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UvoD

Antioxidanty a volné radikaly (VR) jsou soucasti kiehké bariéry casto
prirovnavané acidobazické rovnovaze. Antioxidacni systém lidského téla je uzpiisoben

k eliminaci volnych radikalt, které se tvoii béhem mnoha fyziologickych procesi.

AvsSak nastavaji 1 takové stavy, kdy jejich koncentrace prevdzi mnozstvi
pfirozenych antioxidantli obsazenych jak v cirkulujici krvi, tak ve vlastni bunécné
vybaveé. Za takovychto okolnosti nastdva oxidacni stres, ktery je spolucinitelem
predevS§im civiliza¢nich chorob, jako jsou choroby kardiovaskularniho systému,
diabetes mellitus nebo nadorova onemocnéni. Chronickd onemocnéni plic a dychacich
cest, neurodegenerativni stavy ¢i dokonce procesy znamé jako starnuti jsou také
ptisuzovany volnym radikalim. Zanétlivé procesy, traumata nebo vliv okolniho
zivotniho prostfedi jsou také vyznamnymi zdroji VR. Kazdym nadechem se do téla
dostava urcité mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku, se kterymi se antioxidanty

museji potykat.

Aby nedochazelo k oxida¢nimu stresu, K poskozovani biomolekul a samotnych
bunck, je nezbytné pfijimat esencidlni antioxidanty obsazené piedevSim ve stravé.
Pestra strava bohata ptedevsim na ovoce a zeleninu je dobrym piikladem takzvanych
exogennich antioxidacnich latek, jejichz charakteristickou vlastnosti je zneskodnovani
vlivu VR.

Nasledujici prace na téma ,,Antioxidanty a jejich vliv na organismus®“ je mimo
jiné zaméfena na samotny vznik, rozdéleni a pusobeni VR. Poznani a pochopeni jejich
ucinkll je stejné¢ dulezité, jako znalosti o antioxidantech samych. Prakticka cast
se zaobira vlastnim stanovenim a interpretaci celkové antioxidacni kapacity vybranych

latek pomoci dvou laboratornich metod.
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TEORETICKA CAST

1 VOLNE RADIKALY

Jako pojem volného radikalu (VR) chapeme slou¢eninu, (atom, molekulu
nebo iont) ktera obsahuje jeden ¢i vice neparovych elektroni v disledku piijmuti,
nebo odevzdani jednoho elektronu. Konfigurace takové latky je charakteristicka
vysokou nestabilitou a reaktivitou. Aby byla konfigurace stabilni, snazi se tento VR
doplnit chybgjici elektron z okolnich molekul, ¢imZ je poSkozuje a vyvolava tak
fetézovou reakci ve tvorbé novych volnych radikalt. Zanikaji pii styku s jinymi
reaktivnimi molekulami za vytvoteni elektronového paru nebo s latkami oznacovanymi
jako antioxidanty, jejichz radikaly jsou stabilni a mohou del$i dobu pietrvavat. Ztrata

elektronu je po chemické strance oznacovana jako oxidace. Maji tedy oxidacni tcinek.
(RACEK, 2003)

Latky, které neobsahuji neparovy elektron, ale maji podobné vlastnosti
jako kyslikové volné radikaly, se oznacuji spole¢nou zkratkou ROS (reactive oxygen
species). U dusikatych latek je tomu obdobn¢ a oznacuji se jako RNS (reactive nitrogen
species). Volnych radikaldi je mnoho a neexistuje jediny antioxidant,

ktery by organismus uchranil pred viemi. (HOLECEK, 2009, online)

Tabulka ¢. 1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

REAKTIVNi FORMY KYSLIKU

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
Superoxid, Oy" Peroxid vodiku, H,0;
Hydroxylovy radikal, -OH Singletovy kyslik, 10,
Peroxyl, ROO- Kyselina chlorna, HOCI

REAKTIVNi FORMY DUSIKU

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
Oxid dusnaty, NO- Kyselina dusitd, HNO;
Oxid dusicity, NO,- Nitrosyl, NO*

(Stipek a kol., 2000)
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1.1 Vznik volného radikalu

Z dtivodu, ze se VR vyskytuji v lidském organismu jak z vnéjsiho prostiedi,
tak z vlastniho metabolismu, muZeme jejich pivod vzniku rozdélit na exogenni

a endogenni volné radikaly.
Exogenni pticiny:

= zneciStény vzduch

» Kkoufeni

»  UV/ionizujici zateni
» intoxikace alkoholem
= Spatnd strava

= nadmira stresu
Endogenni pficiny:

= kyslikovy metabolismus

= zanéty

= popaleniny

* rozpad fagocyti

=  zvySeny metabolismus estrogenti a dalsi ~ (HOFERKOVA, 2015, onling).

1.2 Funkce volnych radikali v organismu

Vyskyt VR je pro lidsky organismus nezbytny. Vznikaji Casto zamérné
a zucastiuji se mnoha biologickych procesti. Napiiklad poslednim enzymem dychaciho
fetézce je cytochromoxidiza. Ta pfijima elektrony ziskané ze zivin a piedava
je molekularnimu kysliku, ktery jej redukuje na molekuly vody. Tato pfeména kysliku
na vodu je doprovazena tvorbou energie ve formé adenosintrifosfatu a toxickych
produkti Kysliku, jako je peroxid vodiku a superoxid, které setrvavaji ve vazbé
na enzym, aby bylo zabranéno jejich oxidacnimu plisobeni. Mimo négj by se okamzité

tvofily reaktivni metabolity, které by =zaCaly poSkozovat biomolekuly.
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Rovnéz tada hydroxylaci probihajici v organismu vyuziva aktivace Kkysliku
ke tvorbé radikalti, naptiklad k syntéze cholesterolu a jeho pfeméné na zlucové
kyseliny, nebo hydroxylaci fady l1éki a endogennich latek, jako jsou steroidni hormony,
aminy nebo aromatické uhlovodiky. Podobné¢ jako u cytochromoxidézy, reaktivni forma
kysliku  zGstdva vazdna na enzymy endoplazmatického  retikula  jater
nebo v mitochondriich nadledvin. Neméné vyznamnym zdrojem piedevs§im reaktivnich
forem kysliku je proces nazyvany jako oxidacni vzplanuti, které probiha
ve fagocytujicich bunikach jako efektivni zbran pii ni¢eni bakterii a cizich struktur.
Pfi tomto procesu se ve fagocytech zvySuje spotieba kysliku ke tvorbé superoxidu
a hydroxylového radikalu, ktery nespecificky ni¢i pohlcené mikroorganismy. (STIPEK
a kol., 2000)

1.3 Reaktivni formy kysliku

vy

Volné radikaly jsou ve velkém mnoZstvi nebezpecné pro zijici organismy
a mohou poskodit v§echny hlavni buné¢né komponenty. V mirnych hladinach vsak hraji
dilezitou regulacni roli v udrZeni rovnovadhy mezi oxidanty a antioxidanty. Reaktivni
formy kysliku (ROS) se také podileji na signalizacnich procesech v mnoha
fyziologickych funkcich, jako je fizeni svalového tonu, sledovani tlaku kysliku
pti kontrole dychani, napomahaji syntéze hormond §titné zlazy, podileji se na procesu
oplodnéni vaji¢ka spermii a podobné. (MANDELKER, 2009)

Hlavni slouceninou u ROS, kterd zaklddd vzniku VR a sloucenin jimi
podobnych je molekularni kyslik z kyslikového metabolismu a dychaciho fetézce.
Za normalnich okolnosti jsou reaktivni meziprodukty dychaciho fetézce udrZzovany

v aktivnim centru enzymu cytochromoxidazy. (HAVELKOVA, 2006)

1.3.1 Superoxid

Nejcastéjsi VR vznikajici v organismu je superoxidovy radikal (O27). Vytvaii
se pfidanim jednoho elektronu k molekule kysliku a vznikd napiiklad p#i aktivaci
granulocytarnich leukocytt, biosyntéze kyseliny mocové, metabolismu hormont diené
nadledvin, syntéze prostaglandinii a estrogend. Stava se jeste¢ reaktivnéjSim, pokud
ptijde do styku s jinymi volnymi radikaly jako je oxid dusnaty, nebo s nékterymi kovy
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jako je zelezo nebo méd. Podléha dismutaci za pfitomnosti enzymu
superoxiddismutazy. Za ur¢itych podminek muze ze superoxidového radikalu vznikat
radikdl hydroxylovy, ktery je povaZzovan za nejreaktivnéjSi a tim padem

i nejnebezpedngjsi. (RACEK, EISELT, OPATRNY, 2002)

