametra v lidském organismu - klinicka
studie Il

5.4.1.Popis klinickeé studie

Druha studie byla realizovana wvipthu obdobi prosinec 2007 +dzen 2008 a byla
zantiena na sledovani zm antioxidand v souvislosi s ijmem girozenych zdraj v ¢erstve
form¢. Jako zdroj antioxidafitbyla vzhledem k charakteru regionu a stravovaciwvykim
zvolena jablka v mnozstvi 500 g deénrExperimentu se astnilo celkem 16 osob. Popis
souboru je uveden v tab. 36.

Tab. 36.Soubor jeding Ucastnicich se experimentu

skupina n muzi zeny vékovy prumér | zdravotni stav
I 8 4 4 39+13 dobry
Il - kontrolni 8 4 4 38+12 dobry

Klinicky experiment byl realizovan v obdobi 4¢siai. Jednotlivé faze jsou znazeny
v tab. 37. V pitbé¢hu studie byla vSem jedifim odebirana krev.

Tab. 37.Schéma klinické studie

Faze Odbéry Skupina | \ Skupina Il - kontrolni
1. prosinec 2007 01/2008 normalni strava
normalni strava
2. leden — anor 2008 . alni st
a + jablka (500 g ders) normalni strava
3. bkezen 2008 03/2008 normalni strava

Celkovy metabolicky stav a hladiny nizkomolekulémiantioxidani byly sledovany
v separovaném krevnim séru; enzymové antioxidaylty dnalyzovany v erytrocytech v piné
nesrazené Krvi.

Analyza biochemickych paramétrbyla provedena na odeéni klinické biochemie
nemocnice v Kyjov. Zde byla rovdZ analyzovana celkova antioxitd kapacita séra
metodou ABTS.

Analyza antioxidani kapacity séra metodou TRAP byla prouda ve spolupraci
s Biofyzikalnim ustavem v B na oddleni patofyziologie volnych radikél

Nizkomolekularni antioxidanty byly analyzovany bwdmatdich UPCHBT VUT v Brs
(kap. 4.3.8.1.).

Aktivity antioxidatnich enzyni byly stanovovény v privatni labor&toVetlab v Brre
za pouziti optimalizovanych metod (kap. 4.3.1.,2,31.3.4.).
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5.4.2.Vyhodnoceni biochemickych parameti

Biochemické parametry byly u vSech skupin analypgwakrevnim séru v laboratcOKB
v nemochnici v Kyjo¥. Prehled pouzitych metod a rozmezi je uveden v tabkép. 4.4.4.

V tabulkach 38 a 39 jsou u jednotlivych skupin wseg paiimérné hodnoty a s#émodatné
odchylky p&mérd metabolickych paraméiy méiené v daném obdobiCervers jsou
znézoriny hodnoty pesahujici fyziologické rozmezi.

Tab. 38 Vysledky biochemickych parametr skupina |

Parametr Jednotky 01/2008 03/2008
Glukosa mmol.I* 489+0,42| 4,63+0,27
Mogovina mmol.I* 486+1,47| 4,77+1,43
Kreatinin umol.I* 89 + 20 83 +17
Kyselina m@ova umol.I* 292 + 97 276 + 64
Bilirubin pmol.I"* 15,5+ 8,8 12,8 +5,6
Alaninaminotransferasa pkat.l'l 0,54 £ 0,28 0,44 £ 0,13
Aspartataminotransferasa pkat.l'l 0,47 £ 0,15 0,38 £ 0,07
Cholesterol celkovy mmol.I* 5,20+0,92| 4,91+0,86
Albumin g.I? 50,1+2,0 454 +1,9
Celkova bilkovina g.I* 823+34 | 762+38
Tab. 39.Vysledky biochemickych parametr skupina Il
Parametr Jednotky 01/2008 03/2008
Glukosa mmol.I* 5,04+0,82| 4,91+0,90
Mocovina mmol.I* 444 +0,90| 4,33+0,73
Kreatinin pmol.I? 82+ 10 79+ 10
Kyselina m@ova pmol.I* 295 + 59 258 + 65
Bilirubin pmol.I* 14,773 | 16,9+99
Alaninaminotransferasa pkat.I* 0,59 +0,22| 0,50+0,14
Aspartataminotransferasa pkat.I* 0,47 £0,14| 0,36 + 0,05
Cholesterol celkovy mmol.I* 520+0,65| 4,96 +0,61
Albumin g.I* 486 +2,6 | 446+26
Celkova bilkovina g.I* 79,1 £ 3,4 74,4 £33

Z vysledika vyplyva, Ze ob skupiny ngly srovnatelné vychozi hladiny zakladnich
biochemickych parameir Dvoungsiéni dophovani stravy jablky neovlivnilo zakladni
biochemické parametry u sledované skupiny. U olaupis doslo v pitbéhu experimentu
k signifikantnimu poklesu hladin cholesterolu nazi®ogické hodnoty; doSlo rowi
k vyraznému poklesu hladin kyseliny towé. Ostatni parametryigtaly nezningny.
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Graf 37. Zmeny hladin cholesterolu a kyseliny fowé hem sledovaného obdobi
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5.4.3.Vyhodnoceni antioxidani kapacity

Antioxidatni kapacita byla stanovovana v séru metodami ABTERAP (kap. 4.3.6.).
Porovnani ¢chto metod je uvedeno v kapitole 5.1.5. V tab. d@ujznazorény praimérné
hodnoty a srrodatné odchylky u obou sledovanych skupin.

Tab. 40 Antioxida’ni kapacita séra u obou sledovanych skupiniogitu daného obdobi

Skupina Metoda [mmol.l™] 01/2008 03/2008
(PR S — ABTS 1,94 +0,12 1,78+0,11
TRAP 1,46 + 0,32 1,57 +£0,31
i ABTS 1,92 +£0,13 1,75+0,18
Il - kontrolni
TRAP 1,36 £ 0,26 1,57 +0,42

U obou skupin nebyly po dobu experimentu zaznamenagmznamné rozdily
v antioxid&ni kapaci¢. Metodou ABTS byly nagieny vysSi hodnoty nezli metodou TRAP.

Duvodem niize byt rozdilny principéchto metod a rozklad aktivnich late&hem skladovani
a transportu vzork
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Graf 38. Zmeny antioxida@ni kapacity Bhem sledovaného obdobi
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5.4.4.Vyhodnoceni nizkomolekularnich antioxidanti

5.4.4.1.Analyza retinolu,a-tokoferolu a karotenoid

Vitaminy a provitaminy byly analyzovany ve vzorciséra metodou RP-HPLC s reverzni

fazi (kap. 4.3.8.1.). Analyza préfila v laboratéich UCHPBT FCH VUT v Bra. V tab. 41
jsou uvedeny hodnoty &enych parameiru obou sledovanych skupin.

