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Uvod

Volné radikély jsou atomy, molekuly ¢i ionty, které maji ve svém elektronovém obalu neparovy elektron. SnaZi se proto pte-
jit do stabilniho stavu reakci s okolnimi ¢asticemi, tim Ze zaplni orbitaly. Pro organismus jsou nejvyznamnéjsi volné radikaly kys-
liku a reaktivni latky vzniklé jejich pfeménami. Ty jsou oznacovany spole¢nym ndzvem reaktivni formy kysliku (ROS — reacti-
ve oxygen species) (Racek and Holecek, 1999). ROS u aerobnich organisma vznikaji spontdnné jako vedlejsi produkty v respi-
ra¢nim fetézci nebo v disledku autooxidace hemoglobinu apod. Stav organizmu, kdy se ROS tvofi v nadmérném mnoZstvi, se
nazyva oxidativni stres. Faktory podporujici tvorbu ROS mohou byt fyzikalni (napt. UV, ioniza¢ni zéfeni), chemické (napf. téz-
ké kovy, farmaka) nebo biologické (infekce) (Svobodova, et al., 2007, Tripathi, et al., 2007). Tyto vysoce reaktivni latky napa-
daji neselektivné biologické struktury (proteiny, nukleové kyseliny, lipidy) to se projevi ndsledné na jejich funkci. Chronické
mocnéni na jejichZ vzniku se tyto latky podileji patii zhoubné nidory (Karihtala and Soini, 2007). ROS hydroxyluji purinové
a pyrimidinové baze v nukleovych kyselinich a tim zptsobuji mutace DNA (Buonocore and Groenendaal, 2007 Federico, et al.,
2007). Ddle mohou ROS poskozovat enzymy zapojené do detoxikaci, tim brani zneSkodnéni potenciondlnich karcinogenti. Pro-
toZe jsou ROS pro organizmus neZidouci, disponuje organizmus ochranou schopnou je G¢inné eliminovat. MiZe byt povahy neen-
zymatické (vitaminy C, E, B-karoten, bilkoviny a cheldtové latky vazajici t€Zké kovy), nebo enzymatické (Kulikowska-Karpin-
ska and Moniuszko-Jakoniuk, 2004). Do niZ je zahrnuto nékolik enzymu provadéjicich detoxikaci v nékolika stupnich (obr. 1).
Jedna se zejména o superoxiddismutasu, glutathionperoxidasu a katalasu. Superoxiddismutasa (SOD) katalyzuje dismuta¢ni reak-
ci superoxidu vzniklého pfi metabolickych pochodech na méné reaktivni peroxid vodiku. Katalasa (CAT) navazuje na piisobeni
SOD, tim Ze zajiStuje Sté€peni peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Spole¢né s katalasou piisobi i efektivnéjsi glutathionperoxidasa
(GPx) Stépici peroxidy za soucasné oxidace glutathionu. Je zejména dlleZita pfi odstrafiovani peroxidovanych lipidii z membran.
Glutathion je zpét regenerovan na redukovanou formu pomoci enzymu glutathionreduktasy (GR) za soucasné oxidace NADPH.
Mimo jiné peroxid vodiku podléha katalytickému plisobeni hlavné pfechodnych kovi a rozklada se na hydroxylovy radikal, kte-
(Mates, et al., 1999, Michiels, et al., 1994, Peskin, 1997).

Organizmus m4 jisté moZnosti v regulaci zvySené tvorby ROS v podob¢ indukce antioxidacné ochrannych mechanizma. Situ-
ace, kdy k tomu dochéazi nejsou neobvyklé a zahrnuji toxické plisobeni latek v Zivotnim prostiedi a chronické onemocnéni. Stej-
né tak mohou byt ochranné mechanizmy S$kodlivymi latkami inhibovany s diisledkem mensi schopnosti odbourdvat ROS. Jed-
nou z mnoZnosti jak hodnotit antioxida¢ni ochranu a stav metabolizmu ROS je zji§téni aktivit oxida¢né protektivnich enzymd.

V nasi praci jsme hodnotili efekt zinku na zdkladni ochranné enzymy. SnaZili jsme se popsat zda po vysoky davkach zinku
pfijimaného v potravé je ovlivnéna tvorba nebo zpracovani ROS a zda miZeme tento efekt popsat jako pozitivni ¢i jako toxické
pusobeni. K testovani jsme vyuZili dvé formy zinku jako modelu minerédlnich 1é¢ivych dopliiki.

