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Úvod
Volné radikály jsou atomy, molekuly ãi ionty, které mají ve svém elektronovém obalu nepárov˘ elektron. SnaÏí se proto pfie-

jít do stabilního stavu reakcí s okolními ãásticemi, tím Ïe zaplní orbitaly. Pro organismus jsou nejv˘znamnûj‰í volné radikály kys-

líku a reaktivní látky vzniklé jejich pfiemûnami. Ty jsou oznaãovány spoleãn˘m názvem reaktivní formy kyslíku (ROS – reacti-

ve oxygen species) (Racek and Holecek, 1999). ROS u aerobních organismÛ vznikají spontánnû jako vedlej‰í produkty v respi-

raãním fietûzci nebo v dÛsledku autooxidace hemoglobinu apod. Stav organizmu, kdy se ROS tvofií v nadmûrném mnoÏství, se

naz˘vá oxidativní stres. Faktory podporující tvorbu ROS mohou b˘t fyzikální (napfi. UV, ionizaãní záfiení), chemické (napfi. tûÏ-

ké kovy, farmaka) nebo biologické (infekce) (Svobodova, et al., 2007, Tripathi, et al., 2007). Tyto vysoce reaktivní látky napa-

dají neselektivnû biologické struktury (proteiny, nukleové kyseliny, lipidy) to se projeví následnû na jejich funkci. Chronické

pÛsobení ROS na organismy mÛÏe vést ke vzniku rÛzn˘ch onemocnûní (Tichavska and Gut, 1994). Mezi nejzávaÏnûj‰í one-

mocnûní na jejichÏ vzniku se tyto látky podílejí patfií zhoubné nádory (Karihtala and Soini, 2007). ROS hydroxylují purinové

a pyrimidinové báze v nukleov˘ch kyselinách a tím zpÛsobují mutace DNA (Buonocore and Groenendaal, 2007 Federico, et al.,

2007). Dále mohou ROS po‰kozovat enzymy zapojené do detoxikací, tím brání zne‰kodnûní potencionálních karcinogenÛ. Pro-

toÏe jsou ROS pro organizmus neÏádoucí, disponuje organizmus ochranou schopnou je úãinnû eliminovat. MÛÏe b˘t povahy neen-

zymatické (vitaminy C, E, β-karoten, bílkoviny a chelátové látky vázající tûÏké kovy), nebo enzymatické (Kulikowska-Karpin-

ska and Moniuszko-Jakoniuk, 2004). Do níÏ je zahrnuto nûkolik enzymÛ provádûjících detoxikaci v nûkolika stupních (obr. 1).

Jedná se zejména o superoxiddismutasu, glutathionperoxidasu a katalasu. Superoxiddismutasa (SOD) katalyzuje dismutaãní reak-

ci superoxidu vzniklého pfii metabolick˘ch pochodech na ménû reaktivní peroxid vodíku. Katalasa (CAT) navazuje na pÛsobení

SOD, tím Ïe zaji‰Èuje ‰tûpení peroxidu vodíku na vodu a kyslík. Spoleãnû s katalasou pÛsobí i efektivnûj‰í glutathionperoxidasa

(GPx) ‰tûpící peroxidy za souãasné oxidace glutathionu. Je zejména dÛleÏitá pfii odstraÀování peroxidovan˘ch lipidÛ z membrán.

Glutathion je zpût regenerován na redukovanou formu pomocí enzymu glutathionreduktasy (GR) za souãasné oxidace NADPH.

Mimo jiné peroxid vodíku podléhá katalytickému pÛsobení hlavnû pfiechodn˘ch kovÛ a rozkládá se na hydroxylov˘ radikál, kte-

r˘ je nejnebezpeãnûj‰í. Tato ‰kodlivá reakce se uplatÀuje pokud není peroxid dostateãnû rychle odbouráván popsan˘mi enzymy

(Mates, et al., 1999, Michiels, et al., 1994, Peskin, 1997).

Organizmus má jisté moÏnosti v regulaci zv˘‰ené tvorby ROS v podobû indukce antioxidaãnû ochrann˘ch mechanizmÛ. Situ-

ace, kdy k tomu dochází nejsou neobvyklé a zahrnují toxické pÛsobení látek v Ïivotním prostfiedí a chronické onemocnûní. Stej-

nû tak mohou b˘t ochranné mechanizmy ‰kodliv˘mi látkami inhibovány s dÛsledkem men‰í schopnosti odbourávat ROS. Jed-

nou z mnoÏností jak hodnotit antioxidaãní ochranu a stav metabolizmu ROS je zji‰tûní aktivit oxidaãnû protektivních enzymÛ. 