Tab. 41 Nanerené hladiny nizkomolekularnich antioxidant

Skupina |analyt 01/2008 03/2008
retinol [mg.1"] 0,28 +0,14 0,27 +0,17
a-tokoferol [mg.l] 2,68 + 2,06 4,53 + 3,41
| lutein [ug.I"] 80,56 + 39,39 10,98 + 65,66
lykopen jug.I”] 4,42 + 3,24 3,76 + 3,57
a+p-karoten [ig.I"] | 61,51 +50,47 32,31+ 19,51
retinol [mg.1"] 0,30+ 0,14 0,34 + 0,06
a-tokoferol [mg.l'] | 1,44 +1,13 4,59 + 0,91
I lutein [ug.I”] 84,07 +59,12 131,28 + 28,49
lykopen jug.I"] 433+4,41 2,75+ 1,45
a+p-karoten [ig.I"] | 31,18 + 20,81 40,15 + 16,71

D
Béhem experimentu doSlo u suplementované skupiny rkémiu poklesu retinolu,
coz koresponduje s poklesy jeho prekuisat-3-karoteri. U kontrolni skupiny byl naopak

pozorovan ndist €chto hladin. U obou skupin doslo k signifikantniméristu a-tokoferolu.
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Graf 39. Zmeny hladin retinolu ag-tokoferolu #hem sledovaného obdobi
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Graf 40. Zmeny hladin karotenoid béhem sledovaného obdobi
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Zvyseni hladiny luteinu u obou skupin je pr&pddobr spojeno spiSe s celkovymi
stravovacimi navyky, nez se zvySenyriispnem jablek, které obsahuji pé&me nizkou
koncentraci karotenoid

5.4.4.2.Analyza celkovych polyfendla flavonoidi

Vtab. 42 jsou uvedeny jomérné hodnoty réienych parameilr u obou sledovanych
skupin. Parametry byly analyzovany spektrofotorokyriv laboratsich UPCHBT FCH VUT
v Brné (kap. 4.3.9.).

Tab. 42 Hladiny celkovych polyfenbla flavonoid: v pribehu daného obdobi

Skupina Parametr [mg.I"] 01/2008 03/2008
. | celkové polyfenoly 2959+7,9 304,4 + 6,7
| - suplementovana - :
celkové flavonoidy 255+5,3 35,3+4,9
Ikové pol I
Il - kontrolni ce ovc? po yfeng y 2939+7,9 303,7+8,4
celkové flavonoidy 40,7 +4,0 31,1+51

Béhem sledovaného obdobi doslo k mirnémustar hladin celkovych polyfenblu obou
skupin; u flavonoid pozorujeme zvySeni hladiny u suplementované skupinpokles
u skupiny jediné s kEZnou stravou.

Graf 41. Zmeny hladin celkovych polyfenbh flavonoidi behem sledovaného obdobi
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U hladin celkovych flavonoitl Ize pozorovat specificky efekt zvySenéhidjrmpu jablek.
Toto ovoce je powrné bohaté na flavonoidy a zvySena hladina v supleavamie skupié

monitoruje jejich zvySenyifjem.
5.4.5.Vyhodnoceni aktivit enzymovych antioxidant

Aktivity enzymi superoxiddismutasy, katalasy a glutathionperoyidady stanovovany
v privatni laboratti Vetlab v Brr¢ s vyuzitim optimalizovanych metod (kap. 5.1.1..+.3.).
V tab. 43 jsou uvedeny fomérné hodnoty naktenych aktivit u obou sledovanych skupin.

Tab. 43 Nanviené hladiny nizkomolekularnich antioxidant

Skup. | analyt [pkat.l™] 01/2008 03/2008
superoxiddismutasa SOD 6073 + 706 3081 + 384
I glutathionperoxidasa GPX| 112 + 20 120 + 29
katalasa CAT 406 + 30 419 + 29
superoxiddismutasa SOD 6211 + 317 3283 + 296
Il |glutathionperoxidasa GPX 99 + 15 131 +£13
katalasa CAT 394 + 15 358 + 39

Béhem sledovaného obdobi doSlo k vyraznému poklesivitgkSOD u obou skupin.
U suplementované skupiny nastal mirnyasérktivity katalasy oproti kontrolni skuginkde
doSlo naopak k vyraznému poklesu. Aktivita GPX bylzawru experimentu u obou skupin

zvySena, u kontrolni skupiny vyrazn

Graf 42. Zmeny aktivit superoxiddismutasytem sledovaného obdobi
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Graf 43. Zmeny aktivit glutathionperoxidasy a katalasghiem sledovaného obdobi
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Vysledky n&feni vybranych enzytnnazn&uji, Ze exogenni suplementace jablky vykazn
neovlivnila sledované enzymové aktivityéleem sledovaného obdobi doSlo k vyraznému
poklesu aktivity SOD, avSak u obou skupin, supletmeamé i kontrolni. Podolnu GPx
doSlo u obou skupin k mirnému dsatu hladin. Nej¥tSi rozdil v aktivitach byl nalezen
u katalasy — zatimco u suplementované skupiny dogkedeném obdobi k mirnému astu
aktivity, kontrolni skupina naopak vykazala pong vyrazny pokles. Je tedy moZzZné,
Ze podavané mnozstvi jablekgpelo praw u katalasy k udrzeni jeji aktivity.

Celkow lze z dosaZzenych vysletlkobou klinickych studii konstatovat, Ze antioxida
systém lidského organismu sk&rte tvori vzdjemr propojenou s$i nizkomolekularnich
a enzymovych antioxidaint které zasahuji ddady burénych proces. Porévadz utité
antioxidanty je nezbyné dodavat exog&rprojevi se suplementacét$inou zvySenim nebo
Gpravou hladin samotnych podavanych latek a bet#pd® navazanych slozek
antioxida&niho systému, ale stasré suplementace antioxidanty owuiwvje komplexg
regulovanymi drahamiiadu dalSich metabolickych parantesr drah, jako je metabolismus
sacharid, lipida a transportni ge.
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6. DISKUSE

Oxidani procesy, probihajici v kazdé ffme organismu, jsou regulovany celou Skalou
vzajemr spolupracujicich antioxidaich systém. Pro jejich spravnou funkci je v organismu
nezbytny dostat@y obsah latek s antioxidiaimi (¢inky. Rada z nich je syntetizovanaimo
v organismu, &které je vSak nutno dajdvat exogen&iv potra [149].

Studiu antioxidanich &inkua potravin a jejich sloZzek se v s@asné dob vénuje zvysena
pozornost; pednetem zajmu byva vyzkum biologickéhaigku antioxidani a také jejich
lokalizace a koncentrace trznych druzich organisima tkani.

Antioxidanty jsou vSeobe¢&rpovazovany za latky, které svymiiikem pomahaji zvySovat
odolnost vSech tylp aerobnich organisin pred negativnim vlivem reaktivnich derivat
kysliku a dusiku. U lidského organismu mohou ardianty pisobit preventiviy
pied vznikem tzv. civilizanich chorob, jez p#t k negasgjSim gicinam umrti ve vyvinutych
zemich. Mezi tato onemoémi pati predevsSim kardiovaskularni choroby, diabetes, nadorov
onemocgni a jiné[150].