Material a metody

Biologicky material

K experimentu byli pouZiti rostouci samci laboratorniho potkana outbredniho kmene Wistar albino z konven¢niho chovu LF
Masarykovy univerzity v Brn€. Primérna poc¢ate¢ni hmotnost ve skupiné se pohybovala v rozmezi 75,2 a7z 75,7 g. U potkant byl
zjiStovan vliv dvou forem zinku na antioxida¢ni enzymy. K pokusu byly vyuzity dvé skupiny potkanti. Ob& dvé skupiny dosta-
valy zinek v krmné davce, kterd obsahovala 150 mg Zn na kilogram krmiva. Prvni skupiné byl pod4vén zinek v anorganické for-
mé ZnO a druhé v podobé€ cheldtu uréenému jako doplnék stravy pro hospodéiska zvitfata dodavany firmou KHEIRON s.r.0.
Pokus trval sedm tydnt. KaZzdy tyden se zvifatim odebrala krev pro stanoveni aktivity enzymu.

Piiprava vzorku

Ziskana krev se okamZité po odbéru smisila s citronanem sodnym (20 mg.ml-!) pro zabranéni koagulace. Pak bylo odebrano
20 ul krve do 1 ml fyziologického roztoku (0.9 % NaCl). Suspenze erytrocytl byla centrifugovana pti 1000 ot/min 10 minut.
Roztok NaCl byl vyménén a postup opakovan. Ziskany pelet erytrocytil byl hemolyzovéan 1 ml deionizované vody. Hemolyzat
byl nésledné pouZit ke stanoveni enzymu.
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obr. 1 obr. 2
Schéma pisobeni hlavnich antioxida¢nich enzymu Graf aktivity superoxiddismutasy v priab&éhu sedmi tydnt

Stanoveni aktivity:

V3echna spektrofotometrickd m&feni byla provadéna na analyzatoru (BS-200 Chemistry analyzer, Mindray, Cina) s kyveto-
vym prostorem temperovanym na 37 °C. Aktivita byla vyjadfovana v U/g hemoglobinu (Hb). MnoZstvi Hb se stanovilo meto-
dou dle Drabkina po jeho pievedeni na kyanomethemoglobin kdy se smichalo 30 ul hemolyzéitu s 300 ul Drabkinova roztoku
(0,77 mM KCN, 0,6 mM K;(Fe(CN)g) v 1 mM NaH,PO,), po 5 min byla transformace dokoncena a absorbance kyanomethe-
moglobinu byla zméfena pfi 546 nm (Wendel and William, 1981).

Katalasa: Aktivitu katalasy jsme urcily z tbytku peroxidu vodiku po jeho inkubaci se vzorkem. Na mikrotitra¢ni desti¢ce bylo
k 50 wul vzorku (koncentrace 1 mg Hb/ml), pfiddno 50 ul 100 mM H,0,. Reakce byla ukoncena po 1 minuté pfiddnim 50 ul
200 mM NaNj. Poté byla smés ziedéna na 0,5 ml a v ni jsme stanovili nespotiebovany peroxid pomoci vzniku barevného pro-
duktu méfenim absorbance pii 510 nm.

Superoxiddismutasa:

Aktivita superoxiddismutasy byla stanovovana spektrofotometricky pomoci soupravy SOD assay kit (Fluka, Némecko). Reak¢-
ni smés byla tvofena 30 ul hemolyzatu (koncentrace 0,75 mg Hb/ml), 300 ul WST pracovniho roztoku a 30 ul enzymového pra-
covniho roztoku. Méfilo se procento inhibice vzniku formazanu, ktery vznika reakci s enzymaticky generovanym superoxidem.
Reakce byla monitorovéana pii vinové délce 450 nm po dobu 20 minut

GPx

Aktivita glutathionperoxidasy byla zjiSténa dle tibytku NADPH v recyklujici reakci oxidace a redukce glutathionu (Wendel
and William, 1981). Reak¢ni roztok pro stanoveni GPx obsahoval 0.5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA, glutathion reduktasu v mnoZz-
stvi 1 U/ml, 0.3 mM NADPH a 6 mM GSH v 37 mM fosfatovém pufru o pH 7. K 200 ul tohoto roztoku bylo pipetovano 45 ul
vzorku, ktery byl pfipraven zfedénim a transformovanim hemolyzatu na koncentraci 3 mg(Hb).ml-! pfi¢emZ na kazdy mg Hb
bylo pfidano 80 ug KCN a 100 ug K;3(Fe(CN)g). Smés vzorku a reak¢éniho roztoku se nechala 10 minut inkubovat. Reakce byla
zahdjena pfidanim 55 ul 7,2 mM tert-butyl-hydroperoxidu. Zaznamenaval se pokles absorbance pfi 340 nm.