V na‰í práci jsme hodnotili efekt zinku na základní ochranné enzymy. SnaÏili jsme se popsat zda po vysok˘ dávkách zinku

pfiijímaného v potravû je ovlivnûna tvorba nebo zpracování ROS a zda mÛÏeme tento efekt popsat jako pozitivní ãi jako toxické

pÛsobení. K testování jsme vyuÏili dvû formy zinku jako modelu minerálních léãiv˘ch doplÀkÛ.

Materiál a metody

Biologick˘ materiál
K experimentu byli pouÏiti rostoucí samci laboratorního potkana outbredního kmene Wistar albino z konvenãního chovu LF

Masarykovy univerzity v Brnû. PrÛmûrná poãáteãní hmotnost ve skupinû se pohybovala v rozmezí 75,2 aÏ 75,7 g. U potkanÛ byl

zji‰Èován vliv dvou forem zinku na antioxidaãní enzymy. K pokusu byly vyuÏity dvû skupiny potkanÛ. Obû dvû skupiny dostá-

valy zinek v krmné dávce, která obsahovala 150 mg Zn na kilogram krmiva. První skupinû byl podáván zinek v anorganické for-

mû ZnO a druhé v podobû chelátu urãenému jako doplnûk stravy pro hospodáfiská zvífiata dodávan˘ firmou KHEIRON s.r.o.

Pokus trval sedm t˘dnÛ. KaÏd˘ t˘den se zvífiatÛm odebrala krev pro stanovení aktivity enzymÛ.

Pfiíprava vzorkÛ
Získaná krev se okamÏitû po odbûru smísila s citronanem sodn˘m (20 mg.ml–1) pro zabránûní koagulace. Pak bylo odebráno

20 μl krve do 1 ml fyziologického roztoku (0.9 % NaCl). Suspenze erytrocytÛ byla centrifugována pfii 1000 ot/min 10 minut.

Roztok NaCl byl vymûnûn a postup opakován. Získan˘ pelet erytrocytÛ byl hemolyzován 1 ml deionizované vody. Hemolyzát

byl následnû pouÏit ke stanovení enzymÛ. 
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Stanovení aktivity:
V‰echna spektrofotometrická mûfiení byla provádûna na analyzátoru (BS-200 Chemistry analyzer, Mindray, âína) s kyveto-

v˘m prostorem temperovan˘m na 37 °C. Aktivita byla vyjadfiována v U/g hemoglobinu (Hb). MnoÏství Hb se stanovilo meto-

dou dle Drabkina po jeho pfievedení na kyanomethemoglobin kdy se smíchalo 30 μl hemolyzátu s 300 μl Drabkinova roztoku

(0,77 mM KCN, 0,6 mM K3(Fe(CN)6) v 1 mM NaH2PO4), po 5 min byla transformace dokonãena a absorbance kyanomethe-

moglobinu byla zmûfiena pfii 546 nm (Wendel and William, 1981).

Katalasa: Aktivitu katalasy jsme urãily z úbytku peroxidu vodíku po jeho inkubaci se vzorkem. Na mikrotitraãní destiãce bylo

k 50 μl vzorku (koncentrace 1 mg Hb/ml), pfiidáno 50 μl 100 mM H2O2. Reakce byla ukonãena po 1 minutû pfiidáním 50 μl

200 mM NaN3. Poté byla smûs zfiedûna na 0,5 ml a v ní jsme stanovili nespotfiebovan˘ peroxid pomocí vzniku barevného pro-

duktu mûfiením absorbance pfii 510 nm.

Superoxiddismutasa:

Aktivita superoxiddismutasy byla stanovována spektrofotometricky pomocí soupravy SOD assay kit (Fluka, Nûmecko). Reakã-

ní smûs byla tvofiena 30 μl hemolyzátu (koncentrace 0,75 mg Hb/ml), 300 μl WST pracovního roztoku a 30 μl enzymového pra-

covního roztoku. Mûfiilo se procento inhibice vzniku formazánu, kter˘ vzniká reakcí s enzymaticky generovan˘m superoxidem.

Reakce byla monitorována pfii vlnové délce 450 nm po dobu 20 minut 

GPx

Aktivita glutathionperoxidasy byla zji‰tûna dle úbytku NADPH v recyklující reakci oxidace a redukce glutathionu (Wendel

and William, 1981). Reakãní roztok pro stanovení GPx obsahoval 0.5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA, glutathion reduktasu v mnoÏ-

ství 1 U/ml, 0.3 mM NADPH a 6 mM GSH v 37 mM fosfátovém pufru o pH 7. K 200 μl tohoto roztoku bylo pipetováno 45 μl

vzorku, kter˘ byl pfiipraven zfiedûním a transformováním hemolyzátu na koncentraci 3 mg(Hb).ml–1 pfiiãemÏ na kaÏd˘ mg Hb

bylo pfiidáno 80 μg KCN a 100 μg K3(Fe(CN)6). Smûs vzorku a reakãního roztoku se nechala 10 minut inkubovat. Reakce byla

zahájena pfiidáním 55 μl 7,2 mM tert-butyl-hydroperoxidu. Zaznamenával se pokles absorbance pfii 340 nm.