Role antioxidant v prevenci vyskytu &hto civilizatnich onemocEni je pongrné
komplikovana a jeji mechanismus neni doposud plojasiny. Vysledkyiady klinickych
experimeni vSak ukazuji, Ze cileny exogenniigun antioxidarit pfimo souvisi s vySsi
odolnosti organismuipd onemocEnimi, pripadreé se zpomalenim jejich fibehu. [150, 151].
Cilem tady nutrénich studii je tedy snaha vypracovat dogeni pro takovou Upravu
stravovacich navyk ktera by vedla k nizSimu vyskytu alegiposkterych tzv. civiliz&nich
onemocgni. Dodavani pdgebnych @innych latek v potra¥ by mohlo byt pitom jednim
z nejjednodussSich a na udrovni populaci i vSeobedostupnym zfisobem, jak chranit
organismus fed progresi zmimych degenerativnich onema@om i pied negativnimi
dusledky fyziologického starnuti.

Aby mohly byt podrobgi pochopeny mechanismy regulace antio¥idho komplexu,
je treba nejprve analyzovat a identifikovat fyziologickitivni sloZzky antioxidéniho systému
piisluSného organismu dipadré testovat jejich biologickédinky in vivo. K tomu je teba
antioxida&niho komplexu v daném biologickém materialu. étdihou je nezbytné
optimalizovat zejména postup Upravy vzorku a exiealale i podminky stanoveni s ohledem
na obsah danych latek v analyzovaném materialu.

Cilem pedlozené prace bylo studium vybranych enzymovychneenzymovych
antioxidanti v riznych typech biologického materialu se zvlaStniitn&anim na enzymy
zapojeneé v regulaci oxidaiho stresu.

Prace byla rodenéna na d¥ zakladnicasti; v prvni byly optimalizovany metody extrakce
a stanoveni vybranych nizkomolekularnich i enzyncbvgntioxidani v riznych druzich
biologického materialu. Optimalizované metody bglylikovany @i analyzach antioxidat
v jeémeni a ve sladu v souvislosti se studiem aktivatmaidainich mechanisinv zavislosti
na vrgjSich faktorech. Vybr biologického materialu Uzce souvisel s pracovazgifazenim
a byl provadn v souladu s pétbami pracovist doktorandky. Druhacast prace byla
zameétena na sledovani zm enzymovych i nizkomolekularnich antioxid&ant huménnich
soubofi za W&elem posouzeni vzté@hmezi aktivitami jednotlivych slozek antioxigi@ho

126



komplexu po ddasné exogenni suplementaci antioxidanty. | zde bwlyzity metody
optimalizované v prvndasti prace, zejména kolorimetrické metody ke standoenzymovych
antioxidanti ve vzorcich.

Hlavnim divodem optimalizace vybranych metod ke stanovenvigkenzymi byl zangr
zjednodusit tyto metody,fzptsobit podminky provedeni danému biologickému malieri
a umoznit rychlé a rutinni stanoveni velkého objemarki. Spektrofotometrické kinetické
metody jsou obvykle zaloZeny n&imém n&feni Ubytku koncentrace substratunanistu
produktu jako zrén¢ absorbance ¥ase. Tato r&eni obvykle nejsou komplikovana, avsak
vzorky je nutno stanovovat postuprcoz klade velké naroky ngs a dodrZzeni podminek
stability vzorki. ReSenim je aplikace metod na automatické biochenaciadyzatory gimz
dochazi k velké usge ¢asu, pracovnich sil a v neposledatk k vyrazné redukci objetn
chemikalii i vzork.

V piipact optimalizace stanoveni aktivit katalasy a lipoxyagy bylo nutno igpracovat
UV metody na kolorimetrické pro &eni ve viditelné oblasti spektra, nébautomatické
analyzatory nejsou nadgieni v UV oblasti uzfisobeny.

Pro optimalizaci stanoveni aktivity katalasy byhkolena kolorimetrickd metoda podle
Gotha [100]. Bvodni UV metoda, zaloZzena naippém nefeni Ubytku substratu peroxidu
vodiku, zde byla upravenaigavkem molybdenanu amonného, ktery reaguje s foEnox
za vzniku Zlutého zbarveni absorbujiciho ve vidigeloblasti spektra. Oprotiipodnimu
provedeni bylo v met@ds ohledem na budouci automatizaci zavedeékolik Uprav — zndna
vinové délky a poateinich koncentraci substratu (peroxidu vodiku) i rbdgnanového
¢inidla. Pomoci komeniho standardu katalasy byla préiena fada vzork o riznych
koncentracich {vodni UV metodou a upravenou kolorimetrickou metad®ezi okgma
metodami byla zji$nha vyznamna pozitivni korelace. Vzhledem ke sroslnatti obou metod
mohla byt tedy stavajici UV metoda nahrazena jedésida rychlejSi kolorimetrickou.

Podobr jako v gipadt katalasy bylo postupovanaipoptimalizaci stanoveni aktivity
lipoxygenasy. Bvodni UV metoda byla zaloZzena n&rpém spektrofotometrickém dfeni
hydroperoxid vznikajicich @i oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin [120].
Kolorimetrickd metoda podle Jianga et al. [123] Ziya reakce vzniklych hydroperoxid
s Fé". Vzniklé Fé" vytvéai s xylenolovou oranZi modrozelené zbarveni abgtmibu
pii 560 nm. Pro srovnani bylo pozito 20 vybranych rkiojecmene, které byly prodiieny
obéma metodami — UV i kolorimetrickou. Vysledky ukagzakbe rekteré hodnoty aktivity
lipoxygenasy u kolorimetrické metody byly vyra&zaySSi nez i méteni totoznych vzork
UV metodou. Vzhledem k malému §ia prongienych vzork vSak nelze jednoztaé
prokazat vyssi citlivost kolorimetrické metody.

Ke stanoveni aktivity superoxiddismutasy bylo vyaznegimych metod pro sledovéani
Ubytku superoxidového radikalu.timé spektrofotmetrické stanoveni aktivity SOD vyiha
z prace Fridoviche a McCorda [76] sice dodnesiipé&tnejpouzivagSim technikam,
ale superoxidovy radikal je vSak p&meé nestabilni, takze je vcelku slozité stanovit aktiv
SOD v komplexnich biologickych vzorcich, které digé potencialni interferujici latky.
Vysledky mize ovlivnit téz pitomnost katalazy a peroxidazy ve vzorcich. VSechny
spektrofotometrické metody jsou zaloZeny na primaeakci xanthinu s XOD zacélem
tvorby superoxidového radikalu, ktery ma byt sudtstm pro SOD a ta jej m& enzymaticky
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rozlozit. Jednotlivé postupy se pak liSi veigpbu detekce. Obvykle vSak nésleduje reakce
vzniklého superoxidu s cytochromem ciifpzeny barevny redoxni systém) za vzniku
barevného produktu. Cytochrom v tomthpact soutzi s SOD o radikalovy substrat [152].
V pribéhu dalSich let vSak bylo zji&to, Ze cytochrom c neni idealni barevny indikator,
neba’ konené vysledky mohou byt zkresleny enzymy cytochrooxictdzou a cytochrom c-
peroxidazou fitomnymi ve vzorku. Proto byla detel reakce nahrazena reakci radikalu
s tetrazoliovymi solemi typu NBT nebo INT. Interaitbarveni vznikajiciho formazanu
(modrého neboizového) se stanovuje spektrofotometricky.

