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ABSTRAKT
Buriankova M.: Vliv zdroje selenu na antioxidacni potencial laboratornich potkani.
Diplomova prace, MENDELU, Brno, 90 s.

Cilem diplomové prace bylo experimentaln€ stanovit vliv riiznych forem (nanoselen,
nanoselen modifikovany glukézou) a hladin selenu (0 mg, 0,02 mg a0,02 mg
selenu/organismus/den + 0,1 mg gluk6zy/organismus/den) na antioxidacni potencial
modelovych zvifat — potkani.

Bylo pouzito 18 samcl laboratorniho potkana outbredniho kmene Wistar albino,
kteti byli rozdéleni do tii skupin. Ve skupinach, kde byl aplikovan samotny nanoselen
doslo k prikazné priznivéjsimu Géinku na konecnou koncentraci selenu v plazmé
a stitevech (P < 0,05) oproti kontrole (bez suplementace). Ve skupinach oSetfenych
nanoselenem modifikovanym glukézou doslo prikazné (P < 0,05) Kk ptiznivejsSimu vlivu
na krev o 78,1 % ajatra o 111,3% v porovnani s kontrolou. Aplikovany nanoselen
v obou skupinach tedy zna¢né zvySoval kone¢nou koncentraci selenu ve tkanich.

U ostatnich skupin potkant dopliovani nanoselenu vyrazné neovlivnilo kone¢nou
koncentraci selenu ve tkanich.

Antioxidaé¢ni aktivita tkani se prikazné (P < 0,05) zvysila v plazm¢ ve skupiné, kde
byly aplikovany nanocastice selenu modifikované glukézou, a to o 83,6 % v porovnani
s kontrolou. Hodnocena byla pomoci antioxida¢nich metod FR (P < 0,05) a FRAP,
u které byla vétsina vysledku bez statistické vyznamnosti (P > 0,05).

Ob¢ formy nanoselenu mély vliv na troven redukovaného (GSH) a oxidovaného
(GSSG) glutathionu. V krvi doSlo prikazné (P < 0,05) ke zvySeni hladiny GSH.
V erytrocytech byly prikazné (P < 0,05) vyssi obé skupiny s nanoselenem, kde vyssi
ucinek na hladinu GSH méla skupina s nanoselenem modifikovanym gluko6zou, ¢imz se
snizil oxida¢ni stres organismu. V jatrech doslo k prikaznému (P < 0,05) snizeni GSH
ve skupiné se samotnym nanoselenem av obou skupinach se prukazné (P < 0,05)
snizily hodnoty naméfeného GSSG.

Z vysledku je patrné, ze Girovné nanoselenu a nanoselenu modifikovaného glukdzou
zvySovaly koncentrace tohoto prvku ve tkanich organismu zvifat, zvySily antioxidacni

aktivitu v plazmé a rovnéz hladinu GSH v Krvi a erytrocytech.

Kli¢ova slova: mineralni prvek, nanocastice, antioxidanty, glutathion



ABSTRACT
Buriankova M.: Influence of the selenium source on the antioxidant potential of
laboratory rats. Diploma thesis, MENDELU, Brno, 90 p.

The aim of this thesis was to experimentally determine influence of various forms
(nanoselenium, nanoselenium modified by glucose) and levels of selenium (0 mg,
0,02 mg and 0,02 mg of selenium/organism/day + 0,1 mg of glucose/organism/day) on
antioxidant potential of model animals — rats.

It was used 18 laboratory rat males of outbreeding base Wistar albino, which were
separated to three groups. In groups with application of nanoselenium itself the
beneficial effect to the final concentration of selenium in plasma and intestines was
confirmed (P < 0,05) in contrast to check (without supplementation). In groups treated
by nanoselenium modified by glucose had significantly (P < 0,05) beneficial effect on
blood with increase by 78,1 % and on liver by 111,3 % in comparison with check.
Applied nanoselenium in both groups increased final concentration of selenium in
tissues. The supplementation of nanoselenium in other groups of rats didn’t
significantly influenced final concentration of selenium in tissues.

Antioxidant activity of tissues significantly (P < 0,05) increased in plasma of
group, where the nanoselenium modified by glucose were applied, namely by 83,6 % in
comparison with check. It was evaluated by antioxidant methods FR (P < 0,05) and
FRAP, where most of the results were without statistical significance (P > 0,05).

Both forms of nanoselenium had influence on level of reduced (GSH) and
oxidized (GSSG) glutathione. In blood the significant (P < 0,05) increase of GSH level
has occurred. In erythrocytes were significantly (P < 0,05) higher both groups with
nanoselenium, where higher effect on level of GSH had group with nanoselenium
modified by glucose, thereby the oxidation stress of organism was reduced. In liver the
significant (P < 0,05) decrease of GSH in group with nanoselenium itself has occurred
and in both groups the values of GSSG have significantly (P < 0,05) decreased.

The results clearly show that levels of nanoselenium and nanoselenium modified
by glucose increased concentration of this element in tissues of animal organism,
increased antioxidant activity in plasma and also increased level of GSH in blood and
erythrocytes.

Key words: mineral element, nanoparticles, antioxidants, glutathione
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1 UVOD

Selen je nepostradatelnym mineralnim prvkem ve vyzivé lidi i zvitat. Selen pfitahuje
urcity zajem, protoze se jedna o zakladni zivinu pro ¢lovéka i zvifata, ale pfi zvySenych
davkach se proménuje v toxin. U lidi a dalSich organism@ je koncentracni rozmezi mezi
esencialitou a toxicitou Uzké, a proto byva selen oznacovany jako "esencidlni toxin".

Koncentrace tohoto prvku v pudé ma vliv jednak na jeho hladiny v krmivech, ale
i na jeho obsah v potravinach rostlinného i zivo¢isného ptvodu.

Nedostatek tohoto prvku zplsobuje fadu onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni
nemoci a reprodukéni poruchy. Ve vyssich koncentracich je vSak toxicky a zplisobuje
neurologické problémy a kozni poruchy. Problém nedostatku selenu je vSak vaznéjsi nez
jeho toxicita.
antioxidanti. V organismu snizuje hladinu volnych radikala, a tim redukuje i oxida¢ni
stres. Snizeni oxida¢niho stresu zabraiuje vzniku onemocnéni souvisejicich
s oxida¢nim stresem, jako je naptiklad rakovina.

Selen se muze vyskytovat ve formé organické, anorganické a také jako nanocastice.
Cilem naSeho experimentu bylo zjistit vliv riznych forem (nanoc¢astice a nanocastice
modifikované glukézou) a hladin nanoselenu (0 mg, 0,02 mg a0,02 mg
selenu/organismus/den + 0,1 mg glukdézy/organismus/den) na antioxidac¢ni potencial
laboratorniho potkana. Byla sledovana koncentrace selenu ve tkanich, jako je krev,
plazma, jatra a stfevo. Dale byly sledovany hodnoty redukovaného a oxidovaného
glutathionu v krvi, erytrocytech a jatrech (GSH a GSSG). Stanovovana byla
I antioxidac¢ni aktivita v erytrocytech, plazmé a jatrech pomoci metod FR (Free radicals)
a FRAP (Ferric reducing antioxidant power assay).