Vysledky

CAT

Kataldza se vétSinou stanovuje pfimo metodou jeZ popsal Aebi, kdy se vyuZiva absorbce samotného 10 mM peroxidu vodi-
ku pfi 240 nm a aktivita se urci ze zmény absorbance v ¢ase zpusobenou jeho rozkladem (Aebi, 1984). Automatizované bioche-
mické analyzétory v§ak v potiebné UV oblasti nepracuji. Proto jsme pfevedli nespotiebovany peroxid vodiku po reakci ze vzor-
kem na barveny chinonimid. VyuZili jsme peroxidasu, kterd katalyzuje oxidaci metylfenolu na chinon jeZ nasledné reaguje s ami-
noantipyrinem. Provedli jsme optimalizaci postupu stanoveni se standardem katalazy z hovézich jater. Metodou jsme stanovili
aktivitu v erytrocytech ovlivnénych potkanti. Hodnota aktivity u kontrolni skupiny se pohybovala mezi 140-170 kU.g(Hb)-!
a nejevila zdvislost na staii potkana. U experimentdlnich potkanll se objevily prvni zmény aZ tfeti tyden a to pouze u skupiny
krmené chelatem zinku, kdy byla zméfena aktivita 182 kU.g(Hb)-!. V pribéhu dal§ich tydnu se aktivita dile zvySovala a na kon-
ci experimentu byla 190 kU.g(Hb)! tedy o 13 % vyssi neZ horni mez u kontrolni skupiny. U potkant s pfisunem ZnO aktivita
katalazy vzrostla nad horni mez kontrolni skupiny az v Sestém a sedmém tydnu a to jen mirné. Bylo popsano, Ze nékteré slouce-
niny zinku mohou kataldzu stabilizovat in vitro (Garcia-Canadas, et al., 2002). Pfedpokladame, Ze se zde uplatnil tento efekt
ochrany enzymu v erytrocytech. Diisledkem vedoucim nakonec ke zvySeni aktivity by bylo tedy prodlouZeni Zivotnosti enzymu
a nikoli jeho indukce zavinéna tvorbou peroxidu vodiku vyvolaného zine¢natymi ionty. Tomu nenasvédcuje aktivita SOD, ktera
byla naopak u skupiny vystavené chalatu mensi neZ u skupiny s ZnO.

Rozdilné vysledky u obou skupin spocivaji bud v rychlejSim ustaleni koncentrace zinku v organizmu po cheldtu zinku nebo
nebo ve specifickém piisobeni zine¢natého komplexu.
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obr. 3 obr. 4
Graf aktivity glutathionperoxidasy v pritbéhu sedmi tydnii Graf aktivity katalasy v prabéhu sedmi tydnt
GPx

V pouzité metodé stanoveni se urcuje aktivita v§ech izoforem enzymu. Rekci 1ze uskutec¢nit jak se samotnym peroxidem vodi-
ku tak i s n€kterymi organickymi hydropexidy. Nicméné neenzymaticka peroxidace glutathionu probiha velmi rychle. U peroxi-
du vodiku jsme pozorovali velmi rychlou reakci (43,4 nmolyappy.min—! v 0,3 ml reakéni smési). PouZiti hydroperoxidu je vhod-
né z diivodu niZsi rychlosti samovolné reakce, kterd u t-butylhydroperoxidu ¢ini (5.7 umolyappy-min=! v 0,3 ml reakéni smési)
aje tedy 7.5 krat pomalejsi neZ u peroxidu vodiku. Peroxidaci urychluje rovné€Z v hemolyzatu pfitomny hemoglobin. Ten se oviem
nepodili na rozkladu peroxidu za fyziologickych podminek pro jeho nizkou koncentraci. Jeho aktivita se proto blokuje prevede-
nim na kyanomethemoglobin. V experimentu jsem pouZzivali vzorek zfedény na 3 mg HB.ml-1.