1.3.2 Peroxid vodiku

Superoxid  spontanné, nebo za  plsobeni antioxida¢niho  enzymu
superoxiddismutdzy prechazi na peroxid vodiku H>O,. Ten je sdm o sob¢ stabilni,
ale vyznaCuje se vysokou reaktivitou s takzvanymi tranzitnimi — ptechodnymi kovy,

jako jsou typicky v téle atomy Zeleza nebo médi. (PLATENIK, 2009)

Piechodné prvky se v lidském organismu vyskytuji pouze jako ionty
nebo ve vazbach na chelatech. Tyto prvky maji ur¢ité spole¢né rysy: jsou neuplné
obsazené elektrony v piedposledni elektronové sféfe, vyskytuji se ve vice mocenstvich
a predevsim maji charakter VR a vyznamné se podileji na jejich reakcich i vzniku.
Mezi ptechodné kovy patii mnoho esencidlnich biogennich prvki. Predevs§im Zelezo,
méd’, kobalt, chrom ¢i mangan. Nejvice zastoupenym piechodnym prvkem je Zelezo.
V organismu se ho nachazi ptiblizné¢ 4 gramy a to v nékolika podobach. Nejcastéji
je zndmeé jako centrdlni atom hemu v hemoglobinu, myoglobinu a cytochromech,
kde se vyskytuje ve svém dvoumocném stavu jako Zeleznaty iont. Mimo jiné je také
vazano i na transportni a zasobni formu Zeleza jako transferin nebo feritin. Zasoby médi
jsou oproti zelezu pfiblizné¢ padesat krat mensi, prestoZze v plasmé jsou jejich

koncentrace srovnatelné. (RACEK, EISELT, OPATRNY, 2002)

Peroxid vodiku je sice substratem pro mnohem reaktivnéj$i VR, ale také
je fyziologicky nezbytny naptiklad pro oxidaci jodidd k syntéze hormoni Stitné zlazy
a se superoxidovym radikélem hraje vyznamnou roli pfi oplodnéni vajicka spermiemi.

(RACEK, 2003)

1.3.3 Hydroxylovy radikal

Reakci peroxidu vodiku s nejcastéji dvojmocnymi atomy Zeleza nebo
jednomocnymi atomy meédi vznika nejreaktivnéjsi kyslikovy radikal, hydroxylovy
(‘OH). Reakce s piechodnym kovem se oznaCuje jako Fentonova reakce, pii které

se peroxid vodiku redukuje na hydroxidovy aniont a hydroxylovy radikal.
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H,0, + Fe** = HO® + OH™ + Fe**

Obr. &. 1 Fentonova reakce (STIPEK a kol., 2000)

Kov se naopak oxiduje na mocenstvi vyssi: trojmocné nebo dvojmocné. Vznikly
hydroxidovy iont neni zdaleka tak nebezpeény a je rychle eliminovan ptisobenim pufri.
Mimo jiné mechanismus oxida¢niho poskozeni molekul hydroxylovym radikdlem
vzniklym touto reakci je totozny, jako pii jeho vzniku ionizujicim zafenim pfimym

rozkladem vody. (PLATENIK, 2009)

1.4 Reaktivni formy dusiku

V lidském organismu se vyskytuji i radikaly, jejichz volny elektron nepatii
jenom kysliku, ale i jinému atomu, nejcasteji dusiku. Nejvyznamnéj§im predstavitelem
je oxid dusnaty, ktery mize poskytovat celou fadu sloucenin vlastnostmi podobnymi
volnym radikaltim, které neparovy elektron obsahovat nemusi. Tyto latky jsou souhrnné
oznac¢ovany, jako reaktivni formy dusiku (RNS). (RACEK, 2003)

1.4.1 Oxid dusnaty

Chemické vlastnosti oxidu dusnatého NO- a jeho metabolitli jako RNS vystizné
naznacuji, Ze se jedna o radikal. Molekula obsahuje 15 elektroni, ¢imz spliuje definici
lichého a neparového elektronu. Oxid dusnaty je vysoce reaktivni a ve vyssich
koncentracich toxicka molekula, i kdyz ma biologicky polocas pouze nékolik sekund.
Reaguje totiz pohotov€ a pribézné serytrocyty a dvoumocnym Zelezem
oxyhemoglobinu. Vznika tak redukovana forma methemoglobinu a nitrat. Jde tak
0 jeden z neju¢inngjsich zptisobti inaktivace této molekuly v organismu. (STIPEK
a kol., 2000)

V nizkych koncentracich ma v organismu endogenni NO- regula¢ni funkci,
predev§im v dychacich cestach. Pusobi bronchodilatacné a vazodilataéné v cévnim
feciSti. Pfi imunitni reakci v dychacich cestich se uplatituji makrofagy, které nici
organismy pomoci vysokych koncentraci cytotoxickych latek doprovazené zvysenou
syntézou NO-. Oxid dusnaty a jeho metabolity nevedou pouze ke zniCeni

mikroorganismu, ale zpusobuji také poSkozeni zdravych bunék. Pii reakci NO-
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s reaktivnimi slouceninami kysliku dochazi ke vzniku RNS a ty mohou pii dalSich
interakcich narusit spravnou funkci okolnich molekul. Ke zvySené koncentraci RNS
muze v dychacich cestach dojit pii infek¢énich, alergickych a autoimunnich
onemocnénich. Mezi chronickd zanétliva onemocnéni patii naptiklad praduskové
astma, chronicka obstrukéni plicni nemoc nebo cysticka fibroza. (CHLADKOVA,
CHLADEK, HOSPODKA, CAP, 2003)

1.4.2 Peroxynitrit

Peroxynitritovy aniont (ONOO") neni pfimy volny radikal, ale je vyznamné
oxidaéni a nitra¢ni ¢inidlo. Je produktem reakce mezi superoxidem a oxidem dusnatym.

Svym oxidaénim pusobenim poskozuje fadu biomolekul, véetné bilkovin a DNA.

(MANDELKER, 2009)

Za fyziologického stavu pH se usuzuje, ze je peroxynitrit rozklddan jako
kyselina peroxydusitd na hydroxylovy radikal a radikal oxidu dusi¢itého (NO2”).
(STIPEK a kol., 2000)
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2 OXIDACNI STRES

Oxida¢ni stres nastava pii  vzestupu volnych radikald v organismu,
kde se hromadi a nepfiznivé pusobi na fyziologicky stav v disledku nerovnovahy mezi
oxidanty a antioxidanty. Nadmérné mnozstvi ROS/RNS miize vést ke vzniku pficin
zahrnujicim infekce, hypoxie, hyperglykemie, hyperlipidemie, onkologické procesy
nebo zvySené metabolické aktivity. Starnuti je také dle teorie VR zapfi¢inéno
neschopnosti mitochondrii vytvaret dostatecné mnozstvi ATP (energie) k udrZeni
zivotaschopnosti buiiky. Kazda bunka podléha dle vSeho v nékterém svém stadiu zivota
oxida¢nimu stresu a jejich narusend funkce v orgdnovém systému ma piimy dopad
na zdravotni stav. Patii sem posSkozeni ledvin, kardiovaskularniho systému, jater,
pankreatu, centralniho nervového systému, nervové tkané, stiev, nadledvin, plic, kostni
diené a S§titné Zlazy. Oxidacni stres nepisobi jen tedy na jednotlivé bunky,

ale i na organoveé soustavy, imunitni systém a starnuti. (MANDELKER, 2009)

2.1 Teorie volného radikalu

V soucasné dobé¢ existuje nékolik desitek teorii starnuti. Mezi nejvyznamné;jsi
a nejvice citovanou patii volné radikalovd teorie zroku 1956. Starnuti
je multifaktoridlni jev a proto je velice t€Zké ji beze zbytku vysvétlit jednou teorii. Tato
je vsak zaloZena na ptedpokladu, ze jednoduchy proces, modifikovany genetickymi
faktory a faktory zevniho prostiedi je zodpovédny za starnuti a smrt. Starnuti
je vyvolano VR, které poskozuji bunééné molekuly a tkané: zvlasté bilkoviny, DNA
a tuky, coz zapficinuje vznik i riznych chronickych onemocnéni. Starnuti je predev§im

dano schopnosti opravy DNA a antioxida¢ni ochranou. (HOLECEK, ROKYTA, 2005)