Poznatky, které byly timto experimentem zjistény, lze aplikovat i v humanni oblasti.



2 LITERARNI PREHLED
2.1 Selen

Mezi mnoha minerdly ma selen specifické misto a také byva ¢asto oznacovany jako
nejkontroverznéjsi stopovy prvek, protoze rozpéti mezi jeho nezbytnosti a toxicitou je
velmi uzké (Surai, 2006). Dulezitost selenu jako zakladniho prvku je v populaci dobie
znama a nedostatek tohoto prvku zpusobuje vazné zdravotni Gcinky. Potraviny jsou
hlavnim pfirodnim zdrojem selenu a jeho hladiny obecné zavisi na Grovni Selenu v ptdé

(Tinggi, 2008).

2.1.1 Historie

Tento prvek objevil §véd Jons Jacob Berzelius v roce 1817 (Bobrowska-Grzesik, 2013)
a ve stejném roce ho pojmenoval jako selen (z fectiny mésic) podle Seléné — fecké
bohyné M¢sice (Sigel a kol., 2013). Jons Jacob Berzelius zil v letech 1779-1848 a byl
jednim z nejvyznamnéjSich chemikd své doby (Hatfield a kol., 2012). Berzelius
zjiStoval pfi¢iny onemocnéni u pracovnikll ve vyrobnim zavodu kyseliny sirové a ve
spodnim kalu piipravku kyseliny nalezl tento prvek (Sigel a kol., 2013).

Prvni skutecnd publikace popisujici tento vyzkum byla publikovana Berzeliem
v roce 1818 ve spisu, ve kterém také oznacoval tento prvek jako selen. Jiz béhem svych
prvnich studii Berzelius zminil izkou podobnost mezi selenem a sirou, které obvykle
poji obdobné vlastnosti aminokyselin selenocysteinu a cysteinu obsaZenych
v bilkovinach (Hatfield a kol., 2012).

V roce 1973 Dr. J. T. Rotruck z Univerzity ve Wisconsinu se svymi kolegy objevil,
ze selen je soucasti glutathionperoxidazy (GPX), antioxida¢niho enzymu, ktery vytvari
lidsky organismus. Zasluhou tohoto objevu ziskal selen postaveni nepostradatelné
ziviny. Do té doby byl selen zndmy jako esencialni pro zdravi jen n¢kterych zvifat, coz
objevili jiz v roce 1957 Dr. Klaus Schwarz z Narodniho institutu zdravi v USA a Dr.
Milton Scott z Cornellovy univerzity. K tomuto objevu dospéli ve vyzkumu degenerace

jater u potkanti a nemoci chiadnuti svali u kufat (Passwater, 2003).

2.1.2 Charakteristika selenu
Vlastnosti selenu jsou podobné vlastnostem siry (S6hnel, 2010). Elementarni selen se
vyskytuje v n&kolika alotropickych formach. Cerveny selen (amorfni forma) je

termodynamicky nestabilni, rozpustny v sirouhliku a do jisté miry v benzenu. Cerny
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sklovity selen je mirné rozpustny v sirouhliku. Cervené a erné formy jsou elektrické
nevodiCe. Nejvice stabilni modifikace (krystalicky Sestithelnikovy selen) je kovové
Sedy.

Jedna se o polovodi¢ a jeho elektricka vodivost se zvySuje s narGstem osvétleni
(fotovodivosti). Selen vykazuje fotovoltaickou akci (svétlo se transformuje piimo na
elektrickou energii) a je schopen pieménit stfidavy elektricky proud na stejnosmérny
(Bobrowska-Grzesik, 2013).

Selen se v biologickych materialech nachazi v celé tadé sloucenin, které svoji
strukturou odpovidaji slouenindm sirnym. Jedna se ptfedev§im o aminokyselinu
selenocystein, 21. aminokyselinu, kterd se vaze v proteinech (VeliSek a Hajslova, 2009).
S vodikem tvofi plynné, termicky malo stalé hydridy H,Se, od nichz se odvozuji
slouceniny selenidy. Reakci oxidl se zasadou vznikaji seleni¢itany, které jsou odvozeny

od kyseliny selenicité (Sohnel, 2010).

2.1.3 Vyskyt a zdroje
Selen je vSudypiitomny (Horky a kol, 2012). Tento prvek se vyskytuje bé&zné
a v zemské kufe je nerovnomérné rozsiteny (Schmidt a Rodrick, 2003). Selen vstupuje
do potravniho fetézce piedevsim prostiednictvim systému pada — rostlina (Bajaj a kol.,
2011).

Jeho koncentrace je urCena hlavné obsahem v mate¢né hornin€, topografii
a klimatem, ale kvtli erozi materialu, Spatnému odvodnéni pidy, zavlazovani vodou
obsahujici selen, vyuziti fosfatovych hnojiv, vlivem tézby nebo sopetnymi vybuchy
a spalovanim uhli a ropy se mlize podstatné zvysit obsah selenu v pudé¢ (Bajaj a kol.,
2011). Pfi zpracovani sulfidickych rud a pti spalovani fosilnich paliv obsahujicich siru
se selen dostava do atmosféry a odtud odplavem do povrchovych a podzemnich vod
(Pitter, 2009). Zpracovavani a spalovani fosilnich paliv jako uhli, ropa a vedlejsi
produkty je tedy vyznamnym antropogennim zdrojem selenu.

Ve vysSSich koncentracich se selen nachdzi v minerdlni sloZce polétavého
a usazeného elektrarenského popilku. Do prosttedi se dostava i pfi vyrobé kovi, barev,
skla a keramiky. Nezanedbatelnym antropogennim zdrojem selenu jsou skladky, a to
pfedevSim skladky elektronickych zatfizeni (fotokopirky). V zemédélskych oblastech

jsou casto zdrojem selenu fosforecnd hnojiva obsahujici selen jako pfimés. V menSich
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mnozstvich je tento prvek pfitomen v cigaretovém papiru, tabaku a rdznych
kosmetickych ptipravcich (Krejcova a kol., 2013).