Pomoci komemich standardnich roztéloyly porovnany d¥ negimé metody vyuZivajici
raizné typy tetrazolipvych soli — NBT a INT. ©lwykazovaly silnou pozitivni korelaci
a ukazaly se byt vhodné proérani vzorki, avSak metoda NBT vykazoval&tsi rozptyl
nantienych vysledk. Daivodem mohl byt fakt, Zefp méreni byly pouzivany reagencie
piipravené v laboratg zatimco pro INT metodu byl vyuZivan konier diagnosticky set
se stabilizovanyméinidly. Pro rutinni néfeni byla proto zvolena metoda INT vzhledem k jeji
snadné dostupnosti ve foérhotového setu a moznosti automatizace.

Obecré je tato spektrofotometricka metoda pong citliva, ale ma i své nevyhody —
je pongrné nara@na nacas, velmi zalezi naffpraw extraktu, coz je zasadni problém u prace
s komplexnimi biologickymi matricemi. a dale dochkzpostupnému poklesu aktivity XOD
v roztoku. RoviZ nelze vylodit interferergni vlivy dalSich latek fitomnych ve vzorku
nebo extraktu, coz se projevilo asoveém pibéhu stanoveni aktivity SOD v deneni.
Validace metody RANSOD potvrdila nejistotu do 12%makovatelnost do 7% zéznych
podminek stanoveni (kap. 5.1.2.3.).

Aktivita enzymu peroxidasy byla stanovovana metod@i Nishioky [105]; jako donor
elektroni pro oxidoredukni reakci byl pouZzit guaiacol. Peroxidasa ma paw Uzkou
substratovou specifitu (termin se pouziva tehdyzkehzym reaguje jen s malym mnoZstvim
substral) — reaguje pouze s peroxidem vodiku, methyl- aylpénoxidy. Naopak neni
specificka pro donory elektrénpro vodik — mohou jimi byt fenoly, aminofenoly,adainy,
askorbat aada aminokyselin [153]. Vzhledem ke specifické imazkoumaného materialu
(jecmen, slad) a pro @veni informaci o faktorech ovliwjicich toto stanoveni konkrétn
s guaiacolem byly testovany optimalni pH, teplok®acentrace enzymu i substratu.

Optimélni hodnota pH redki snesi byla nandiena v rozmezi 6,8 — 7,2.¢které postupy
pro stanoveni aktivity dopouji nizsi hodnoty pH: 6,0 — 6,5 [154], pH = 5,0 $]15Razné
hodnoty jsou prawpodobré uvadny s ohledem na praktické zkuSenostiisdlem, které
slouzi jako donor elektrdn Nicmérg stabilita enzymu je uv@&da v rozmezi pH 5,0 — 9,0
[154], proto byla zvolena hodnota pH = 7,0, oteat@vv laboratio jako optimalni pro reakci
a guaiacolem.

Teplotni stabilita peroxidasy byla testovana od®@5do 75 °C. Peroxidasa vykazovala
vysokou aktivitu az do 45 °C, poté jiz klesala & fplo€ 60 °C byl enzym inhibovan
v disledku denaturace. Pro stanoveni aktivity je vSembdoporiovana teplota 20 — 25 °C;
jez byla zvolena nejsnazSsi varianta vzhledem kritboni teplot. Pro budouci automatizaci
vSak bude teba srovnat aktivity POD ve vzorcichi geplog 20 °C a 37 °C, nelvo
biochemické analyzatory maji naprogramovana starique 37 °C.
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Pro zjiséni optimélni koncentrace enzymucéastniciho se reakce byla sledovéana
absorbance barevného produktu reakce pdapi fiznych mnozstvi komeéné vyrobené
peroxidasy. Mienim bylo zjiS&¢no, Ze pro optimalni giieni aktivity je maximalni mnozstvi
enzymu v readni snsi do aktivity 40 U.mil. P vy$8im mnoZstvi bylo nutné vzorkedit,
neba’ v danémtase odeitani absorbance Aiz nebyl méreny Gsek linearni.

Pfi stanoveni vlivu koncentrace guaiacolu na aktivtOD byla sledovan#&ada reakci
S postup# stoupajici koncentraci guaiacolu¢@soveé zavislosti na koncentraci guaiacolu byla
vypositana pdatesni rychlost reakce Y= 0,003591 molt.s*a Michaelisova konstantay=
0,001781 mol.

Stanoveni celkové antioxitiai aktivity bylo vyuzito pi analyzach humannich vzdrk
ziskanych Bhem klinickych experimet Pomoci vzork sér ziskanychipdruhé studii byly
porovnany d¢ metody — ABTS a TRAP. Vysledky obou metodiadow neliSily, avSak
u Wwtsiny vzorki byly hodnoty ziskané metodou ABTS vysSi. Mezérah metodami byla
nalezena pouze slaba kladna korelacévddem niize byt mimo jiné nestabilita a rozklad
antioxidanti béhem skladovéani a transportu vzork luminometrickému stanoveni. Rain
ke statistickému zhodnoceni by bylo vhodné pouiSivpaet vzorki. Z praktického
hlediska se pro rutinni &eni jevi vhodajsi metoda ABTS, jelikoz je dostupna ve f@&m
diagnostickych séta tudiz pl& automatizovatelna. Metoda TRAP naproti tomu uitoge
meteni SirSi Skaly vzork protoZze neni ovlivina barvou antirosti vzorki. Byla s aspchem

Optimalizované metody byly pouZitytipanalyzach antioxidaftv jeémeni a ve sladu
v souborech vzorko 6 odfidach, gsttnych nactyiech fiznych lokalitach po dobu dvou let.

Pti analyze superoxiddismutasy byly ¥ieeni nandreny hodnoty aktivity v rozmezi 92 —
135 U.g" sus., picemZ v prvnim roce byly hladiny vy3i neZli v nasigcim. V pipravenych
sladech se aktivity pohybovaly mezi 113 — 158 Usu$. Proces sladovani tedkejms
zpusobuje aktivaci antioxida@itv obilce j@mene. NejvyssSi hodnoty SOD byly nalezeny

Vyznamny vliv na aktivitu SOD ma tedyrgrevsim odrda, hodnoty mohou kolisat
az o +/- 120 %. Vliv pedplodiny je porérné obtizné hodnotit, pavadz jde vzdy o komplex
faktori ptisobicich na danou adtu.