Aktivita celkové glutathionperoxidasy méfend v hemolyzétu u kontrolni skupiny byla 164 U.g(Hb)-!. Efekt zinku na tento
enzymaticky systém se projevil tfeti tyden poklesem aktivity u obou skupin o asi 25 % na 119 U.g(Hb)-!. Dalsi tydny jiZ aktivi-
ty neklesaly. U skupiny chelatu viditelny pokles nastal ve druhém tydnu na 142 U.g(Hb)-! 0 13 %. Vysvétlujeme si to tak, Ze che-
latova forma zinku vzhledem k lepSimu vstiebavani dosahla dfive koncentraci majicich vliv na aktivitu enzymu. Inhibice tohoto
systému muzZe vést k neschopnosti i¢inné odbouravat peroxid vodiku a peroxidované lipidy v pfipadé zvySené oxidativni zaté-
Ze. ProtoZe se vliv zinku projevil po delsi dob& vylu¢ujeme piimé piisobeni na enzym. Pokles aktivity souvisi s poklesem tvorby
nového enzymu. Tato skutecnost naznacuje, Ze se sniZila jeho potieba.

SOD

SOD byla stanovovana za pouziti komer¢niho setu. Postup uvedeny v setu je vhodny pro uskute¢néni méfeni v readru na mik-
rotitracni desti¢ce, protoZe pracuje s malymi objemy vzorku. Aby bylo moZné méfit v automatizovaném systému, museli jsme
navysit objem pipetovanych ¢inidel o jednu tietinu pfi zachovéani objemového poméru ¢inidla a vzorku. Aby se vyloucilo ovliv-
néni latkami s reduk¢nimi vlastnostmi jako redukovany glutathion vyZaduje stanoveni méfeni tif blankl. Nicméné pfi analyzach
v hemolyzatu jsme nepozorovali interakci s témito latkami, kterd by se projevila na naméfené aktivité a proto jsme od méfeni
dvou blanki upustili. Metoda neumoZiiuje pfimé stanoveni aktivity na zdkladé latkové premény v ¢ase. Zjistuji se procenta inhi-
bice reakce superoxidu s tetrazoliovou soli, kterd jevi logaritmickou z4vislost na aktivité. Pro ziskdni skute¢né aktivity by se
musela vytvofit kalibra¢ni zavislost zndimé SOD aktivity na stupni inhibice reakce.

Ze zmén aktivity SOD vyplyva mirné zvySeni u skupiny ZnO v porovnéni s kontrolou. Skupina s ptisunem chelatu se nelisi-
la od kontrolni skupiny. Anorganicka forma zinku zifejmé zvySovala celkové oxidacni zatiZeni. K produkci ROS mohl vést roz-
klad peroxidu vodiku podobnym priibéhem jako pfi fentonové reakci. Chelatova forma zinku se projevila jako vyhodnéjsi, pro-
toZe jeji koordinacni sféra byla pravdépodobné blokovana cheldtem a zfejmé tedy postradala katalytické schopnosti anorganic-
ké formy zinku.

Zavér

Modifikovali jsme béZné biochemické stanoveni vyuZivajici aminoantipyrin pro zméfeni aktivity katalasy a pfenesli metodu
stanoveni glutathionperoxidasy a superoxiddismutasy pro provedeni na béZném analyzatoru. Stanoveni téchto enzymil patii k tes-
tim, které informuji o stavu antioxida¢ni ochrany organizmu. Lze jimi posoudit vliv faktort na vznik oxidativniho stresu. V expe-
rimentu jsme posuzovali zda vétsi davky zinku neZ fyziologicky nutné, prispivaji ke zvySené tvorbé volnych radikélt. Nalezli
jsme béhem experimentu zmény aktivit enzymu v Case.

Pravdépodobné ne viechny zmény lze pripsat nartistu ROS. ZvySeni katalasy pravdépodobné souvisi s interakci zinku s enzy-
mem. SniZeni GPx jiZ miZe mit vliv na antioxida¢ni ochranu organizmu a pfispivat k horsi schopnosti se vyrovnat s naristem
ROS. Indukce SOD byla zaznamendna pouze u skupiny krmené ZnO. Pfedpokladdme, Ze tato forma zvySila tvorbu superoxido-
vého radikdlu. Zmény aktivity antioxida¢nich enzymu v erytrocytech jednozna¢né neprokizaly, Ze nadbyte¢né mnozstvi zinec-
natych iontl vyvolava oxidativni stres.
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