Informaci o koncentraci selenu ve vodach je pomérné¢ malo. Nesleduje se pftilis
Casto, protoze jeho obsah zpravidla nedosahuje limitd piipustnych Vv pitné nebo
povrchové vod¢€. V minerdlnich vodach se selen obvykle nestanovuje. V moiské vode se
selen nachazi v koncentraci cca 4 pg/l. V pitnych vodach v CR se b&Zné nachazely
koncentrace selenu nizs$i nez 10 pg/l. V pitné vodég, balené vodé pro kojence a také
pramenité vod¢ je selen limitovan 10 pg/l, coz je nejvyssi mezni hodnota. V zavlahové
vodé by neméla koncentrace selenu piekroCit 20 pg/l. VSeobecny imisni standard
pripustného znecisténi povrchovych vod je 4 ug/l. V primyslovych odpadnich vodach
vypousténych do vod povrchovych plati pro odpadni vody z povrchové upravy kovil
a elektrotechnické vyroby piipustna davka selenu 100 pg /I (Pitter, 2009). Obsah selenu

ve vybranych potravinach a napojich je uveden v Tab. 1.

Tab. 1 Obsah selenu v potravindch a napojich
(Navarro-Alarcon a Carbrera-Vique, 2008).

Typ vzorku Puvod vzorku | Obsah selenu (ug/g)
Kravské mléko | Irsko 0,014-0,018
Jogurt Recko 0,022-0,027
Brambory Australie 0,030-0,070
Cibule Indie 0,127

Chléb Recko 0,070-0,132
Varené téstoviny | Australie 0,036-0,050
Burské ofiSky USA 0,075
Veptova jatra gpanélsko 0,256-0,800
Sardinky Australie 0,570

Vejce Recko 0,173
Cokolada UK 0,041

Pivo Australie 0,005

V mnoha potravindch rostlinného i zivo¢isného piivodu je nejdalezitéjsi slouceninou
selenu selenocystein, ktery se vaze v proteinech (Velisek a Hajslova, 2009).

Potravinovymi zdroji selenu jsou moisti zivo¢ichové, maso, mléko, vejce, ofechy,
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semena a ceredlie (KlimeSova a Stelzer, 2013). Z toho neupravené celozrnné obiloviny
jsou velmi dualezitym zdrojem. Selen je obsazen také v Cesneku a z kategorie ofechii
jsou to napt. para ofechy. Piestoze maso a ryby jsou méné¢ vydatnym zdrojem,
predstavuji nejvetsi zdroj selenu, protoze jejich konzumace je relativné vysoka. VétSina
ovoce azeleniny neobsahuje jeho vyznamné mnozstvi (Passwater, 2003).

V organismech se selen nachazi v krvi, kde je obsazen v erytrocytech, ale také
V krevni plazmé ve formé selenoproteinti. Nejveétsi mnozstvi tohoto prvku je ulozeno

Vv kosterni svaloving, ledvinach, jatrech a slinivce btisni. (Pavlik a Sldma, 2011).

2.1.4 Vyskyt v jednotlivych statech

Mnozstvi selenu vpadé se vyrazné lisi V jednotlivych statech (Horky, 2015).
V navaznosti na to se hladiny selenu v potravindch mohou vyrazné liSit mezi
zemépisnymi regiony, coZ souvisi s hladinami selenu v pidé. Z toho vyplyvajici velké
rozdily v tirovnich selenu v ptd¢ se odrazi v Sirokych variantach stavu selenu zjisténych
Vv lidskych populacich po celém svété (Tinggi, 2008).

V rostlinach rostoucich v oblastech s vysokym obsahem selenu v pdé jsou hlavnimi
slouceninami selenu selenomethylcystein, selenomethion, selenocystathionin a dalsi
(Velisek a Hajslova, 2009). V soucasné dobé muize nedostatek selenu nastat v krmivech
a potravinach ve stiedni Evropé (Horky, 2015).

Ceska republika patii také mezi oblasti s deficitem selenu v padg, a tudiz i v potravé.
Diky vétsimu podilu dovazenych potravin se zde situace od 90. let zlepSila (Zima,
2007). Ve Finsku jsou pudy i pitné vody obzvlasté chudé na selen, a proto se zde do
umélych hnojiv zacal ptidavat seleniCitan sodny. Tento krok zapficinil U finské
populace vyznamny vzestup koncentrace selenu v krevnim séru (Kasper, 2015).

Na Novém Zélandu, kde byl pfijem selenu velmi podobny jako ve Finsku, byla
suplementace selenu do krmiv ihnojiv také povolena, avSak pouze v oblastech
s nedostatkem ptdy a nikoliv na narodni urovni. Umyslem bylo pomoci napravit
onemocnéni zpusobené karenci selenu u zvifat, ne avSak zménit Groven piijmu
Vv celonédrodni strave.

Ve Velké Britanii doslo k poklesu piijmu selenu a za hlavni diivod je povazovano
snizeni dovozu selenem bohaté severoamerické pSenice, které nasledovalo po vstupu
Britd do Evropského spolecenstvi (ES). Americka pSenice byla nahrazena psenici

S nizkym obsahem selenu pievazné britského ptivodu. Kromé toho doslo k poklesu
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spotieby chleba a ostatnich pSeni¢nych vyrobku, které obvykle dodavaji vétsinu piijmu
selenu ve Velké Britanii (Reilly, 1998). Vyskyt selenu v nékterych statech je uveden
v Tab. 2.

Tab. 2 Vyskyt celkového selenu v pudé vybranych stati (Fordyce, 2013).

Stat Celkovy obsah selenu (pg/g)
Spojené staty americké | <0,1-4,3
Anglie/Wales <0,01-16
Skotsko 0,115-0,877
Severni Irsko <0,02-7,8
Cina 0,02-3,81
Finsko 0,005-1,241
Sri Lanka 0,112-5,24
Norsko 3-6

Novy Z¢éland 0,14
Malawi 0,05-0,62

2.1.5 Formy selenu

Selen se vyskytuje v anorganickych a organickych formach a také jako nanocastice.
Organické slouceniny jsou pfijimany a Vv organismu pieménovany V piiblizné 85 az
95 % ve srovnani s anorganickymi formami v 40 az 50 %.

Absorpce z potravy zavisi na chemické formé (Niedzielski a kol., 2016). Na
chemické formé jsou zavislé i pozitivni G¢inky selenu, ktery byl podavan. Napi. bylo
prokazano, ze selenomethylselenocystein (SMSeC) poskytuje nejvyssi chemickou
ochranu proti rakoviné tlustého stfeva v porovnani bud’ se selenomethioninem nebo
s anorganickymi solemi, jako je napt. seleni¢itan a selenan. Na druhé strané organické
sloueniny selenu nezpusobuji akumulaci selenu v bunkach, a proto mize byt
zabranéno oxidaénimu stresu zptisobeného nahromadénim selenu (Mahn a kol., 2009).