2.2 Nasledky oxidaéniho stresu

Buniky snéSejici déletrvajici oxidacni stres se pokouseji dosahnout pfirozené
rovnovahy mezi nebezpec¢nymi oxidanty a antioxidacni vybavou. Zesiluji se obranné
mechanismy zejména v zesileni genové exprese. Tyto adaptace ale vzdy nepomahaji
a vlivem oxida¢niho stresu mohou nastavat bunééné zmény vedouci k nevratnému
poskozeni. Jestlize je stres nadmérny, bunky mohou zemfit dvéma mechanismy:

nekrdézou a apoptozou. (MANDELKER, 2009)
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2.3 Oxidacni poskozeni biologickych struktur

Oxidoreduk¢éni reakce jsou nezbytnou soucéasti metabolismu kazdé bunky
lidského t€la. Volné radikaly, které behem téchto reakci vznikaji, mohou utocit
na rozli¢né biologické slozky a oxidacnim plsobenim narusuji jejich strukturu, ¢innost
nebo znemoziuji vykonavat jejich funkci. Oxidacni stres je stav, kdy tvorba VR
pfevazuje nad  antioxidaéni  kapacitou  organismu.  Oxida¢ni  plisobeni
na makrobiomolekuly je pfi¢inou, ale i nasledkem mnoha patofyziologickych stavi,
které jsou pfedmétem intenzivnich vyzkumi. Mezi makrobiomolekuly, které snadno
podléhaji oxidacnimu puasobeni, patii piedevs§im lipidy (tuky), nukleové kyseliny
(DNA/RNA), ale i neméné¢ dulezité proteiny (bilkoviny) a sacharidové (cukerné) slozky
DNA. (SISKOVA, 2015, online)

2.3.1 Peroxidace lipidia

Peroxidace lipidi nastdva pii interakci VR s bunénou membranou. Jedna se
o fetézovou reakci koncici zpravidla ucinkem membranového antioxidantu. Tento
proces radikdlné méni strukturu membrany, poskozuje semipermeabilitu
(polopropustnost) a je také zdrojem vysoce toxickych wvedlejSich produkti.
V biologickych systémech jsou nachylné na oxidaci zvlasté tuky s obsahem vice
dvojnych vazeb, takzvané polynenasycené mastné kyseliny, které jsou spolu
s fosfolipidy soucasti bunééné membrany. Takto poskozend bariéra buiiky ztraci svoji
funkci, fluiditu a membranovy potencial, ktery na konec vede az k lyze bunky. Jednim
z kone¢nych produktti oxidace membranovych lipidi je malondialdehyd (MDA), ktery
reaguje S funkénimi skupinami mnoha dalSich molekul. Peroxidace zejména
lipoproteinovych ¢astic LDL, které jsou pfitomny ve sténach cév, hraje zéasadni roli

pfi rozvoji aterosklerézy. (KOMRSKOVA, 2006, online)
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2.3.2 PosSkozeni nukleovych kyselin

PoSkozeni na Urovni predev§im DNA se projevuje mutagennimi
a karcinogennimi ucinky, chromozomovymi zlomy a poSkozeni cukerné¢ komponenty
(deoxyribozy) vede Kk pieruSeni fetézce deoxyribonukleové kyseliny, pii které se opét
muze tvorit toxicky produkt MDA. Kromé deoxyribdzy je mozna oxidace i dusikatych
bazi, nejCastéji guaninu. V moc¢i je jeho oxidovany metabolit rovnéz stanovitelny.

(RACEK, 2003)

2.3.3 PosSkozeni proteini

Pfi oxida¢nim stresu builky zvySené stimuluji expresi proteindz a tim
zabezpeCuji rychlejsi rozklad bilkovin uréenych k degradaci, pficemz zabranuji
kumulaci poskozenych polypeptidi a proteind. Oxidace bilkovin vede k naruseni
rozlicnych funkcei, které v organismu zastavaji roli receptorti, signalnich molekul,
transportnich latek, protilatek a ptredev§$im enzymu. Mohou se oxidovat reaktivnimi
formami kysliku, dusiku i produkty peroxidace lipidi. Radikaly atakuji peptidické
vazby a vytvaieji nové uhlikaté radikaly, které nasledné reaguji s kyslikem za vzniku
intermediatd, jako je alkylperoxylovy radikal (C-O-0O-), alkylperoxid (C-O-O-H) nebo
alkoxylovy radikal (C-O-). Reakce bilkovin s aldehydy vznikajicimi pii peroxidaci
lipida vede ke vzniku karbonylovanych proteint. Jejich zvySena koncentrace byla
dokazdna u onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
alkoholova steatoza, diabetes mellitus, revmatoidni artritida nebo ulcerozni Kolitida.
Koncentrace karbonylovanych bilkovin se zvySuje i S narustajicim vékem pii starnuti
organismu. (SISKOVA, 2015, online)
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3 ANTIOXIDANTY

Za antioxidanty jsou povazovany vSechny latky, které zabranuji volné
radikalovym reakcim. V prubéhu evoluce si vSechny zivé organismy vytvofily patii¢né
mechanismy, které zamezuji negativnim uU¢inkim volnych radikali. 1 anaerobni
bakterie, které takika vibec neptichazeji do styku s kyslikem. Jednd se predevsim
0 enzymatickou bariéru, ktera se jakymkoliv zpisobem podili na antioxidacni aktivité.
Zbytek antioxidac¢ni kapacity organismu tvoifi predevSim nizkomolekularni latky
neenzymového charakteru, jako je naptiklad kyselina mocova, bilirubin, koenzym Q
a podobné. Jesteé vétsi skupinu vSak tvoii nizkomolekularni latky, které nejsou tvoieny
vlastnim metabolismem, a proto je nutné jejich piijem ziskat zvenéi nejéastéji
z rostlinnych zdroji jako jsou vitaminy, polyfenoly nebo flavonoidy. Do této skupiny
je mozné zafadit i nékteré mineralni prvky, které jsou spiSe soucasti vySe zminéného
enzymatického systému, nez aby samy vykazovaly antioxidaéni ptisobeni. (SISKOVA,

2015, online)

3.1 Endogenni antioxidanty

3.1.1 Superoxiddismutaza

Mezi hlavni antioxida¢ni enzymy patii superoxiddismutaza, kterd katalyzuje
preménu superoxidu na molekulu kysliku a peroxid vodiku, ktery muze byt dale
pfeménén enzymem kataldzou. Dle mista plsobeni ma nékolik forem
a to cytoplazmatickou (SOD1), mitochondrialni (SOD2) a extracelularni (SOD3).
Superoxiddismutdza ptispivd ke snizovani oxida¢niho stresu a tim zabranuje
poskozovani biomolekul, jako DNA, RNA nebo bilkoviny a lipidy. (MATOUSKOVA,
RUTTKAY-NEDECKY, KIZEK, 2014)

02._ + 02._ +2H' > 02 + HzOz

Obr. &. 2 Dismutace superoxidu (Stipek a kol., 2000)
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3.1.2 Katalaza

Katalaza je enzym, ktery zajistuje pfeménu vysokych koncentraci peroxidu
vodiku na vodu a molekularni kyslik. Jeji aktivita je nejvy$$i v mitochondriich,
peroxisomech jaternich bunék a v cytoplasmé cervenych krvinek. Navazuje na ¢innost
superoxiddismutazy a chrani buiiky pfed toxickym vlivem peroxidu vodiku.
(RACEK, 2003)

2H202 — 2H20 + 02
Obr. & 3 Rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Stipek a kol., 2000)

3.1.3 Glutathion

Glutathion je peptid slozeny ze tii aminokyselin — Kyseliny glutamové, cysteinu
a glycinu. Proces syntézy a katabolismu se nazyva gama-glutamylovy cyklus.
Je hlavnim intracelularnim antioxidantem, jehoZz aktivni forma je v redukované podobé
oznaCovana jako GSH, a za normalnich podminek tvoii pfiblizné 98% veskerého
glutathionu. Tato redukovana forma reaguje s intracelularnim peroxidem vodiku
za pritomnosti enzymu glutathion peroxidazy. Piikladem muze byt ochrana erytrocyti
pred hemolyzou. Touto reakci vznikd molekula vody a oxidovana forma glutathionu
oznacovana jako GSSG. Aktivni formu GSH lze opét ziskat zpétnou redukci GSSG
za pritomnosti enzymu glutathion reduktazy a dostatku redukovaného koenzymu
NADPH. Glutathion je také dualezity ptfi udrZzovani redukovaného askorbatu v buiikach
a tim zajistuje daldi ochranu vi¢i oxidaénimu stresu. (ODBORNA REDAKCE
EDUKAFARM, 2013)