V˘sledky

CAT

Kataláza se vût‰inou stanovuje pfiímo metodou jeÏ popsal Aebi, kdy se vyuÏívá absorbce samotného 10 mM peroxidu vodí-

ku pfii 240 nm a aktivita se urãí ze zmûny absorbance v ãase zpÛsobenou jeho rozkladem (Aebi, 1984). Automatizované bioche-

mické analyzátory v‰ak v potfiebné UV oblasti nepracují. Proto jsme pfievedli nespotfiebovan˘ peroxid vodíku po reakci ze vzor-

kem na barven˘ chinonimid. VyuÏili jsme peroxidasu, která katalyzuje oxidaci metylfenolu na chinon jeÏ následnû reaguje s ami-

noantipyrinem. Provedli jsme optimalizaci postupu stanovení se standardem katalázy z hovûzích jater. Metodou jsme stanovili

aktivitu v erytrocytech ovlivnûn˘ch potkanÛ. Hodnota aktivity u kontrolní skupiny se pohybovala mezi 140-170 kU.g(Hb)–1

a nejevila závislost na stáfií potkana. U experimentálních potkanÛ se objevily první zmûny aÏ tfietí t˘den a to pouze u skupiny

krmené chelátem zinku, kdy byla zmûfiena aktivita 182 kU.g(Hb)–1. V prÛbûhu dal‰ích t˘dnÛ se aktivita dále zvy‰ovala a na kon-

ci experimentu byla 190 kU.g(Hb)–1 tedy o 13 % vy‰‰í neÏ horní mez u kontrolní skupiny. U potkanÛ s pfiísunem ZnO aktivita

katalázy vzrostla nad horní mez kontrolní skupiny aÏ v ‰estém a sedmém t˘dnu a to jen mírnû. Bylo popsáno, Ïe nûkteré slouãe-

niny zinku mohou katalázu stabilizovat in vitro (Garcia-Canadas, et al., 2002). Pfiedpokládáme, Ïe se zde uplatnil tento efekt

ochrany enzymu v erytrocytech. DÛsledkem vedoucím nakonec ke zv˘‰ení aktivity by bylo tedy prodlouÏení Ïivotnosti enzymu

a nikoli jeho indukce zavinûná tvorbou peroxidu vodíku vyvolaného zineãnat˘mi ionty. Tomu nenasvûdãuje aktivita SOD, která

byla naopak u skupiny vystavené chalátu men‰í neÏ u skupiny s ZnO. 

Rozdílné v˘sledky u obou skupin spoãívají buì v rychlej‰ím ustálení koncentrace zinku v organizmu po chelátu zinku nebo

nebo ve specifickém pÛsobení zineãnatého komplexu.

obr. 1
Schéma pÛsobení hlavních antioxidaãních enzymÛ

obr. 2
Graf aktivity superoxiddismutasy v prÛbûhu sedmi t˘dnÛ
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GPx

V pouÏité metodû stanovení se urãuje aktivita v‰ech izoforem enzymu. Rekci lze uskuteãnit jak se samotn˘m peroxidem vodí-

ku tak i s nûkter˘mi organick˘mi hydropexidy. Nicménû neenzymatická peroxidace glutathionu probíhá velmi rychle. U peroxi-

du vodíku jsme pozorovali velmi rychlou reakci (43,4 nmolNADPH.min–1 v 0,3 ml reakãní smûsi). PouÏití hydroperoxidÛ je vhod-

né z dÛvodu niÏ‰í rychlosti samovolné reakce, která u t-butylhydroperoxidu ãiní (5.7 μmolNADPH.min–1 v 0,3 ml reakãní smûsi)

a je tedy 7.5 krát pomalej‰í neÏ u peroxidu vodíku. Peroxidaci urychluje rovnûÏ v hemolyzátu pfiítomn˘ hemoglobin. Ten se ov‰em

nepodílí na rozkladu peroxidu za fyziologick˘ch podmínek pro jeho nízkou koncentraci. Jeho aktivita se proto blokuje pfievede-

ním na kyanomethemoglobin. V experimentu jsem pouÏívali vzorek zfiedûn˘ na 3 mg HB.ml–1. 