Dalsi formou jsou selenové nanocastice, které maji vysokou protinadorovou
aktivitu, nizkou toxicitu a antibakteridlni vlastnosti, napf. inhibice rlstu bakterie
Staphylococcus aureus v ptitomnosti selenovych nanocastic in vitro (Huang a kol.,
2016).
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2.15.1 Organickd forma selenu

Vstiebavani organického selenu probihd ve formé selenomethioninu a selenocysteinu
(Pavlik a Slama, 2011). Biologickd dostupnost slou¢enin organickych je lepsi nez
anorganickych (Zima, 2007).

Dopln€k stravy s organickym zdrojem selenu v dieté ve srovnani s anorganickym
zdrojem pozitivné ovliviioval pohyblivost spermii u samci vystavenych castému
insemina¢nimu rezimu a pozitivné ovlivnil i schopnost udrzet Zivotaschopné spermie
v prubé¢hu jejich dlouhodobého skladovani. Skute¢na schopnost spermii oplodnit
vajicka se jevila zvySena zasluhou organického selenu. Dopln¢k stravy v dieté
s organickym zdrojem selenu ma tedy potencial pro zlepSeni kvality spermatu samct
(Speight a kol., 2012).

Pozitivni reakce organického selenu byly zaznamenany také v souvislosti se sekreci
kolostra a mléka a tim zlepSeni novorozeneckého zdravi. Organické zdroje selenu, jako
je napf. selenomethionin, jsou aktivné absorbovdny prostfednictvim transportniho

mechanismu aminokyselin (Mahima a kol., 2012).

2.1.5.2 Anorganickad forma selenu

Vstiebavani probiha ve form¢ anorganické piredevsim jako seleni¢itan (Pavlik a Slama,
2011). Anorganické formy selenu se vstiebavaji daleko méné uc¢inné Vv praméru asi
z45%. A také jejich nasledné vyuziti a zabudovani do latkové pfemény lidského
organismu je mnohem niz$i (Zadak, 2010).

Typ absorpce zavisi na zdroji selenu ve stravé. Anorganické zdroje jako jsou
selenaty, se absorbuji prostfednictvim jednoduchého difuzniho procesu. B€hem procesu
traveni v gastrointestindlnim traktu se selen z anorganickych zdroji uvolni a mize se
opétovné spojovat s ostatnimi slozkami potravy. Dal§im zpasobem je tvorba
nerozpustnych komplexti ve sttevé a vyluovéni, ¢imZ se snizuje jeho absorpce pies
tenké stfevo. V porovnani organické mineraly jsou absorbovany aktivné s vyuzitim

peptidovych nebo aminokyselinovych mechanismi vychytavani ve stfevé. (Mahima

a kol., 2012).

2.1.5.3 Nanoéastice selenu
Nanocastice jsou dilezité z divodu jejich charakteristickych vlastnosti a rozsahlé

aplikace v oblasti védy a techniky. Mezi riznymi typy nanocastic dosahl selen zna¢né
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pozornosti vzhledem k vys$si biologické dostupnosti, interakci s proteinem, dobré
absorp¢ni kapacité¢ spolu s vyuzitim v 1ékaiské diagnostice a nanotechnologii
Vv biologickych systémech (Ramya a kol., 2015).

Biogenni syntéza selenovych nanomateriali spociva v pouziti mikroorganismil pro
novou syntézu nanomaterialti, kterd je atraktivni zejména proto, ze mikroorganismy
jsou levné katalyzatory. Prekurzorové materidly jsou obvykle vyrabény z levnych
surovin a odpadi. Syntéza nastava pii téméf neutralnim pH, okolni teploté a tlaku
a také je zabranéno pouziti nebezpeénych redukénich ¢inidel. Timto zptisobem ma selen
redukujici bakterie dalekosahly a dosud nevyuzity potencidl pro biosyntézu
jednoprvkového selenu a kovovych selenidovych nanomateridlti. Tato biosyntéza
probihd za normalnich podminek s pouzitim selenovych prekurzort z levnych surovin
nebo odpadnich tokti (Nancharaiah a Lens, 2015).

Nanocastice selenu pfitahuji Sirokou pozornost i proto, ze vykazuji nové vlastnosti
jako je napft. velky specificky povrch, vysoka povrchova aktivita, mnoho povrchové
aktivnich center, vysoka katalyticka u¢innost a charakter nizké toxicity bézného selenu.
Castice nanoselenu maji srovnatelnou uéinnost se seleniditanem, selenomethioninem
a methylselenocysteinem pii regulaci selenoenzymu a bylo pozorovano vyrazné snizeni
akutni toxicity (Shi a kol., 2010).

V soucasnosti je informovano o vlastnostech nanometrickych ¢astic jako
0 antioxidac¢nich, protirakovinnych a také jako 0 vlastnostech, které inhibuji biofilm
(Ramya akol.,, 2015). Podavani nanoselenu vyrazné zlepSilo Kvalitu spermii,
spermatogenezi, doslo ke sniZeni toxického stresu zptisobeného volnymi radikaly a také
bylo omezeno poskozeni spermatické DNA. Selenové nanocastice mohou byt uzite¢né
pro prevenci toxicity gonad prostiednictvim jejich antioxida¢niho potencialu. V tomto
dusledku by bylo vhodnéjsi pouzit neobvyklou formu selenu s vyrazné nizsi toxicitou

a vyssi u¢innosti (Rezvanfar a kol., 2013).

2.1.6 Potreba, doporuceny prijem

Nasyceni selenoproteinem P (SePP) v plazmé se pouZziva jako kritérium pro odvozeni
referenéni hodnoty pro piijem selenu u dospélych (Kipp a kol., 2015). Referencni
hodnoty pro ptijem zivin DACH jsou spole¢né vydavany vyzivovymi spole¢nostmi
v Némecku, Rakousku a ve Svycarsku, a tedy zkratka DACH odpovida mezinarodng&

bé&znému oznaleni téchto zemi pro Némecko — D, Rakousko — A a pro Svycarsko — CH
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(Kasper, 2015). Pouzitim referen¢nich télnich hmotnosti vychazejicich z referen¢nich
hodnot DACH (70,7 kg u muzt a 60 kg u Zen), jsou vysledné odhadované hodnoty pro
prijem selenu 70 pg/den pro muze a 60 pg/den pro Zeny. Tyto referencni hodnoty jsou
vypocteny pro normalni hmotnosti dospélych.

Udaje tykajici se pozadavku selenu pro déti a dospivajici nejsou k dispozici. Proto
jsou referenc¢ni hodnoty pro déti a dospivajici zaloZzeny na hodnotach vypracovanych
pro dospélé a jsou vypocteny s ohledem na rozdily v télesné hmotnosti vcetné
kolisavych ristovych faktort, které zohlednuji naroky na rust. Rustové faktory byly
vypocteny jako umérné zvySeni potieby bilkovin pro riist vzhledem k jeho narokiim na
vyZzivu v rizném veku.