Glu Cys Gly
[ " ﬁWI ! ﬁ—ll l
'OOC—$—(CH2)2—C—l;J—IC— C—N—CH,—C0o0"
NH;* H CHz H
SH

Obr. &. 4 Glutathion (KOOLMAN, ROHM, 2012)

Glutathion zha$i vznikajici VR a inaktivuje tim neZadouci oxidaci lipidd.
Alkohol zhorsuje transport GSH do mitochondrii a snizuji tim jeho obsah v jaternich
bunikach. Ty se stavaji citlivéj$i na zmeénu prostiedi, tvofi se nekontrolované mnozstvi
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reaktivnich forem kysliku a nastava oxida¢ni stres vedouci az ke zménam genové
exprese, poskozeni funkce ¢i dokonce smrti bunék. Postizeni jater nasledkem alkoholu
divu, Ze hepatocyty, které obsahuji ze vSech bunék lidského téla nejvice mitochondrii,

jsou tak nachylné na udrZeni redoxni rovnovahy. (BRODANOVA, 2002)

3.1.3.1 Selen a Zinek

Selen a zinek jsou Casto fazeny mezi antioxidanty, ackoli samy o sobé
antioxida¢ni aktivitu nevykazuji. Selen se fadi mezi nezbytny prvek pro spravnou
funkci nékterych enzymi, ptikladem je glutathion peroxidéza a thioredoxin reduktaza.
Zinek spolu smeédi jsou soucasti i enzymu superoxiddismutazy. (BITTNER,
CHOCHOLATY, CECHOVA, ZIMA, GRILL, 2015)

Thioredoxin reduktdza, jak bylo zminéno, patii mezi enzymy, jejichz funkce
je zavisla na pritomnosti selenu a ktera udrzuje molekulu thioredoxinu v redukovaném
stavu. Protoze thioredoxin je latka vystupujici v biologickych procesech, je thioredoxin
reduktaza vyznamnym regulaénim enzymem ktery, jak se ukazalo, dokaze redukovat
i malé intraceluldrni molekuly a podili se na antioxidaéni ochrang. (VASKOVA, 2006,

online)
3.1.5 Kyselina mocova

Kyselina mocova piedstavuje konecny produkt metabolismu purint.
Mezi oxidaéni meziprodukty patii mimo jiné také xantin, ktery za pfitomnosti enzymu
xantinoxidazy uskuteciiuje tvorbu kyseliny mocové. Ta je ze 75% filtrovana ledvinami,
kde piechazi do moce a zbylych 25% je vylu¢ovano stolici. Velka mira zp&tné resorpce

v proximalnich tubulech ledvin souvisi s jeji funkci na udrZeni osmotického tlaku a jako
extracelularniho antioxidantu v krvi. (BERANEK, TICHY, 2013)

0
H
HN e
A=
0] N N
H H
Obr. & 5 Kyselina mocova (KOOLMAN, ROHM, 2012)
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Degradace purini je vSak také doprovazena tvorbou volnych radikald.
Pii reoxidaci redukované xantinoxiddazy molekuldrnim kyslikem dochazi ke tvorbé
superoxidovych radikal, které mohou spustit oxidacni fetézovou reakci vedouci

k poskozeni okolnich molekul. (MURRAY, 2002)

3.1.6 Bilirubin

Bilirubin je kone¢nym produktem katabolismu hemu. Obecné je povazovan
za nepfiznivy ukazatel pfedev§im jaternich onemocnéni. Je nepochybné, Ze jeho vysoka
hladina ma za nasledky naptiklad poskozeni centralniho nervového systému u déti,
zejména Vv novorozeneckém obdobi. Bilirubin je vSak také povazovan za jeden
z nejucinngjsich endogennich antioxidanti v lidském téle. Dokaze nékolikanasobné vice
uchranit lipoproteinové molekuly pied oxidaci, nez vitamin E, a proto je hlavnim
antioxidantem podilejici se na celkové antioxidacni kapacité¢ krevni plasmy. Mirné
zvySené koncentrace bilirubinu ukazuji, ze ma protektivni uc¢inky u nemoci, v jejichz
patogenezi hraje velkou roli oxidac¢ni stres. Jedna se o ateroskler6zu, n¢kterd nadorova
onemocnéni, zanétlivé stavy a neurodegenerativni onemocnéni. Ma vsak také mnoho
vedlejsi ucinkii. Psobi supresivné na imunitni systém, inhibuje ¢innost komplementu

a blokuje protilatkovou odpovéd’. (VITEK, 2016)

3.1.7 Koenzym Q

Koenzym Q je v tucich rozpustna latka, kterd je béznou soucasti dychaciho
fetézce a kterd také plsobi ucinné proti volnym radikalim v bunécnych membranach.
Existuje ve dvou podobéach. Redukovana forma je zndma jako ubichinol a oxidovana
jako ubichinon. Bylo prokazano, ze tento pomér ubichinol/ubichinon v seminalni
plasmé je dobrym ukazatelem oxidac¢niho stresu spermii a pii suplementaci koenzymem
Q v ramci kontrolovanych studii doslo k vyraznému zlepSeni motility spermii, aniz by
doslo ke zménam jejich poétu & morfologie. (BITTNER, CHOCHOLATY,
CECHOVA, ZIMA, GRILL, 2015)
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H3CO CH3

H3CO X

o n=6-10
Obr. & 6 Ubichinon (KOOLMAN, ROHM, 2012)

Koenzym Q ma schopnost regenerovat antioxidant a-tokoferol a pravdépodobné
také inhibuje oxidace lipoproteinové ¢astice o nizké hustoté (LDL) a ma tam protektivni

Gginek v procesu aterogeneze a vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. (STIPEK
a kol., 2000)

3.1.8 Melatonin

Melatonin je hormon produkovany ptedevsim v epifyze, navozuje spanek
aje znamy svym vysokym antioxida¢nim pisobenim. V séru se nachazi ve velmi
nizkych koncentracich v fadech desitek az stovek pikomol na mililitr. Sérova hladina
je vyssi v noci nez ve dne, nebot’ melatonin fidi spankovy cyklus a jeho koncentrace

se béhem dne dynamicky méni. (KRACMAROVA, POHANKA, 2014)

Diky svému slozeni je rozpustny ve vodé i tucich, a tak mize volné prochazet
pfes bunééné membrany. Vazba melatoninu na bunétné jadro chrani DNA
pted poSkozenim hydroxylovym radikdlem, ktery dokaze jako jediny posSkodit vSechny
dusikaté baze. Pfi neutralizaci takovych VR v blizkosti jadra je melatonin U¢innéjSim

antioxidantem, nez redukovany glutathion. (RACEK, 2003)

Utinky melatoninu se v posledni dobé velmi intenzivné zkoumaji, nebot’ mimo
jiné snizuje vyskyt vedlejSich ucinkdi chemoterapie a stimuluje aktivitu makrofag.
Hlavni terapeuticka indikace melatoninu oviem spoéiva v upravé spanku. (STIPEK
a kol., 2000)
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3.1.9 Kyselina lipoovéa

Kyselina o-lipoovd ma funkci jako chelatacni c¢inidlo pfechodnych prvki,
kofaktor transferaz a také jako antioxidant. U lidi se kyselina lipoova syntetizuje
vlastnim metabolismem, ale je mozné ji i1 piijimat potravou. Je rozpustnd ve vodée
i tucich a nachézi se v krevni plasmé¢ i uvniti bun€k. Redukei jeji cyklické struktury
obsahujici disulfid (S-S) vznika dihydrolipoova kyselina. Tato forma kyseliny je jesté
ucinnéjSim antioxidantem, protoze dokaze zhaSet peroxylové i hydroxylové radikaly
a zabranuje peroxidaci komponent bunénych membran. Kyselina lipoova
i dihydrolipoova jsou povazovany za ucinngjsi antioxidanty, nez je glutathion, nebot’
dokazi eliminovat i vliv peroxidu vodiku nebo singletového kysliku. Vitamin C
se podili s redukovanou lipoovou kyselinou na regeneraci GSH z jeho oxidované formy.
(SISKOVA, 2015, online)

v
H,C C
Z\C/ \R
H2

Obr ¢&. 7 Kyselina lipoova (KOOLMAN, ROHM, 2012)