Rovréz uneld infekce je vyznamnym faktorem, kteryube ovlivnit aktivitu SOD;

v provedené studii vSak neéta pxilis velky vliv na aktivity SOD v jémenech a sladech;
rozdily mezi jednotlivymi odrdami nejsou iejmé v prevazné wtSire piipadi statisticky
vyznamné. Sledované ddly se poskud liSily spiSe ve schopnosti aktivace enzymu
v zavislosti na napadeni @hau plisiovou infekci, pipadré oSeteni fungicidnimi pipravky.

Pfi hodnoceni aktivit katalasy v totoZnych vzorciclylyb rovnéz nalezeny rozdily
mezi aktivitou v jémeni (63 — 101 U.§ su$.) a ve sladu (151 — 187 U.gus.), i kdyz
ve druhém roce sledovani nebyly aktivity ve sladeatolik markantni (110 — 135 U'gus.).
Zadnéa z testovanych adt ani lokalit nevykéazala vyznamny rozdil v katalescaktivit;
je Z‘'ejmé, Ze aktivity enzyf jsou silé ovlivnény powtrnostnimi podminkami v dané
lokalite.

Namgiené aktivity peroxidasy u sledovanych vzompet potvrdily vyznamnou aktivaci
enzymu Bhem sladovani janene. Hodnoty POD v §eneni se pohybovaly v rozmezi 0,90 —
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1,39 U.g" sus., ve sladu 3,14 — 4,89 U.gus. Nejvy3si aktivity POD byly nalezeny v i

Analyzy nizkomolekularnich antioxidant vitaminu E, luteinu §-karotenu — v obilkach
jeémene a sladu potvrdily vyraznou aktivaci antioXitiaaktivity bshem sladovani jgmene.
NejvysSi obsahy sledovanych latek byly réemy v odfidé Jersey. Nebyly nalezeny
vyznamneé rozdily v hladinach v zavislosti ngstebni lokalii. VSeobec# vSak doSlo them
sledovaného obdobi k poklesu hladin ve druhém roce.

Souhrng mazeme pedpokladat, ze paténnejwtsi vliv na hladiny nizkomolekularnich
i enzymovych antioxidafit maji klimatické podminky v danéégtebni lokali; oxidani
procesy jsou ouliovany jednak mnozstvim vilahy, jednak slémien svitem, ktery indukuje
oxidatni procesy Vv gstovanych rostlinach. Aktivita antioxida@nt obilkach j€mene prudce
narmsta khem procesu sladovani; za zvysené teploty a vihkiosthazi nejprve k aktivaci
enzymovych systétn véetné téch antioxidénich. V obilce probihd zvySena metabolick&
aktivita, kthem niz Ize fedpokladat zvySenou tvorbu radikakza timto delem mohou byt
aktivovany ostatni antioxidai systémy, aby ochranily bBly pred poSkozenim oxidaim
stresem.

Veskeré analyzované parametry — enzymy, vitamjpnpvitaminy jsou v rostlinachifmo
biosyntetizovany, jde tedy latky endogenni povalgjich biosyntéza v geeni je geneticky
dana a tak lze provedenymi srovnavacimi studiempiim® posoudit, zda d&které
ze studovanych faktbrmohou mit vliv na expresi gérpro gislusné enzymy/drahy nebo
piipadré na stabilitu danych antioxidany biologickém materialu.

Zjisténé vysledky studie rostlinnych antioxidantlze povaZzovat za zajimavou
experimentalni zakladnu pro dalsi pradedoformulovanim obe¢sich zavru je treba dalSi
ovéieni a zejména dlouhodgbi sledovani zrn aktivity enzyni i neenzymovych
antioxidanti v zavislosti na odidé a na fisobeni exogennich faktforpo dobu #kolika
nasledujicich let. Vzhledem kvyznamu aktivity awridatniho komplexu jé&mene
pro vyslednou kvalitu finalniho vyrobku — pivai#e byt dalSi studium zdrojem uzitg/ch
vysledki s gfimou praktickou aplikaci, zejménai pybéru oditid, piipadré vybéru a aplikaci
ochrannych a fungicidnich latek.

Za &elem zjis¢éni, nakolik mohou exogenni antioxidanty ovlivnit tatgolické funkce
organismu, byly ve druh&asti prace navrzeny a organipd zajiS€ny dva klinické
experimenty provashé ve spolupraci s Odgénim klinické biochemie nemocnice v Kyjv
privatni laboratéi Vetlab v Br# a s laboratdd specidlnich analyz Vyzkumného Ustavu
pivovarského a sladského v Brg.

Prvni Kklinicka studie byla za#ena na vliv podavanitpodniho preparatu obsahujiciho
polynenasycené mastné kyseliny a vitamin E na robtbus a oxidéni status osob
s hyperlipidemii. Zgastnilo se 38 dobrovolnik rozcklenych do ¢ty skupin podle
piedkEzného screeningu jejich lipidového profilu: 1) soufedindi s hyperlipidemii (n = 10),
2) jedinci s hypercholesterolemii (n = 12), 3) zdrgedinci (n = 8) a 4) kontrolni skupina
(n = 8). Prvnimiem skupinam byl v daném obdobi podavan potraviranginik obsahujici
polynenasycené mastné kyseliny a vitamin E (EPAuiatBounty, sloZeni preparatu
v tab. 26, str. 102). 8iem experimentu byla vSem jedime odebirdna a analyzovana krev.
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Vybrané Kklinicko-biochemické parametry byly analyaoy v laborat Klinické
biochemie za pouziti akreditovanych posiugyhodnocenim vysledk(kapitola 5.3.2.) byly
zjisteny statisticky vyznamné zny lipidovych parameir u obou rizikovych skupin;
u skupiny hyperlipidemik nastal signifikantni pokles hladin celkového cktdeolu, LDL
i triacylglycerofi. Hypercholesterolemici vykazovali pokles hladimdylglycerofi. U skupin
zdravych jeding a kontrolni vyrazné zémy nenastaly. Ze ziskanych vyslédje patrné,
Ze kombinovany efekt PUFAfgs prostaglandinovou drahu a tokoferolu jakoZtéoaittantu
prostednictvim regulace oxidaiho stavu je schoperciané a pozitivrie ovlivnit hladinu
lipidd v organismu.

Analyza nizkomolekularnich antixid@dnukézala zvySeni hladin retinolu catokoferolu
u suplementovanych skupiéste po ukorgeni podavani preparatu. Kontrolni skupina naopak
vykazovala Bhem sledovaného obdobi pokles hladin vSech pararagéjich naiist na konci
experimentu. Tuto skutaost Ize picist ndstupu letniho obdobi a &m§ stravovéani, kdy se
do @ijimané potravy dostava vice ovoce a zeleniny hbhad antioxidanty, ffpadré
postupnému kumuéaimu efektu preparatu v organismu.