Pfi pouziti vékovych skupin a posouzeni télesné hmotnosti jsou referenéni hodnoty
zalozeny na vyplyvajicich odhadovanych hodnotach pro ptijem selenu, které jsou
nasledujici: od 1 az po 4 roky je potieba 15 ug/den, od 4 do 7 let 20 pg/den, od 7 do
10 let 30 ug/den, od 10 az 13 let 45 pg/den a od 13 az 15 let 60 pg/den. Ve véku od
15 az po 19 let u chlapct je vysledna odhadovana hodnota pro piijem selenu 70 ug/den
a pro divky stejného véku je tato hodnota 60 pg/den.

Odvozeni referen¢ni hodnoty pro piijem selenu u kojenct ve véku 0 az 4 mésice je
zaloZeno na obsahu selenu v mateiském mléce, které je povazovano za optimalni stravu
pro kojence. K nemocem z nedostatku selenu doslo v Cing, kde je obsah selenu
Z matefského mléka nizsi nez 0,3 pug/100 ml. V Némecku je obsah selenu z matetského
mléka ptiblizné 1,5 ng/100 ml. Obsah selenu naméfeny v mlezivu je dvakrat vyssi nez
ve zralém matefském mléce. Vzhledem k tomu, Ze je primérny piijem matetského
mléka 750 ml/den, je piijem selenu ve vysledku piiblizné 11 pg/den. Odhadovana
hodnota pro adekvatni pfijem selenu u kojenych déti ve v€ku 0 az 4 mésice je
indikovana jako 10 pg.

Spolu se zavadénim pevné stravy, spotfeba matefského mléka klesa. Protoze
k dispozici nejsou zadna data pojednavajici o pfijmu selenu prostfednictvim pevné
stravy, vyuzivd se pro odvozeni referencni hodnoty pro kojence od 4 mésicl
predpokladana hodnota pro kojence ve véku 0 az 4 mésice. Vezmeme-li v tivahu rozdily
tykajici se prumérné télesné hmotnosti, byla pro kojence ve veéku 4 az 12 mésicu
odvozena odhadovana hodnota 15 pg/den.

Béhem téhotenstvi je pozadovano mirné zvySeni ptijmu selenu pro te¢hotné zeny za

ucelem kryti potfeb plodu. V pruméru toto zvyseni predstavuje hodnotu 2 pg/den.
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Protoze je vSak dodate¢ny piijem zanedbatelny, je odhadovana hodnota pro piijem
selenu v prubéhu téhotenstvi indikovana na 60 pg/den (Kipp a kol., 2015).

Koncentrace selenu by méla byt zvysena | béhem laktace. Tento nardst je pozorovan
nejen v krvi, ale i v mléce, zn€hoz selen rovnéz prechazi do mladat (Horky a kol.,
2013). Potieba selenu u Zen se tedy zvysuje béhem kojeni vzhledem k mnozstvi selenu,
ktery je vyluGovan v matefském mléce pii krmeni ditéte. Piblizné 11 pg selenu za den
je matefskym mlékem vylu€ovano. Ptihlédnutim k trovni biologické dostupnosti ve
vysi 70 % je béhem kojeni zapotiebi dalsich 16 pg/den. Odhadovana hodnota pro piijem
selenu u kojicich zen ¢ini 75 pg/den. Hodnoty pro doporu¢eny denni piijem selenu jsou

uvedené v Tab. 3.

Tab. 3 Odhadované hodnoty pro adekvatni prijem selenu (Kipp a kol., 2015).

Vek Selen [ug/den]

Déti | Muzi | Zeny
Kojenci:
0 az 4 mésice 10
4 az 12 mésict 15
Déti a dospivajici:
1 az 4 roky 15
4 az 7 let 20
7 az 10 let 30
10 az 13 let 45
13 az 15 let 60
15 az 19 let 70 60
Dospéli:
19 az 25 let 70 60
25 az 51 let 70 60
51 az 65 let 70 60
65 let a starsi 70 60
Tchotné Zeny 60
Kojici Zeny 75

2.1.7 Funkce selenu

Pro lidsky organismus je selen prvek esencialni, v nizkych koncentracich u¢inkuje jako
antioxidant (Krejcova a kol., 2013), ma schopnost aktivovat bunky obranného systému
organismu a chrani ho tak proti zavaznym onemocnénim napf. rakovinnym nadortim

(Horky, 2015). Suplementace selenem tedy mize byt i¢inny prostfedek snizovani rizika
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rakoviny (Surai a Taylor-Pickard, 2008), napt. prostaty (Passwater, 2003). Selen hraje
dulezitou roli i ve spravném pofadi fyziologickych funkci, a to zejména
u hospodarskych zvitat (Horky a kol., 2012).

Silna antioxida¢ni schopnost selenu muze organismus chranit proti onemocnénim
srdce, starnuti a artritidé. Selen hraje roli v prevenci zanétu, pomaha télu vyuzivat
energii, ochranuje jatra pied poSkozenim a zGcastiiuje se detoxikace kovi jako je olovo,
zinek, rtut a kadmium. RovnéZz pomaha lidskému organismu v produkci koenzymu
Q10 — enzymu dutlezitého pro spravnou ¢innost srdce a nepostradatelny je kromé toho
pro funkeci spermii, a tim pro muzskou plodnost (Passwater, 2003). Selen nejen u zvitat
ovlivituje kvalitu ejakulatu samci, ale ucastni se i1 reprodukénich procesii mladych
samic (Horky a kol., 2012).

Doplnéni selenu v potravé zvifat béhem biezosti zvySuje pocet novorozenych
mlad’at a také jejich Zivotaschopnost V pozdéjsim veéku (Horky a kol., 2013). Velky
vyznam ma 1 pro imunitni soustavu, kde podporuje fagocytarni ucinek bilych krvinek
atvorbu protilatek. Tento prvek krom& toho vykonavd funkci katalyzatoru
v enzymatickych systémech (Pavlik a Slama, 2011). Dalsi funkce v organismu je jeho
potteba pii spravném pohlavnim vyvoji, pro zdravou kizi i vlasy a také pro zachovani
dobrého zraku (KlimeSova a Stelzer, 2013).

Selenoproteiny podporuji metabolismus hormont vzhledem ke zlepSeni ¢innosti
Stitné Zzlazy (Horky, 2015). Selen je rovnéz zivotné dilezity pro mozek a vzhledem
ktomu bylo prokazano, ze se podili na riznych funkcich centralniho nervového

systému, jako je motoricky vykon, koordinace, pamét’ a poznavani (Solovyev, 2015).

2.1.8 Metabolismus selenu
Vstiebavani selenu do organismu je vazano ¢ervenymi krvinkami, krevnim albuminem,
plazmovym globulinem a piepravovanymi tkanémi (Niedzielski a kol., 2016).
Vstiebavani selenu a jeho sloucenin probihd také podobné jako u ostatnich prvka ve
dvanactniku, v mens$i mife i v tlustém stfevé (Pavlik a Slama, 2011). V duodenu probiha
vstiebavani pfedevSsim ve formé€ selenomethioninu (obsazeny v rostlinach)
a selenocysteinu.