3.2 Exogenni antioxidanty
3.2.1 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slouceniny, které se podileji na mnoha biologickych
procesech lidského organismu. Jsou soucasti vyvoje a spravné funkce celého t¢la,
ucastni se mnoha enzymatickych procesti nebo vstupuji ptimo do metabolickych
procest. V poslednich letech se vitaminim vénuje pozornost diky jejich antioxidacnim
ucinklim a schopnosti predchazet tak civilizaénim chorobam. (FAJFROVA, PAVLIK,
2013, online)
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3.2.1.1 Vitamin C

Kyselina askorbovd, znama take jako vitamin C, je ve vod¢ rozpustna organicka
latka, ktera v organismu pusobi jako redukéni Cinidlo a kofaktor enzymu pii syntéze
kolagenu, katecholamint, zlu¢ovych kyselin nebo aminokyseliny tyrozinu. Diky vysoké
reduk¢ni schopnosti je G¢innym nespecifickym antioxidantem a také redukuje atomy
zeleza a mé&di, ¢imz umoziiuje vstiebavani zeleza z tenkého stieva. Stimuluje imunitni
systétm a urychluje regeneraci organismu pii fyzické i psychické zatézi. Hlavnim
zdrojem kyseliny askorboveé je pfedevsim ovoce a zelenina. Jeji nedostatek zpisobuje
skorbut (kurdéje), onemocnéni projevujici se poskozenim pojivové tkané a krvacenim
z vlaseénic. (FAJFROVA, PAVLIK, 2013, online)

HO 0
HO 2
HO— (|:'— H
CH,0H

Obr. & 8 Kyselina askorbova (KOOLMAN, ROHM, 2012)

Jeji redukovana forma je relativné silna kyselina, ktera vytvaii soli, takzvané
askorbaty. Oxidovana forma se oznaCuje jako dehydroaskorbova kyselina.
(KOOLMAN, ROHM, 2012)

3.2.1.2 Vitamin E

Biologicky nejucinnéj$i ze skupiny osmi izomerl ve vodé nerozpustného
vitaminu E je takzvany a-tokoferol. Diky lipofilni struktufe je dilezitym antioxidantem
bunéénych membran. ZneSkodiuje peroxylové radikaly mastnych kyselin dfive,
nez mohou dale oxidovat sousedni neposSkozené lipidy. Touto interakci se a-tokoferol
méni na tokoferylovy radikal, ktery je stabilnéj$i nez latky, se kterymi reaguje tokoferol.

(STIPEK a kol., 2000)

CHs
Hom/\/k/\/\\/\/l\
H (@)
€ CHs
CHs

Obr. &. 9 o-tokoferol (KOOLMAN, ROHM, 2012)
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Protoze je vitaminu E v bunééné membrané omezené mnozstvi, je velice
dulezité redukce tokoferylového radikalu zpét na neradikalovou formu. K tomu obvykle
slouzi vitamin C. (RACEK, 2003)

3.2.1.3 Vitamin A

Nejznaméjsim ze skupiny karotenoidi a karoteni je takzvany [-karoten,
provitamin A. Jeho antioxida¢ni pasobeni je nejpravdépodobnéjsi v kizi, kde zhasi
aktivovany singletovy kyslik (*O2) vznikly po UV ozafeni a ktery je také povazovan
za vysoce reaktivni. B-karoten slouzi v téle jako prekurzor pro dvé biologicky aktivni
latky: jednak retinal nezbytny pro fotoreceptory sitnice a kyselinu retinovou, ktera je
ucinnym transkripénim faktorem ovlivilujicim genovou expresi, diferenciaci a bunéény
rust. Se znepokojujicim zavérem piisly studie ATBC a CARET, Ze suplementace

B-karotenem u kutaki zvysuje riziko rozvoje rakoviny plic. (PLATENIK, 2009)

CH;

Obr. &. 10 B-karoten (KOOLMAN, ROHM, 2012)

DalSim ze skupiny potravinovych karotenoidi je lykopen. Jeho nejbohatSim
zdrojem je rajCatova $tava, dale melouny a guava. V rdmci studii se prokazalo
signifikantni sniZeni rizika vzniku rakoviny prostaty a infarktu myokardu pti zvySené

konzumaci stravy bohaté na tento karotenoid. (PASSWATER, 2002)

3.2.2 Polyfenoly

Jedna se o Sirokou skupinu ptirodnich latek, které jsou svoji strukturou podobné
vitaminim skupiny B. Jsou rozpustné jak ve vodé, tak v tucich a jejich antioxida¢ni
pusobeni je ¢asto mnohonasobné vyssi nez u antioxidac¢nich vitaminli nebo mineralt.
ucinky, snizuji zvySenou srazlivost krve a podporuji vyuziti vitaminu C. ZajiStuji
prevenci vzniku nékterych civilizaénich chorob, jako je diabetes mellitus, rakovina nebo

ateroskleréza.
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» Dbarevna zelenina, kterd obsahuje latku kvercetin ptisobici jako antiastmatikum

* ovoce, predevsim citrusy

= Cervené vino s latkou zvanou resveratrol, kterd pasobi az 50x silnéji nez vitamin
E a 20x uc¢inngji nez vitamin C

* byliny, a to pfedevs$im ginkgo biloba, olivovnik, Salv¢j, tymian a bazalka

= zelené ¢aje, nékteré druhy mimo jiné obsahuji i selen

Hlavni podskupinou polyfenolovych sloudenin jsou takzvané bioflavonoidy. (HANAK,
2014)

3.2.3 Flavonoidy

Ptirodni antioxidanty pfijaté potravou mohou chrénit lidské buniky a tkdné pred
pusobenim vznikajicich VR, jako je peroxidace lipidii, denaturace proteint,
nebo poskozeni nukleovych kyselin. Flavonoidy tvoii rozsahlou skupinu organickych
slouCenin, které maji nékolik substituovanych benzenovych kruhti obsahujicich
navazané hydroxylové (-OH) skupiny, které poskytuji vlastni elektrony VR
a tim nedochazi k poskozovani ostatnich biomolekul. Klasifikace flavonoidi spociva
na stupni jejich pfirozené¢ oxidace. Miizeme je rozd€lovat na flavony, flavanoly,
flavany, antokyaniny, flavonony nebo kumariny. Kromé antioxidacnich vlastnosti maji
flavonoidy také pozitivni schopnost vazat — chelatovat Zeleznaté a méd’naté ionty,
které mohou iniciovat vznik nebezpeéného hydroxylového radikalu Fentonovou reakci.

Flavonoidy se nachazeji v plodech, listech i kvétech rostlin. Jsou u¢inné
jak samy, tak i vinterakci svitaminem C a vitaminem E. Konkrétnim zdrojem
pfedevsim antokyaninill je povaZovano cervené vino, které ma ptiznivy vliv na prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni, agregaci krevnich desticek, ¢i vySe zminénou oxidaci

lipida. (VOLF, 2002)
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PRAKTICKA CAST

4 CIL PRACE

Cilem praktické casti této bakalarské prace bylo méfeni celkové antioxidacni
kapacity vybranych vzorkli pomoci metody ,,Trolox Equivalent Antioxidant Capacity*
(ddle jen TEAC) a ,Ferric Reduction Antioxidant Power* (dale jen FRAP).
Ke stanoveni bylo vybrano 9 vzorka zastupujicich rozliéné napoje, dopliikové preparaty
stravy a biologicky materidl.

DalSim cilem bylo porovnat zminéné analytické metody a adekvatné

interpretovat vysledky vybranych vzorki.

4.1 Metodika

Stanoveni bylo provadéno v chemické laboratofi Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni. Provadéla se kalibrace, uprava vybranych vzorkl a jejich nasledna

analyza metodami TEAC a FRAP.

Tyto metody jsou zalozeny na zméné absorbance pii fotometrickém stanoveni,
intenzity monochromatického zafeni proslého kyvetou s méfenou latkou. Reakce mezi
zkoumanym vzorkem a Cinidlem Se nejcastéji projevuje barevnou zménou. Absorbance
je timérna koncentraci stanovované latky dle takzvaného Lambert — Beerova zakona.
(MALAT, 1973)

A =€ x I x C
Obr. & 11 Lambert — Beertv zakon (MALAT, 1973)

Kde A je zjisténa absorbance, € molarni absorp¢ni koeficient, | tloustka kyvety
a ¢ je hledana koncentrace. V praxi se vSak vysledna koncentrace vzorku stanovi bud’

porovnanim se znamym standardem, nebo odectenim z kalibra¢ni kiivky.