Ke zmenam v pfibchu studie dochazelo ifipsledovani produkit pokrasilé oxidace
proteini a produkit pokrailé glykace. U rizikovych skupin byly nalezeny vyré vyssi
hladiny produki oxidace protein neZli skupiny zdravych jedidc béhem trvani
experimentu hladiny AOPP a AGE Kklesly. Vysledkg¢chto paramefr negimo
charakterizujicich oxidami stav organismu s$dc¢i opst o pozitivni roli podavaného
vitaminového preparatu zejména u jedirschyperlipidemii a o propojeni metabolismu lipid
a mechanisiinregulace oxidéich proces.

Analyza mastnych kyselin v séru probihala v lamiteh VUPS v Brg; behem
sledovaného obdobi doSlo u suplementovanych skimoklesu nasycenych mastnych
kyselin, hlavé kyseliny palmitové (C16:0) a stearové (C18:0). fhbly nenasycenych
mastnych kyselin doSloéhem podavani preparatu k fisiu hladin a po ukaeni uzivani
k opstovnému poklesu, zvlaSu kysliny linolové (C18:206) a olejové (C18:19). Podobné
zmeény nastaly u kyseliny dokosahexaneové (C233p a eikosanoit, které jsou deklarovany
jako hlavni @inné slozky podavaného preparatu. Byl zaznamenaazmy naiist kyseliny
nervonové (C24:1u9) ve vSech suplementovanych skupindch. Tato kysedie nachazi
v cerebrosidech a jeji nizka hladina byva indik@varpacient s roztrouSenou sklerosou.

Vysledky analyz ukazuji, Ze suplementace potrawynowlophkem EPA obsahujicim
polynenasycené mastné kyseliny ovlivnila profilgt8iny vyznamnych analyzovanych
mastnych kyselin; polynenasycené mastné kyselingF@, zvlas¢ skupina zahrnujici
omega-3-nenasycené mastné kyseliny, maji vliv ndosani hladiny triacylglycerdl
zabrauji v krevnim feCiSti shlukovani a usazovani aterosklerotickych tplamaji
protizaretlivé a protisrazlivé &nky [157, 158]. Podavany potravinovy dogknobsahuje
vysoké mnozstvi PUFA; v kombinaci s vitaminem Egerit zabréuje jejich oxidaci
reaktivnimi formami, jsou prezentovany jakginny potravinovy dopldk pii prevenci
atherosklerosy. Podle vysledkéto studie je mozné regulovat hladiny lipid mastnych
kyselin pravidelnym fisunem PUFA a tokoferolufipmym pozivanim rybich produkinebo
ve forme potravinového dogiku.
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Druha klinicka studie byla zaffena na sledovani zm antioxidank v souvislosti
s @ijmem irozenych zdraj v cerstvé formd. Jako zdroj antioxidaft byla vzhledem
k charakteru regionu a stravovacim nauyk zvolena jablka v mnoZstvi 500 g dé&nn
Experimentu se 2@stnilo celkem 16 osob — prvni skupina (n = 8) dophla kazdy den svoji
stravu o jablka po dobu dvowesiai, druh& skupina (n = 8) slouZzila jako kontrolni lsou

Analyza biochemickych paramétrbyla provedena na odéni Kklinické biochemie
nemocnice v Kyjov. Zde byla rovdZz analyzovana celkova antioxitd kapacita séra
metodou ABTS. Bhem sledované doby doSlo u obou skupin k signifikiamu poklesu
hladin cholesterolu na fyziologické hodnoty; do3lwvnéZz k vyraznému poklesu hladin
kyseliny m@&ové. Hladiny nizkomolekularnich antioxidénée v zavislosti naimu jablek
rovnéz nezménily; je to dané zvlasttim, Ze jablka jsou bohatad spiSe na polyfenolicke
sloweniny a obsahuji relati¢nnizké hladiny karotenoid To koresponduje se zvySenim
hladiny celkovych flavonoiil u suplementované skupinghiem experimentu.

V souvislosti s uvedenou studii byly zavedeny ainoglizovany metody stanoveni
enzymovych antioxidafitv plné krvi; nejétSi rozdil v namsrenych aktivitdch byl nalezen
u katalasy — zatimco u suplementované skupiny dogkedeném obdobi k mirnému astu
aktivity, kontrolni skupina naopak vykazala pon¢é vyrazny pokles. Je tedy mozné,
Ze podavané mnozstvi jablekgpelo praw u katalasy k udrZeni jeji aktivity.

Ze ziskanych vysledk v rdmci klinického experimentu Il vyplyva, Ze Videentnim
obdobi (zima, jaro) nesta500 g jablek dennk dosazeni zvySenych hladin antioxidatdk,
jako u podavani vitamin potvrzuji to dalSi klinické studie, provedené iivegSi doke
[159, 160, 161]. Doplovani ve forng vitaminovych preparétsice vede ke zvySeni hladin
antioxidanti v organismu, ale pouzégthodnému. Nejvhodjsim reSenim se tedy jevi trvaly
piisun antioxidarnit v piéirozenych zdrojich; zde neniil@zité jen mnoZzstvi, ale je nutné dbat
i na sloZeni a typ zdroje — jablka jsou sice v maiulaci jednim z nejvyznarg§ich zdroj
a v zime predstavuji spolu s brambory cca 60% vsSetifinpanych antioxidarit, ale obsah
aktivnich latek v nich e po¥mé nizky. Proto iteba roz&it zejména fijem zeleniny jakoZzto
jednoho z nejlepSich zdiojantioxidant a sowasré i nenasycenych mastnych kyselin,
podobré je treba dopiovat dalSi vhodné rostlinné igxhy, cerealie) i zivasSné zdroje
podporujici prostaglandinovou drahu. Uvedené <skuatsti by nEly byt sowésti
preventivnich informénich kampani pro ¥ejnost s drazem na specifické podminkyeské
populaci.

Celkow lze z dosazenych vysledlkkonstatovat, Ze antioxidai systém aerobniho
organismu tvéi vzajemr propojenou $i nizkomolekularnich a enzymovych antioxidant
které zasahuji ddady burcnych proces. Zmeny vrgjSich podminek, fipadreé zvysSeny
piisun esencialnich antioxid@nvétSinou ovliiuje komplex® regulovanymi drahamitiadu
dalSich metabolickych paraméta drah, jako je metabolismus sach@riipida a transportni
déje. Rozvoj metod postihujicich aktivitu antioxétdho komplexu i jeho slozek je stale
aktualni problematikou vyznamnou k pochopeni zakletd metabolickych regulaci a odezvy
organisnii na fyziologické i patologickéi stresové faktory.