Komer¢ni ptipravky, kde je selen obsaZen ve formé¢ selenitu nebo selenatu, se také
dobie vstfebavaji. Resorpci snizuje vlaknina, zinek, vapnik, kadmium ale i rtut.

Poruchy resorpce vznikaji pii Crohnové chorobé. Selen se funkéné uplatiuje diky
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ptitomnosti v selenocysteinu, ktery se inkorporuje do selenoproteinu (Zima, 2007).
Primarni distribuce probiha v jatrech, potom ve sleziné a ledvinach, nejméné v mozku
a svalové tkani. U zvitfat se pifi dlouhodobém vystaveni ulinku selenu distribuce
rozsifuje o srst. Je rovnéz schopen prestupovat pires placentu a zpisobit tak vrozené
malformace u plodu (Zapletal, 2001).

Selen v jatrech je u jedince obecné povazovan za vyhovujici ukazatel stavu selenu.
Hodnota selenu v lidskych jatrech se pohybuje od 200 do 2300 ug/g zivé hmotnosti.
Koncentrace glutathionu a selenu je 2—3x vyssi v jaternich bunikach nez v erytrocytech,
coz udava mnohem vyssi enzymatickou aktivitu v jatrech, pravdépodobné v souvislosti
s detoxika¢nimi procesy peroxidacnich latek v jatrech.

V jatrech byla buné¢na glutathionperoxidaza detekovana jako nosi¢ endogenniho
selenu a bylo pozorovano, ze podavany selen jako seleni¢itan byl ¢ervenymi krvinkami
navazan velmi rychle. Poté byl redukovan glutathionem na selenid, ktery byl po jeho
zméné transportovan do plazmy, kde je selektivné vazan na albumin a pak ptenesen do
jater. Na druhé strané selenan se navazal bud’ pifimo v jatrech nebo byl vyloucen
mocovymi cestami. Selenoprotein P byl detekovan v jatrech a z tohoto divodu se
piedpoklada, Ze tento protein slouzi jako transportni médium pro selen. Poté bylo
zjisténo, Ze tento protein dodava selen z jater do jinych organd.

Asi 75 % z celkového poctu selenu v krvi je pfitomno v plazmé/séru. Hladiny
vV plazmé a séru odrazeji posledni piijem zivin jednotlivce, a tudiz maji souvislost
s kratkodobym stavem selenu. Na druhé strané jsou erytrocyty markery pro dlouhodoby
stav uzivani selenu. Lze pfedpokladat, Ze ¢ervené krvinky odrazeji ptijem selenu béhem
jejich doby Zivotnosti (120 dni). Aktivita glutathionperoxidazy se ¢asto méfi ve veskeré
krvi nebo krevnich destickach, protoze tento parametr je povazovan za vhodny ukazatel
stavu selenu a snizuje se, pokud je dosazeno nedostatku (Dumont a kol., 2006).

Resorpce selenu je zavisld na slozeni diety, pfedev§im obsahu protichtidné
pusobicich latek jako je sira artut. Selen je z organismu vyluovan vykaly, modi,
mlékem a plicemi (Pavlik a Slama, 2011). Selen zasahuje do metabolickych déji za
nasledujicich fyziologickych a patologickych stavi: jako soucast jodthyroninovych
dejodaz se selenoproteiny zii¢astiuji i metabolismu hormont §titné zlazy (Zima, 2007).
Naopak vliv zvySené suplementace jodu neovlivnil metabolismus selenu ani fungovani
hormontl §titné Zlazy. Dopliovani jodu do organismu nevykazuje Zadny negativni

ucinek na hodnoty selenu v krvi, ale Ize predpokladat, ze dochazi k poklesu absorpce
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selenu na zaklad¢ sniZzeného vylucovani moci (Pechova a kol., 2014). Také pti
poruchach funkce placenty mutze dojit k nedostatku selenu v plodu v poslednim
trimestru, avsak pfi narozeni uz mivaji nedonosené i donosené déti stejné koncentrace
selenu. U nedonosSenych déti s niz§imi zasobami selenu v jatrech se koncentrace béhem
tfi mésicl snizuji.

Selen se zucastiiuje spermiogeneze ve spermatocytech a jeho deficit mize vést
k muzské neplodnosti. Nutny je i pro metabolismus testosteronu. Selen je rovnéZz nutny
pro bunéfnou imunitu, piredev§im pro funkci T-lymfocyti. Ma velky vyznam i pfi
vyskytu a progresi AIDS. Pii jeho deficitu v organismu viry snadno podléhaji mutacim

a vznikaji jejich virulentng;si formy (Zima, 2007).

2.1.9 Deficit a toxicita selenu

Dietni nedostatek selenu ma vliv na ptivod kardiovaskularnich chorob (Surai a Taylor-
Pickard, 2008). Klinické ptiznaky deficitu selenu Ize rozdélit do dvou skupin: specifické
klinické projevy (bila svalova onemocnéni, exudativni diatéza, hepatéza, onemocnéni
srdce) a nespecifické: na selen citlivé poruchy.

Nespecifické poruchy jsou vétSinou prezentovany v podobé reprodukénich poruch,
zvySené perinatalni umrtnosti, imunodeficienci, snizenim produkce mléka a rastové
intenzity, atd. Poruchy citlivé na selen mohou mit u hospodarskych zvifat vliv na
zdravou produkci stada a reprodukci (Pechova a kol., 2015).

ProtoZe je selen nepostradatelnou mikrozivinou pro mnohé organismy vcetné
Clovéka, jsou vtomto dusledku nedostatky selenu v potravé (<40 pg/den) spojeny
S riznymi zdravotnimi problémy jako napt. Keshanska a Kashin-Beckova nemoc (Basu
a kol., 2007). Pti¢inou nedostatku selenu v pud¢ vznikl nazev Keshanska nemoc podle
oblasti Keshan v Cing, kde déti trpély kardiomyopatiemi (Zima, 2007). Keshanska
nemoc je druhem kongestivni kardiomyopatie — postizeni vlastniho srde¢niho svalu
a Kashin-Beckova nemoc je tézka deformujici forma artritidy — zanét kloubti (Mach
2012).

V disledku nedostatku selenu v organismu vznika fada dal§ich nemoci, které mayji
podobné klinické ptiznaky jako avitamindza piipadné hypovitamindza vitaminu E.
Nejrozsitencjsi je svalova dystrofie a exudativni diatéza. Mimo jiné dochazi rovnéz

k porucham reprodukce provazenych neplodnosti samic a degeneraci semenotvornych
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kanalkdi samctli. Karence selenu je spojend se snizenou obranyschopnosti organismu
(Pavlik a Slama, 2011).