Ziskané hodnoty slouzily k porovnani obou metod a vybranych vzorku v ramci

jejich celkové antioxidaéni kapacity.

29



4.2 Praktické otazky

1. Jak se od sebe lisi pouzité metody z hlediska praktického provedeni?

2. Jak se od sebe lisi pouzit¢é metody z hlediska analytickych vlastnosti

a jaké jsou moznosti vyuziti v klinické praxi?
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5 ANALYTICKE VLASTNOSTI LABORATORNI
METODY

Kazdd metoda ma své uréité vlastnosti, které rozhoduji o jejim aplikacnim
rozsahu, uvazované aplikaci a stupni spravnosti a specificnosti. Jejich spravné
pochopeni je dilezité nejen pro 1¢ékare, ale 1 laboratoi samotnou, ktera poskytuje ziskané

informace a data o vzorcich a pacientech.

5.1 Presnost

Piesnost neboli preciznost metody je dana jako mira shody mezi vysledky
ziskanymi opakovatelnou analyzou téhoz vzorku za pfedem stanovenych podminek.

Dle téchto podminek rozliSujeme:

Opakovatelnost, kdy se vSechny analyzy provadéji najednou, na stejném piistroji

a se stejnou obsluhou.

Reprodukovatelnost, kdy se analyza provadi napiiklad jednou denng, na stejném

piistroji a ptipadné raznou obsluhou.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost, kdy se méteni provadi na riznych mistech,

riznou obsluhou i na rizném pfistrojovém vybaveni laboratofre.

Piesnost je statickym vysledkem néhodnych chyb, u kterych je mira nepfesnosti dana
smérodatnou odchylkou (SD). Niz§i hodnoty SD ukazuji na vyssi pfesnost metody
a naopak. Smérodatnd odchylka se vyjadifuje ve stejnych jednotkach, jako méfena
veli¢ina, proto se obvykle vypocitava jesté¢ variani koeficient (CV), vyjadiovany

Vv procentech.
5.2 Pravdivost

Pravdivost metody je definovana jako tésnost souhlasu mezi primérem velkého
poctu vysledkt ziskanych méfenim a dohodnutou referen¢ni hodnotou, kde mirou

pravdivosti je Bias — velikost odchylky. Pravdivost je dana velikosti systematickych

chyb.
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5.3 Citlivost

Chceme-li znat rozsah koncentraci, které lze danou metodou stanovit,
je dulezitym parametrem citlivost laboratorni metody. Analyticka citlivost je dana
smérnici kalibraéni kiivky. Cim je kiivka strm&jsi, tim je metoda citlivéjsi, protoZe
je odezva métené veliCiny nachylnéjsi na zménu koncentrace analytu. Je ddna jako

nejmensi rozdil koncentraci, které 1ze jesté s ptipustnou nejistotou rozlisit.

5.4 Specifi¢nost

Za vysoce specifické metody pokladdme takové, které jsou schopny reagovat
pouze se stanovovanou latkou s minimalni interferenci okolnich slozek v reakéni smési.
Analytickd specifi¢nost vyjadiuje, do jaké miry je vysledek ovlivnén jinymi latkami
ve stanovovaném materidlu. Pfili§ specifické metody jsou cCasto drahé a naro¢né,
proto se voli takové, u kterych mozna interference neni z klinického hlediska

vyznamna. (RACEK at al., 2006)
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6 METODY STANOVENI

6.1 TEAC

Analyticka metoda TEAC, z anglického vyrazu ,,Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity®”, vyuziva méfeni celkové antioxidatni kapacity, ktera je vztahovéana
ke standardni latce Troloxu. Trolox je po chemické strance synteticky, ve vodé
rozpustny derivat vitaminu E. Princip metody spo¢iva ve zhaseni uméle vytvoreného
stabilniho radikalu ABTS- [2,2‘-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)],
ktery vznika plisobenim peroxodisiranu draselného na tuto molekulu. Takto vznikly
radikal mé tyrkysové modrou barvu. Po pfidani Troloxu, nebo vzorku obsahujici latku
s antioxidacni schopnosti dochazi ke konverzi radikdlu ABTS- zpét na bezbarvou,
neradikalovou formu a tato barevna zména je detekovana fotometricky pti vinové délce
absorpéniho maxima 734 nm. (PAULOVA, BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004,

online)

6.1.1 Postup provedeni

Prvotnim ukolem bylo vytvofit deseti bodovou kalibraci pomoci standardniho
roztoku Troloxu o koncentraci 2 mmol/l a sestaveni kalibraéni k¥ivky v zavislosti

na absorbanci.

Kalibraéni roztoky byly pfipraveny fedénim standardniho roztoku Troloxu
o koncentraci 2 mmol/l destilovanou vodou do objemu 500 pl po vzristajici koncentraci

0,2 mmol/I.

Do deseti oznacenych zkumavek bylo pipetovano po 2 ml cinidla ABTS,
ke kterému se v intervalech pfesné po tficeti sekundach pridavalo 50 pl kalibra¢niho
roztoku. Jako slepy vzorek bylo pouzito 2 ml ABTS a 50 pl destilované vody. Piesné
po deseti minutové inkubaci pifi laboratorni teploté byly vSechny kalibraéni vzorky
méfeny na poloautomatickém fotometru NOVASPEC PLUS N pii vinové délce
734 nm.
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Tabulka €. 2 Piiprava a hodnoty absorbanci kalibra¢nich roztokt Troloxu

C. zkumavky 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Trolox(2mmol/l) [u] 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Dest. voda [u] 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50 0

¢ (trolox) [mmol/I] 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00
A(A=734nm) -0,081 -0,183 0260 | 0359 | 0422 | -0,519 | -0,620 | 0,724 | -0,812 | -0,893

Vysledné absorbance kalibra¢nich roztoki jsou v zapornych hodnotach.

wrwe

které se piisobenim Troloxu vracelo do své pivodni, bezbarvé a neradikalové formy.

Grafem kalibra¢ni kiivky je tedy nepiima uméra.

Graf ¢&. 1 Desetibodova kalibra¢ni kiivka roztok® Troloxu v zavislosti na absorbanci

Kalibraéni kfivka TEAC Y 0o

0,000
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734 nm)

Absorbance (A

Koncentrace Troloxu [mmol/I]

Linearni rovnice uvedend v pravém hornim rohu grafu byla poté pouZita
K vypoctu antioxidacni kapacity vzorkl, vztazené ke koncentraci Troloxu z kalibra¢ni

ktivky. Hodnota R? zna¢i hodnotu spolehlivosti kfivky.
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6.2 FRAP

Metoda FRAP, zanglického vyrazu ,,Ferric Reduction Antioxidant Power*
slouzi k popisu celkové antioxidacni kapacity vySetfovaného vzorku na zéakladé
schopnosti redukovat zelezité ionty Fe®* v komplexu TPTZ
[2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin] na Zeleznaté ionty Fe®*, které jsou prokazatelné
barevnou zménou bezbarvého roztoku az na intenzivné fialovou. Tato zména
je méfitelnd fotometricky pii vlnové délce absorpéniho maxima 593 nm a vysledek
se vyjadiuje jako ekvivalentni mnozstvi vzniklych Zeleznatych iontd Fe?*.

(KOPRIVA a kol., 2012, onling).

6.2.1 Postup provedeni

Podobné jako u ptedchozi metody TEAC se i zde musela prvotné piipravit
desetibodova kalibrace a sestrojit kalibracni kiivka v zavislosti na métené velicingé. Jako
standardni roztok byl zde pouzit siran Zeleznaty o koncentraci 1 mmol/l. Kalibra¢ni
roztoky byly pfipraveny fedénim standardniho roztoku destilovanou vodou do objemu

500 pl.

Do deseti oznafenych zkumavek bylo pipetovano po 2 ml ¢inidla FRAP,
ke kterému se v intervalech pfesné po tficeti sekundach piidavalo 50 pl kalibra¢niho
roztoku siranu zeleznatého. Jako slepy vzorek bylo pfipraveno 2 ml ¢inidla FRAP
a 50 pl vody. Piesné po deseti minutové inkubaci pfi laboratorni teploté byly vSechny
kalibraéni vzorky meéfeny na poloautomatickém fotometru NOVASPEC PLUS N

pii vlnové délce 593 nm.