Praw rozvoj metod a jejich aplikace byly cilenteploZzené prace, jejimzéélem bylo
prispét k poznatkm o regulaci redoxnich prodes Zivych systémech agkterych metodach
jejiho sledovani.
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7.ZAVERY

- Predlozena prace byla z#&mna na studium vybranych enzymovych i neenzymovych
antioxidanti v riznych typech biologického materialu se zvlaStnim&anim na enzymy
zapojené v regulaci oxidaiho stresu.

« V prvni ¢asti prace byly optimalizovany metody extrakce angveni vybranych
nizkomolekularnich i enzymovych antioxidam riznych druzich biologického materialu.
Optimalizované metody byly aplikovanyimnalyzach antioxidaftv jecmeni a ve sladu
v souvislosti se studiem aktivace antioXidizh mechanisin v zavislosti na v§Sich
faktorech. Druha ¢ast prace byla zaffena na sledovani zm enzymovych
i nizkomolekularnich antioxidaiiu humannich soubbrza &elem posouzeni vztahmezi
aktivitami jednotlivych sloZzek antioxidaiho komplexu po d@sné exogenni
suplementaci antioxidanty.

. Ugelem optimalizace metod stanoveni aktivity en@ybylo umoznit rychlé a rutinni
stanoveni velkého mnoZstvi vzérls potencialnim vyuZzitim automatického analyzatoru.
Tento vSak pracuje pouze ve viditelné oblasti spekiroto byly metody stanoveni v UV
oblasti srovnany s kolorimetrickymi metodami. Ddbgly optimalizovany podminky
stanoveni s ohledem na dany biologicky materiél.

« Stanoveni aktivity katalasy UV metodou bylo srowmas kolorimetrickou metodou
vyuZivajici molybdenanu amonného podle Gothovy ohetwb: metody vykazovaly
na standardu katalasy vyznamnou pozitivni korel&jptimalizace stanoveni aktivity
lipoxygenasy byla prové&da dle Jiangovy metody; metoda byla srovnavanavedgnim
UV stanovenim. V tomtofjpact nebyla potvrzena vysSi citlivost kolorimetricke toay
a proto byla k analyzam realnych vzogouzivana nadale UV metoda.

« Stanoveni aktivity superoxiddismutasy bylo testavanegimymi kolorimetrickymi
metodami vyuZzivajicimi tetrazoliové soli — NBT MTI. Ok vykazovaly silnou pozitivni
korelaci a ukazaly se byt vhodné preéieni vzorki, avSak metoda NBT vykazovalat$i
rozptyl nangienych vysledk. Metoda INT byla zvolena pro dfeni realnych vzork téz
z divodu dostupnosti komémiho setu se stabilizovanymiinidly. Validace metody
RANSOD potvrdila nejistotu do 12% a opakovatelndst 7% za #znych podminek
stanoveni.

+ Aktivita peroxidasy byla optimalizovana pomoci N@tovy metody za pouziti substratu
guaiacolu; pro o¥teni informaci o faktorech ovliwjicich toto stanoveni s guaiacolem
byly testovany optimalni pH, teplotni stabilita gmu a optimalni koncentrace enzymu
i substratu. Zasové zavislosti na koncentraci guaiacolu byla vithoa pdateni
rychlost reakce Ya Michaelisova konstanta,K

« Pro optimalizaci stanoveni celkové antioxidia aktivity zkoumaného materialu byly
vyzkouSeny metody ABTS a TRAP. Mezi &aha metodami byla nalezena pouze slaba
pozitivni korelace. Vysledky obou metod se siédow neliSily, avSak u &sSiny vzorki
byly hodnoty ziskané metodou ABTS vysSi. Pro rutistanoveni byla zvolena metoda
ABTS z divodu dostupnosti komémiho setu a moznosti automatizace. Metoda TRAP
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je vhodna pro vyzkumnécély a pro stanovovani Siroké Skaly vzirochazejicich
Z raiznych matric.

Po optimalizaci metod byly analyzovany enzymy umgéh vzorcich. V prvntasti prace
byly sledovany hladiny antioxidaht/ jecmeni a sladu zadé@lem posouzeni kvality vstupni
suroviny pro vyrobu piva.. Stanoveni aktivity supaddismutasy v jgmeni a ve sladu
bylo provaégno kome&nim diagnostickym setem. Sladovartéejmé zpisobuje aktivaci
antioxidanti v obilce j&mene; aktivita SOD ve sladu byla vzdy vySSi neEcmpni.
Nejvétsi vliv na aktivitu SOD ma odda je&mene; nejvyssSi hodnoty SOD byly nalezeny
aktivitu SOD mohou byt klimatické podminky, infekcdungicidy, gipadré typ
piedplodiny.

Aktivita katalasy u sledovanych vzdrkoyla nandiena vysSi ve sladu nez \¥ipeni.
NejvetsSi vliv na aktivitu nély praviEpodobré powtrnostni podminky; nebyla zjiSta
odridova zavislost ani vliv stebni lokality.

Namgiené aktivity peroxidasy u sledovanych vzompet potvrdily vyznamnou aktivaci
enzymu Bhem sladovani jemene. Nejvyssi aktivity POD byly nalezeny v adfr Malz,
nejnizsi v odiidé Sebastian.

Analyzy nizkomolerkularnih antioxidaint vitaminu E, luteinu g-karotenu v obilk&ch
jeémene a sladu potvrdily vyraznou aktivaci échto antioxidant béhem sladovani
jeémene. NejvysSSi obsahy sledovanych latek byly dtany v odfidé Jersey. Nebyly
nalezeny vyznamneé rozdily v hladinich v zavisloatjgstebni lokalik.

Souhrni I1ze uzavit, Ze patrid nejwtsi vliv na hladiny nizkomolekularnich i enzymovych
antioxidanti v jeémeni maji klimatické podminky v dané¢gtebni lokali. Aktivita
antioxidanti v obilkach j€mene prudce nast4 Ehem procesu sladovani; v obilce probiha
zvySena metabolicka aktivita,cfiiem niz Ize pedpokladat zvySenou tvorbu radikdl
Za timto &elem mohou byt aktivovany ostatni antioxidasystémy, aby ochranily hlky
pied poskozenim oxidaim stresemPred formulovanim obegjsich zavra je treba dalSi
oveéieni a zejména dlouhodgbi sledovani zrn aktivity enzynii i neenzymovych
antioxidanti v zavislosti na fisobeni exogennich faktopo dobu gkolika nasledujicich
let.

Ve druhécasti prace byly navrzeny a organimé& zajiS€ny dva klinické experimenty

provad¢né ve spolupraci s odi@nim klinické biochemie nemocnice v Kyjov, privatn
laboratdi Vetlab v Brg a slaborati specidlnich analyz Vyzkumného Udstavu
pivovarského a sladského v Brg.

Prvni Kklinicka studie byla zatena na vliv podavanitfpodniho preparatu obsahujiciho
polynenasycené mastné kyseliny a vitamin E na roétmbus a oxidéni status osob

s hyperlipidemii. Z@astnilo se 38 dobrovolnik roz&lenych do ¢ty skupin podle
piedlEzného screeningu jejich lipidového profilu. Prvntiem skupindm byl v daném
obdobi podavan potravinovy dopk obsahujici polynenasycené mastné kyseliny
a vitamin E (EPA Nature Bounty, sloZeni preparatab: 26, str. 102).