Selen je tedy nezbytnym prvkem napi. pro reprodukci samcid, a to navzdory
skuteCnosti, ze je povazovan za latku zptisobujici toxicitu u zvifat po mnoho let (Horky
a kol., 2012). Otravy byvaji doprovazeny paralyzou organismu a patologickymi
vysokymi davkami seleni¢itanu v krmné davce. (Pavlik a Slama, 2011). Nedostatek
vitaminu E zvySuje toxicitu selenu a na druhou stranu vysoké davky selenu snizuji
hladinu vitaminu A (Svacina, 2010).

Toxicita je obecné zpusobena tim, Ze selen se svymi chemickymi vlastnostmi
podoba site, a proto ji miize nahrazovat v aminokyselinach cysteinu a methioninu. Pti
vysSich koncentracich tim poskozuje funkci enzymi, coz jsou proteiny (Hala, 2013).
Selen byl povazovan za toxicky zejména pii predavkovani (Horky a kol., 2013). Tento
prvek se pii vysSich koncentracich usazuje v jatrech, ledvinach ataké ve sleziné
(Krejcova a kol., 2013). Piekroceni tolerovatelné horni hranice davky 400 pg/den mize
zpusobovat kozni vyrazky, srde¢ni problémy, odlupovani nehtii, nervové problémy az
smrt (Sircus, 2014).

Rozpéti mezi prospéSnymi ucinky z piijmu selenu a toxickymi ucCinky je vSak
pozoruhodné Uzké a obecné se uznava, ze konzumace vysoké hladiny selenu mtize byt
karcinogenni 1 teratogenni (Basu a kol., 2007). Nc¢kter¢ ucinky nadbytku

a rovnéz nedostatku selenu jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4 Ucinky nedostatku a nadbytku selenu u zvirat a lidi (Nancharaiah a Lens, 2015).

Nedostatek selenu — nizsi prijem Nadbytek selenu - nad horni

neZ bezpecna davka prijatelnou mez

Poskozeni imunitnich reakci Zména barvy kiize

Problémy se Stitnou Zlazou Cesnekovy zapach dechu

Zvysené riziko rakoviny Deformace a ztrata nehtd

Cirhdzy jater a slinivky btisni Nedostatek dusevni bdé€losti

Kardiovaskularni onemocnéni Zarudnuti kiize, kozni vyrdzka

Abnormalni zubni kaz Onemocnéni srdce

Keshanskd a Kashin-Beckova nemoc | Selen6za (otrava selenem)
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2.1.10 Selen ve funkénich potravinach

Funk¢ni potravinou je jakakoli potravina, kterd ma kromé vyzivové hodnoty pozitivni
ucinek na zdravi konzumenta, jeho psychicky i fyzicky stav. Je to potravina vyrobena
Z ptirozené se nachazejicich slozek. Konzumovat by se méla jako soucast kazdodenni
stravy.

Funk¢ni potraviny tvoti prechodnou kategorii potravin mezi béznymi (konvencnimi)
potravinami a léky. Jejich cilem neni 1é¢it onemocnéni, ale spiSe mit preventivni u¢inek.
Funkéni potraviny by mély byt konzumovany bézné jako slozka stravy. Nejsou jimi tzv.
dopliiky stravy ve formé vitamind, stopovych prvki, pfirozenych antioxidantt a jinych
latek zafazenych mezi nutriceutika, ktera se prodavaji ve formé obvyklé pro léky —
tablety, kapsle, extrakty (Kastnerova, 2011).

Konzumace funk¢ni potraviny ovliviiuje nekteré pochody v organismu, zejména
posiluje pfirozené obranné mechanismy proti Skodlivym vlivim prostiedi. Rovnéz
pozitivné ovlivituje fyzicky i1duSevni stav a zpomaluje proces starnuti (Kala¢, 2003).
Krom¢ ucinku suplementace selenem na zdravi zvifat a lidi je dal$im dalezitym
aspektem vliv selenu na kvalitu a slozeni potravin, napt. ovlivnéni kvality masa, mléka,

vajec nebo spektra mastnych kyselin (Pechova a kol., 2015).

2.1.10.1 Vejce obohacend selenem

Pozitivni moZnosti jak obohatit vejce selenem je zkrmovat organicky selen nosnicim
(Kalac, 2003). Mnozstvi selenu ve vejcich je tedy snadno manipulovatelné pti krmeni
slepic selenomethioninem (Bennett a Cheng, 2010). Obsah 0,4 pg/g selenem
obohacenych kvasnic pfidavanych do krmiva vedl k obsahu 30 pug ve vejci. Toto
mnozstvi obsahuje cca polovinu doporucené denni davky selenu, jehoZ pfijem potravou
je v Ceské republice silng nedostacujici.

Vejce od nosnic z malochovil, které maji svobodny pfistup k ptirozenym zdrojim
své potravy, obsahuji mnohem vice n-3 nenasycenych mastnych kyselin, karotenoidi
(ptedevS§im luteinu) a vitaminu E nez od nosnic chovanych ve velkovyrobnich
podminkach. Kviili tomu byla vyvinuta takova krmiva, kterd umoziuji velmi vyrazné
obohaceni vajec témito potiebnymi slozkami a navic i selenem (Kala¢, 2003).

Bylo prokédzano, Ze vejce obohacend selenem jsou vhodnym zdrojem selenu pro

¢lovéka. Kromé toho jsou vejce tradi¢ni a cenové dostupné potraviny v mnoha zemich
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a kulturach, a ztoho divodu by méla byt vejce obohacena selenem vitana (Bennett
a Cheng, 2010).

Pouziti organického selenu vyzdvihuje vejce obohacena selenem nad troven, kterou
je mozno ziskat prostfednictvim seleni¢itanu sodného, coz miize mit za nasledek
nékolik uzite¢nych aplikaci. Za prvé, pti vyrobé konzumnich vajec mize byt organicky
selen pouzit pro vyrobu nutricné vylepSenych vajec a vzhledem k tomu by spotieba
vajec se zvySenym obsahem selenu mohla vyznamné pfispét k doporuc¢enym dennim
dietnim pfijmim. Za druhé, pii vyrobé nasadovych vajec by vejce obohacena selenem
mohla byt uzitecna pro zlepSovani obsahu selenu u embrya béhem inkubace a nové

vylihlych mladat (Sim a kol., 2000).

2.2 Oxidacni stres

Oxidacni stres je tzv. zvySeni hladiny volnych radikdlii (napt. ROS — reaktivnich forem
kysliku) v bunikach, kde se hromadi ve vy$§im nez normalnim mnozstvi. Oxidaéni stres
muzeme rovnéz nazvat jako fyziologicky stav, ktery se nachdzi tam, kde dochazi
K vyznamné nerovnovaze mezi tvorbou ROS a antioxida¢nimi mechanismy (Schmidt,
2008).