Tabulka €. 3 Piiprava a hodnoty absorbanci kalibracnich roztoki siranu Zeleznatého

€. zkumavky 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FeS0,(1mmol/l) [u] 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Dest. voda [w] 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50 0

c (FeSO,) [mmol/l] | 000 | 0,10 0,20 030 | 040 | 050 | 060 | 07 | 08 | 09 | 1,00
A (A =593 nm) 0,000 | 0,038 0,136 0159 | 0206 | 0278 | 0321 | 0365 | 0406 | 0451 | 0523

Pricinou vzrhstajici absorbance jednotlivych kalibracnich roztokll je nardst

fialového zabarveni nastavajici pti redukeci Fe®* na Fe?*.
JIC1 D
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Grafem kalibra¢ni kiivky je tedy pfima uméra.

Graf ¢&. 2 Desetibodova kalibraéni kiivka roztok siranu Zeleznatého v zavislosti na absorbanci

y=0,509 + 0,007
Kalibraéni kfivka FRAP R?=0,993
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| vtomto pfipadé byla linedrni rovnice z grafu pouZzita k vypoctu antioxidacni
kapacity, vztazené ke koncentraci standardu siranu Zeleznatého. Hodnota R? znaéi

hodnotu spolehlivosti kiivky.

6.3 Priprava vzorku

Dals$im nezbytnym tikolem byla ptiprava vybranych vzork.

Zastupci prvnich dvou vzorkll byly Caje, zeleny a Cerny Caj. Ty se prvotné
louhovaly ve 200 ml horké vody a poté se fedily v poméru 1:50 s destilovanou vodou.

Stejnym pomérem fedéni byly pfipraveny vzorky jable¢ného dzusu a cerveného vina.

U vybranych antioxida¢nich doplikt stravy ,,Tablety Antioxidacniho komplexu*
a ,,Antioxidantu 21* byla vzdy jedna tableta rozdrcena pomoci tfeci misky s tlouckem,
poté obsah smisen s 5 ml destilované vody a vznikla suspenze nasledné piefiltrovana
ptes filtraéni papir. Z filtratu byl ptepipetovan 1 ml do nové kadinky, do které se ptidalo
99 ml destilované vody. Vysledny vzorek piipraveny k analyze byl nafedén opét vodou
v poméru 1:3 u obou vzorkll. Vysledny pomér fedéni u antioxidacnich preparatti Cinil
1:300.
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Vodny roztok vitaminu C byl poskytnut laboratofi o koncentraci 1 mmol/l.
Tato koncentrace byla vSak pro stanoveni nevyhovujici, proto se fedil v poméru 1:3

s destilovanou vodou.

Poslednimi zastupci byl biologicky material: sliny a sérum. Vzorek slin
se pripravil mirnym zvykanim saciho buni¢inového valecku po dobu jedné minuty
a naslednou dvouminutovou centrifugaci pii 2500 otacek za minutu ve specialni
plastové zkumavce Salivette. VVzorek séra a slin byl ptimo pfipraven k pouziti. Sérum

bylo poskytnuto laboratofi, kde bylo provadéno stanoveni.

Tabulka €. 4 Piehled a ptiprava vybranych vzorki

Cislo vzorku Vzorek Redéni
1 Zeleny caj 1:50
2 Cerny ¢aj 1:50
3 Jablecny dzus 1:50
4 Cervené vino 1:50
5 Tableta Antioxidacni komplex 1:300
6 Antioxidant 21 1:300
7 Vitamin C 1:3
8 Sérum
9 Sliny
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7 ANALYZA VZORKU

Takto ptipravené vzorky uvedené v tabulce ¢. 3 byly méfeny uvedenymi dvéma
metodami. U obou metod se vzorek ptipravil smichanim 2 ml reak¢éniho ¢inidla a 50 pl
vzorku. Po inkubaci pfesné¢ deseti minut pii laboratorni teploté¢ se vzorek zméfil
pti prislusné vinové délce pro danou metodu a hodnoty absorbanci se zaznamenaly

pro vypocet koncentrace.

Tabulka ¢. 5 Hodnoty naméfenych absorbanci fotometrem NOVASPEC PLUS N

Cislo Absorbance Absorbance
Vzorek
vzorku TEAC FRAP
1 Zeleny caj -0,192 0,167
2 Cerny &aj -0,154 0,137
3 Jablec¢ny dzus -0,045 0,008
4 Cervené vino -0,150 0,171
5 Tableta Antioxidacni komplex -0,194 0,287
6 Antioxidant 21 -0,181 0,278
7 Vitamin C -0,188 0,282
8 Sérum -0,164 0,216
9 Sliny -0,290 0,401

Koncentrace dle zmétenych absorbanci se pocitala pomoci ziskanych linearnich

rovnic z kalibra¢nich kiivek.

Pro metodu TEAC se jednalo o rovnici y = -0,449x + 0,006.
Pro metodu FRAP rovnice y = 0,509x + 0,007.

Po dosazeni naméfené hodnoty absorbance za hodnotu ,,y* v rovnici se ziskala

koncentrace odpovidajici celkové antioxidacni kapacité.
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Tabulka €. 6 Antioxida¢ni kapacita fedénych vzorkt vztazena ke standardnim latkam

. Koncentrace Koncentrace
Cislo
Vzorek Troloxu FeSO,
vzorku
[mmol/I] [mmol/I]

1 Zeleny ¢aj 0,44 0,31

2 Cerny ¢&aj 0,36 0,26

3 Jable¢ny dzus 0,11 0,00

4 Cervené vino 0,35 0,32

5 Tableta Antioxidacni komplex 0,45 0,55

6 Antioxidant 21 0,42 0,53

7 Vitamin C 0,43 0,54

8 Sérum 0,38 0,41

9 Sliny 0,65 0,77

Pfi interpretaci téchto hodnot si bylo nutno uvédomit, ze takto zjisténé hodnoty
odpovidaji pouze nafedénym vzorkiim a nikoliv jejich skute¢né hodnoté celkové
antioxidacni kapacity. Skute¢nych koncentraci se dalo docilit nasobenim vypoctenych

hodnot ¢islem fedéni, jakym byly vzorky pfipraveny a které jsou také vyse uvedeny

V tabulce ¢&. 3.

Tabulka €. 7 Pfepoctena antioxidacni kapacita pro nefedéné vzorky

. Koncentrace Koncentrace
Cislo
Vzorek Troloxu FeSO.
vzorku
[mmol/I] [mmol/I]
1 Zeleny ¢aj 22,05 15,72
2 Cerny ¢&aj 17,82 12,77
3 Jable¢ny dzus 5,68 0,10
4 Cervené vino 17,37 16,11
5 Tableta Antioxidacni komplex 133,62 165,03
6 Antioxidant 21 124,95 159,72
7 Vitamin C 1,30 1,62
8 Sérum 0,38 0,41
9 Sliny 0,65 0,77
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Z vyse uvedenych dvou tabulek je patrné, jak se od sebe skutecné hodnoty
Vv ramci vybranych vzork lisi. K nasledujici interpretaci bylo vyuzito hodnot jak vzorki

fedénych, tak nefedénych.

7.1 Interpretace dat

Obé metody pouzivaji k vyjadieni celkové antioxidani kapacity vlastni
standardni latku. V piipadé metody TEAC se jedna o synteticky vytvofeny derivat
vitaminu E — Trolox a u metody FRAP se jedna o ekvivalentni mnozstvi zeleznatych

iontd siranu Zeleznatého.

Vysledné koncentrace antioxida¢ni kapacity vzorkd byly pro lepsi orientaci
umistény do sloupcovych grafi, které znazornuji rozdily mezi zjiSténymi daty

a pouzitymi metodami.

Graf ¢&. 3 Porovnani hodnot fedénych vzorkt mezi metodami TEAC a FRAP

mmol/|
0,8
0,7
0,6
0,5
04 +——
TEAC
03 +— e
M FRAP
0,2 +—
01 +— |
0 T T T T T T T T
o 2 Rl ) S+ N < & &
«\"\L (\:\t A&Q ‘vf\(‘ 6‘Q\z 'o"g' & ¢ ‘—;"}0 o
,\,ée, & \é_,(\ (“Q'(\ © & &
3 't_;e’ 0 ;&\0
N X ?_(\

Z tohoto grafu, sestrojeného dle tabulky ¢. 6 neni zcela zifejmé, jaké vzorky
disponovaly nejvyssi antioxida¢ni kapacitou, ale je dobrym ukazatelem k porovnani

zvolenych analytickych metod.

Jak je z grafu patrné, poslednich pét vzorkl vykazuje vyssi antioxida¢ni kapacitu
naméfenou metodou FRAP nez TEAC. Jak bylo vySe u jednotlivych metod zminéno,

metoda FRAP je zalozena na schopnosti redukovat zelezité¢ ionty a tim padem bylo
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méfeni ovlivnéno tadou latek redukujiciho charakteru, které samy o sob& nemusi

vykazovat antioxidacni vlastnosti.