134



Vramci prvni klinické studie byly optimalizovany etody stanoveni enzymovych
antioxidanti v séru a dale metody stanoveni nizkomolekularrictioxidantt pomoci
vysoko&inné kapalinové chromatografie, prodiuktokrasilé oxidace proteit a pokrd@ilé
glykace pomoci spektrofluorimetrie a spektrofotameeta dale metoda stanoveni
individualnich mastnych kyselin v krevnim séru vipagici plynovou chromatografii
s FID detekci..

U obou rizikovych skupin byly po suplementaci zjist statisticky vyznamné ziny
lipidovych parametr; u skupiny hyperlipidemik nastal signifikantni pokles hladin
celkového cholesterolu, LDL i triacylglycetolHypercholesterolemici vykazovali pokles
hladin triacylglyceral. U skupiny zdravych jedirica kontrolni skupiny vyrazné zmy
nenastaly.

Analyza nizkomolekularnich antioxidd@ntikazala zvySeni hladin retinolucatokoferolu

u suplementovanych skupirste po ukoreni podavani preparatu. Kontrolni skupina
naopak vykazovaladhem sledovaného obdobi pokles hladin vSech paranaejejich
narst na konci experimentu.

U rizikovych skupin byly nalezeny vyrazivysSi hladiny produkitoxidace proteith neZli
skupiny zdravych jeding béhem trvani experimentu hladiny AOPP a AGE Kklesly.
Vysledky €chto paramefr negimo charakterizujicich oxidai stav organismu gdci

0 propojeni metabolismu lipida mechanisiinregulace oxidénich proces.

Analyza mastnych kyselin v séru ukazala pokles casych mastnych kyselin, hlavn
kyseliny palmitové (C16:0) a stearové (C18:0)rddy nenasycenych mastnych kyselin
doSlo Ehem podavani preparatu k fistu hladin a po ukameni uzivani k oftovnému
poklesu, zvlast u kyseliny linolové (C18:206) a olejové (C18:109). Podobné zgny
nastaly u kyseliny dokosahexaneové (C2@3) a eikosanoill Byl zaznamenan vyrazny
narist kyseliny nervonové (C24u9) ve vSech suplementovanych skupinach.

Podavany potravinovy dopik obsahuje vysoké mnozstvi PUFA; omega-3-nenasycene
mastné kyseliny maji vliv na sniZzovani hladiny d¢xilglyceroki, zabrauji v krevnim
fecisti shlukovani a usazovani aterosklerotickychtpléataji protizastlivé a protisrazlivé
acinky. V kombinaci s vitaminem E, ktery zahtge jejich oxidaci reaktivnimi formami,
jsou prezentovany jakaiiinny potravinovy doplék pii prevenci atherosklerosy. Podle
vysledii této studie je mozné regulovat hladiny lipid mastnych kyselin pravidelnym
piisunem PUFA a tokoferolu fipmym pozivanim rybich produkt nebo ve form
potravinového dopku.

Druha Kklinickd studie byla zaffena na sledovani zm antioxidank v souvislosti

s @ijmem g@irozenych zdraj v cerstvé fornd. Jako zdroj antioxidaftbyla vyuzita jablka

v mnozstvi 500 g derknExperimentu se astnilo celkem 16 osob — prvni skupina (n = 8)
dophiovala kazdy den svoji stravu o jablka po dobu du@siai, druha skupina (n = 8)
slouzila jako kontrolni soubor.

Béhem sledované doby doslo u obou skupin k signifikiamu poklesu hladin cholesterolu
na fyziologické hodnoty; doSlo rovh k vyraznému poklesu hladin kyseliny &ooé.
Hladiny nizkomolekularnich antioxidanse v zavislosti nafmu jablek nezrénily. Byly
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zvySeny hladiny celkovych flavonaidu suplementované skupinyhem experimentu.
U suplementované skupiny doslo v uvedeném obdahbirkému naistu aktivity katalasy,
kontrolni skupina naopak vykazala pgnme vyrazny pokles.

Ziskané vysledky ukazaly, Ze v deficientnim obdalgstai zvySeny pijem jablek

k pokryti hladin antioxidarit tak, jako u podavani vitamin NejvhodrjSim feSenim
se jevi trvaly pisun antioxidarit v piirozenych zdrojich s ohledem na sloZeni a typ &droj
je treba roz&it zejména fijem zeleniny i nenasycenych mastnych kyselin, po&o
je treba dopiovat dalSi vhodné rostlinné i zZiidné zdroje podporujici prostaglandinovou
drahu.

Antioxida¢ni  systém aerobniho organismu ifvo vzdjemr& propojenou i
nizkomolekularnich a enzymovych antioxidantkteré zasahuji ddady burcnych
procesi. Rozvoj metod postihujicich aktivitu antioxisdho komplexu i jeho slozek
je stale aktualni problematikou vyznamnou k pochépeakladnich metabolickych
regulaci a odezvy organisnma fyziologické i patologickéi stresove faktory.
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ABTS
AGE
AOPP

ApoA/ApoB

CAT
DNA
DPPH
EDTA
ELISA
EPR/ESR
EPA
GC-MS
GPx
GSH
GSSG
HDL
HPLC

HPLC/ESI-MS

HPLC-MS
INT
LDL
LOX
LPO
MDA
MS
NADP*
NADPH
NBT
POD
PPO
PUFA
RNS
RONS
ROS
RP-HPLC
SOD
TEAC
TRAP
TRIS
VLDL
XOD

9. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

2,2.-azinobis (3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiagesulfonat
Advanced Glycation-End Product
Advanced Oxidation Protein Product
apolipoprotein A/B
katalasa
deoxyribonukleova kyselina
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
ethylenediaminetetraacetic acid
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
elektronova paramagneticka (spinova) rexonapektrometrie
eicosapentaneic acid
Gas Chromatography — Mass Spectrometry
glutathionperoxidasa
glutathion — redukovana forma
glutathion — oxidovana forma
High-density lipoprotein
High Performance Liquid Chromatography
HPLC - electrospray ionisation masscspenetry
High Performance Liquid Chromatography ad¥l Spectrometry
lodoNitroTetrazolium
Low-density lipoprotein
lipoxygenasa
lipidova peroxidace
malondialdehyd
Mass Spectrometry
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NitroBlueTetrazoliumchlorid
peroxidasa
polyfenoloxidasa
Polyunsaturated Fatty Acids
Reactive Nitrogen Species
Reactive Oxygen and Nitrogen Species
Reactive Oxygen Species
Reversed phase HPLC
superoxiddismutasa
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Total Radical Trapping Parameter
tris(hydroxymethyl)aminomethane
very low-density lipoprotein
xanthin-oxidasa
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