Aktivita celkové glutathionperoxidasy mûfiená v hemolyzátu u kontrolní skupiny byla 164 U.g(Hb)–1. Efekt zinku na tento

enzymatick˘ systém se projevil tfietí t˘den poklesem aktivity u obou skupin o asi 25 % na 119 U.g(Hb)–1. Dal‰í t˘dny jiÏ aktivi-

ty neklesaly. U skupiny chelátu viditeln˘ pokles nastal ve druhém t˘dnu na 142 U.g(Hb)–1 o 13 %. Vysvûtlujeme si to tak, Ïe che-

látová forma zinku vzhledem k lep‰ímu vstfiebávání dosáhla dfiíve koncentrací majících vliv na aktivitu enzymu. Inhibice tohoto

systému mÛÏe vést k neschopnosti úãinnû odbourávat peroxid vodíku a peroxidované lipidy v pfiípadû zv˘‰ené oxidativní zátû-

Ïe. ProtoÏe se vliv zinku projevil po del‰í dobû vyluãujeme pfiímé pÛsobení na enzym. Pokles aktivity souvisí s poklesem tvorby

nového enzymu. Tato skuteãnost naznaãuje, Ïe se sníÏila jeho potfieba.

SOD

SOD byla stanovovaná za pouÏití komerãního setu. Postup uveden˘ v setu je vhodn˘ pro uskuteãnûní mûfiení v readru na mik-

rotitraãní destiãce, protoÏe pracuje s mal˘mi objemy vzorku. Aby bylo moÏné mûfiit v automatizovaném systému, museli jsme

nav˘‰it objem pipetovan˘ch ãinidel o jednu tfietinu pfii zachování objemového pomûru ãinidla a vzorku. Aby se vylouãilo ovliv-

nûní látkami s redukãními vlastnostmi jako redukovan˘ glutathion vyÏaduje stanovení mûfiení tfií blankÛ. Nicménû pfii anal˘zách

v hemolyzátu jsme nepozorovali interakci s tûmito látkami, která by se projevila na namûfiené aktivitû a proto jsme od mûfiení

dvou blankÛ upustili. Metoda neumoÏÀuje pfiímé stanovení aktivity na základû látkové pfiemûny v ãase. Zji‰Èují se procenta inhi-

bice reakce superoxidu s tetrazoliovou solí, která jeví logaritmickou závislost na aktivitû. Pro získání skuteãné aktivity by se

musela vytvofiit kalibraãní závislost známé SOD aktivity na stupni inhibice reakce.

Ze zmûn aktivity SOD vypl˘vá mírné zv˘‰ení u skupiny ZnO v porovnání s kontrolou. Skupina s pfiísunem chelátu se neli‰i-

la od kontrolní skupiny. Anorganická forma zinku zfiejmû zvy‰ovala celkové oxidaãní zatíÏení. K produkci ROS mohl vést roz-

klad peroxidu vodíku podobn˘m prÛbûhem jako pfii fentonovû reakci. Chelátová forma zinku se projevila jako v˘hodnûj‰í, pro-

toÏe její koordinaãní sféra byla pravdûpodobnû blokována chelátem a zfiejmû tedy postrádala katalytické schopnosti anorganic-

ké formy zinku.

Závûr
Modifikovali jsme bûÏné biochemické stanovení vyuÏívající aminoantipyrin pro zmûfiení aktivity katalasy a pfienesli metodu

stanovení glutathionperoxidasy a superoxiddismutasy pro provedení na bûÏném analyzátoru. Stanovení tûchto enzymÛ patfií k tes-

tÛm, které informují o stavu antioxidaãní ochrany organizmu. Lze jimi posoudit vliv faktorÛ na vznik oxidativního stresu. V expe-

rimentu jsme posuzovali zda vût‰í dávky zinku neÏ fyziologicky nutné, pfiispívají ke zv˘‰ené tvorbû voln˘ch radikálÛ. Nalezli

jsme bûhem experimentu zmûny aktivit enzymÛ v ãase. 

Pravdûpodobnû ne v‰echny zmûny lze pfiipsat nárÛstu ROS. Zv˘‰ení katalasy pravdûpodobnû souvisí s interakcí zinku s enzy-

mem. SníÏení GPx jiÏ mÛÏe mít vliv na antioxidaãní ochranu organizmu a pfiispívat k hor‰í schopnosti se vyrovnat s nárÛstem

ROS. Indukce SOD byla zaznamenána pouze u skupiny krmené ZnO. Pfiedpokládáme, Ïe tato forma zv˘‰ila tvorbu superoxido-

vého radikálu. Zmûny aktivity antioxidaãních enzymÛ v erytrocytech jednoznaãnû neprokázaly, Ïe nadbyteãné mnoÏství zineã-

nat˘ch iontÛ vyvolává oxidativní stres.

obr. 3
Graf aktivity glutathionperoxidasy v prÛbûhu sedmi t˘dnÛ

obr. 4
Graf aktivity katalasy v prÛbûhu sedmi t˘dnÛ
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