FRAP metoda probihd za snizené hodnoty pH, ktera neni zcela fyziologicka,
coz ma za nasledek snizenou reaktivitu komplexu se zejména polyfenolovymi
sloudeninami (obsazenymi ve vzorcich &aje a &erveného vina). (PAULOVA,

BOCHORAKOVA, TABORSKA, 2004, online)

U obou antioxidaCnich preparatii, ve kterych byl obsazen vitamin C, neni
ptekvapujici, ze hodnoty u metody FRAP ptevazuji nad hodnotami druhé pouzité
metody. Je zndmé, ze kyselina askorbovd mé silné redukujici ucinky. Rozdil
je patrny i v pfipadé séra a slin. PredevS$im sérum je smési velikého mnozstvi
organickych, ale i anorganickych latek, které mohou vykazovat redukujici povahu
a nasledné reagovat nespecificky s FRAP ¢inidlem. A proto je ziejmé, ze co se tyce
schopnosti vzorku eliminovat volny radikal, je metoda TEAC lepsi volbou. Zatimco
chceme-li analyzovat antioxida¢ni schopnost smési zahrnujici spise latky redukujici

povahy, mlize byt metoda FRAP pro praktické tcely taktéz vyuZita.

Nejvyssi koncentrace ze vSech vzorkil dle grafu Cislo 3 mély sliny. Zatimco
nejnizsi koncentraci mél jable¢ny dzus jak u metody TEAC, tak u metody FRAP, ktera
zaznamenala pii méfeni velice nizkou az nulovou hodnotu absorbance. U vzorku
zeleného a ¢erného Caje je rovnéZ patrné, Ze vyssi antioxidacni kapacitu mél ¢aj zeleny.
Z tohoto grafu lze také vypozorovat i fakt, Ze oba pouzité antioxidacni preparaty
,»lableta Antioxidatni komplex* a ,,Antioxidant 21° disponuji velice podobnou
kapacitou, jak lze vypozorovat i v grafu ¢. 4. Je tieba vSak upozornit, ze v grafu ¢. 3
maji jednotlivé vzorky rizna fedéni, a tedy neni moZno porovnavat jejich absolutni

hodnoty antioxida¢ni kapacity nebo redukéniho potencialu.
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Graf €. 4 Porovnani hodnot nefedénych vzorkl mezi metodami TEAC a FRAP
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U toho sloupcového grafu, ktery byl sestrojen dle tabulky €. 7, lze jiz presné
ur¢it skuteéné hodnoty antioxida¢ni kapacity analyzovanych vzorkd. Zde Ize
vypozorovat nejpatrnéj$i rozdil s ptfedchozim grafem, a to mezi antioxida¢nimi
preparaty a vitaminem C, nebot’ tabletové preparaty byly fedény tii sta krat a vitamin C
pouze tii krat na koncentraci pfibliznych 0,33 mmol/l. Nejvyssi kapacitu po tabletovych

preparatech zaujima zeleny ¢aj, Cerny ¢aj a cervené vino.

Biologicky material antioxida¢ni kapacitu skuteéné vykazuje, avsak tak malou,
7e v méfitku s ostatnimi zvolenymi vzorky je jejich kapacita velice nizkd. O tom,
ze lidské sérum vykazuje antioxidacni kapacitu, neni sporu. Zajistuje ji predevsim

kyselina mocova, bilirubin a antioxidacni enzymy.
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ZAVER

Cilem této prace bylo v teoretické ¢asti sjednotit zakladni informace o rozdélenti,
vzniku a pusobeni volnych radikalt a antioxidantd na lidsky organismus. Samotnou
kapitolu tvoii odborniky stale velice diskutovany a probirany oxida¢ni stres, jakozto

¢initel mnoha zavaznych zdravotnich stavi.

Antioxidanty tvofi dimyslné spolupracujici systém ochranné a komplexni
bariéry eliminujici vliv VR na okolni buné¢né struktury a tkané. Mohou ué¢inkovat
specifickymi mechanismy jako darci elektrond, nebo nespecificky pomoci svych
redukénich G¢inka a schopnosti také predchazet jejich vzniku. Existuje jich nepfeberné
mnozstvi. Tato prace rozélenila antioxidanty do dvou podskupin: na endogenni,
vznikajici v organismu a exogenni, kam spadaji pfedev§im vitaminy a dal$i rostlinné
zdroje. VR neznamenaji vSak vzdy jen riziko, jsou nezbytnou soucasti signalizacnich

drah, imunitniho systému, regula¢nich a metabolickych drah.

,,Denne sa objavuju spravy 0 novych, zatial menej znamych latkach zo skupiny
nizkomolekularnych neenzymovych antioxidantov a benefitoch ich uzivania pri roznych
ochoreniach. “ (SISKOVA, 2015, online)

Tento vyrok stvrzuje, ze stale vychazejici ohromné mnozstvi novych odbornych
vyzkumi po celém svété, které pojednavaji o vlivu antioxidantd a volnych radikalt
na lidskeé zdravi, je aktudlnim tématem soucasné doby. Rovnovéaha antioxidanti
a VR je soucasti uceleného lidského zdravi a pievaha jedné, nebo druhé strany nepiinasi

vzdy jen dobré nebo Spatné.

Dodnes zlstava nejrozumnéj$im doporucenim zdravy Zivotni styl a pfijem
vyvazené a pestré stravy bohaté zejména na ovoce a zeleninu jako zdroj antioxidanti,
které predchazeji vzniku oxida¢niho stresu a které maji nepochybné ptiznivy

i protektivni u¢inek na organismus. (HLUBIK, STRITECKA, FAJFROVA, 2006)

7w

Prakticka cast se skladala z méfeni celkove antioxidacni kapacity pomoci dvou
rozdilnych metod: TEAC a FRAP. Principy analytického stanoveni a samotné
provedeni bylo velice shodné. Principem jsou to fotometrické metody,
které zaznamenavaly intenzitu zmény zabarveni c¢inidla ovlivnéného obsazenymi

antioxidanty ve vzorku.
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Stanoveni antioxida¢ni kapacity se v dneSni dobé& stile pouziva u dvou typi
vzorku. Jednim jsou potraviny a potravinové doplnky, jako jeden z ukazatelti nutri¢nich
hodnot. Druhym typem jsou vzorky tkani a télnich tekutin pacientd,
u kterych zménéna celkova antioxidac¢ni kapacita odrazi reakci na upravenou stravu,

nebo nasazenych preparatd z davodu sledovani nékterych patologickych stavi.
(TURKOVA, 2013, online)
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SEZNAM UZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A absorbance

ABTS: [2,2¢-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)]
ATBC a-tocoferol/p-caroten

ATP adenosintrifosfat

c koncentrace

CARET [-caroten and retinol efficacy trial
Cv variacni koeficient

¢. ¢islo

DNA deoxyribonukleova kyselina

FRAP ferric reduction antioxidant power
GSH redukovany glutathion

GSSG oxidovany glutathion

A vinova délka

LDL lipoprotein o nizké hustoté

pl mikrolitr

MDA malondialdehyd

ml mililitr

mmol/Il milimol na litr

NADPH redukovany koenzym nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nm nanometr

RNA ribonukleova kyselina

RNS reactive nitrogen species

ROS reactive oxygen species

SD smérodatna odchylka

SOD superoxiddismutaza

TEAC trolox equivalent antioxidant capacity
TPTZ [2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin]
uv ultrafialové (zafeni)

VR volny radikal



SEZNAM PRILOH

Priloha €. 2 Destilovana voda, zasobni roztok siranu zeleznatého, reakéni ¢inidla pro metody

TEAC a FRAP



moderni antioxidant -
21.stoleti!®

JEDNA TABLETA ANTIOXIDANTU 21 OBSAHUJE:

Kyselina alfa lipoova (ALA) 25,0 mg
Beta karoten z kukufice (provitamin A) 2,5 mg
Vitamin C - kyselina askorbova 60,0 mg
Vitamin E - tokoferol 10,0 mg
Bioflavonoidy z citrusovych ploda 5,0 mg

Piiloha €. 3 Antioxida¢ni preparat ,,Antioxidant 21 a jeho slozeni

Piiloha €. 4 Antioxidacni doplnék stravy ,,Antioxidac¢ni komplex* a jeho sloZeni
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