Rychlé mnozeni bunék a aktivni aerobni metabolismus jsou casto spojeny
s produkci reaktivnich forem kysliku. Reaktivni formy kysliku, které jsou
nevyhnutelnym vedlejSim produktem aerobniho metabolismu, vznikaji pii pfenosu
elektrond, ktery probiha v mitochondriich, chloroplastech a peroxisomech. ROS jsou
toxické molekuly a pokud neni regulovana jejich koncentrace, mohou zplsobit
poskozeni proteinti, membran, DNA a v kone¢ném diisledku buné¢nou smrt (Zein Eldin
a lbrahim, 2015).

Nizké hladiny ROS jsou nepostradatelné v mnoha biochemickych procesech, véetné
intracelularniho zasilani zprav pii diferenciaci bun¢k a bunééném vyvoji nebo vliv na
zastaveni rustu, apoptézu, imunitu a obranu proti mikroorganismium. Oproti tomu
vysoké davky nebo nedostatecné odstranéni ROS maji za nasledek oxidaéni stres, coz
milZze zpisobit vazné metabolické poruchy a poSkozeni biologickych makromolekul
(Matés a kol., 1999). Predpoklada se, ze oxidaéni stres je hlavni pfi¢inou dysfunkce
spermii, protoze spermie obsahuji vysoké mnoZstvi polynenasycenych mastnych kyselin
(Shi a kol., 2010).
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Oxidacni stres a bunéénd apoptdéza mohou zniCit imunitni buiky, a tim negativné
ovlivnit imunitni obranné schopnosti. Apoptdza predstavuje velmi dulezitou funkci
v udrZzovani stability prostiedi, a to jak apoptéza v mitochondriich vyvolana vnitini

cestou, tak i smrt receptoru vyvolana vnéjsi cestou (Wang a kol., 2015).

2.3 Volné radikaly

Oxidacni procesy vznikaji v organismu ¢lovéka kromé tvorby iontd pii heterolytickém
Stépeni A—B — A:” + B” i tvorbou volnych radikaléi za pomoci homolytického $tépeni
A—B — A’ + B’ (Melo a kol.,2012).

Volné radikaly jsou latky (ionty, atomy, molekuly), které jsou schopné samostatné
existence a ve svém elektronovém obalu maji neparovy elektron, pfipadné vice
neparovych elektronti. Vznikaji z normalni Castice ztratou nebo piijetim elektronu.
Volné radikaly usiluji o doplnéni chybéjiciho elektronu, protoze stabilni konfigurace
vyzaduje parové seskupeni elektronii. Nasledkem je nizka stabilita a vysoka reaktivita
vétsiny volnych radikald. Volny radikal ziska chybé&jici elektron, setka-li se s jinym
radikalem, Castéji vSak vytrzenim elektronu z nepoSkozené molekuly. Z této molekuly
se pak stava radikal, ktery miize napadnout jinou slouceninu a opét ji pfeménit na
radikal. ZapoCne se tak fetézova reakce, ktera vede k poskozeni fady molekul (Racek,
2003).

Volné radikdly maji oxidacni UCinek, protoze ubytek elektroni je
Z elektrochemického hlediska oxidace (Racek, 2003). Selen ma vyznamnou funkci pii
ochran¢ proti poskozeni tkéni volnymi radikaly, a proto je nedilnou soucasti
antioxida¢ni kapacity organismu (Horky a kol., 2013). Tento prvek je tedy jednou ze
zakladnich latek, ktera ma dopad na ochranu bunék, protoZe spolu s dalsimi latkami

muze udrZzovat nizké koncentrace reaktivnich kyslikatych latek ve tkanich (Frohdeova

a kol., 2014).

2.3.1 Vznik a negativni ptisobeni

Volné radikaly se mohou do organismu dostavat zvenci, avSak velké mnoZstvi vznika
i v pribéhu metabolismu. Podle toho se rozdéluji ptiCiny vzniku volnych radikali na
exogenni a endogenni. K exogennim pfiindm patfi ionizujici paprsky (y zafeni),
ultrafialové zafeni, vysoky obsah necistot ve vzduchu (tepelné elektrarny, primysl

a doprava), kouieni, intoxikace (polychlorované bifenyly, chloroform — volné radikaly
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vznikaji az pti metabolismu téchto latek), potrava (volné radikaly vznikaji pti tepelné
uprave, drceni, vlivem svétla atd.).

Mezi endogenni priciny vzniku volnych radikalt patii predevSim vznik kyseliny
mocCoveé (napf. pii urazech, nekrézach a pooperacnich stavech), rozpad fagocytl
a makrofagli (zanéty, popaleniny, septicky stav), vznik methemoglobinu, zvySeny
metabolismus estrogent,, hyperglykémie a dalsi (Racek, 2003).

Voln¢ radikaly a oxidanty se podileji na fyziologickych odpovédich i na mnoha
chorobach (Forman a kol., 2015). K ptimym ucinklim ROS na buniky patii 1 poSkozeni
enzymu a strukturdlnich proteint, peroxidace lipidl, mitochondrialni dysfunkce a ROS
také naruSuji intracelularni redoxni procesy, snizuji hladinu antioxidantii (zejména
glutathionu — GSH) a oxiduji dalsi intracelularni thioly (Gabryel a kol., 2016).

Reaktivni kyslikové Castice reaguji s blizkymi molekulami napf. proteint, lipidd,
DNA a RNA aupravuji jejich strukturu a funkci, coz vede napf. K akutnim
I chronickym plicnim toxicitam (Zhang a kol., 2015). Oxida¢ni stres vyvolany cévni
endotelidlni dysfunkci je prvnim klicovym krokem v patogenezi ischemického
poskozeni. Nerovnovaha mezi tvorbou reaktivnich forem kysliku a schopnosti endotelu
je znicit, vede k agregaci desticek, ztrat¢ vazodilatace a zanétu (Gabryel a kol., 2016).

V soucasné dobé je dobie zndmo, Ze fada volnych kyslikovych radikalti a dalSich
reaktivnich forem kysliku pfispiva k patologii mnoha poruch zahrnujici aterogenezi,

neurodegeneraci, chronicky zanét, rakovinu a fyziologické starnuti (Deng a kol., 2011).

2.3.2 Priklady volnych radikala

Mezi volné radikaly patii latky, které okamzité reaguji s rtiznymi biologickymi
strukturami  — mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami a proteiny,
polynukleotidy (nukleovymi kyselinami) i s fadou nizkomolekularnich metaboliti,
koenzymtli a jinych soucasti zivé soustavy. Nejcastéji se setkavame s reaktivnimi
formami kysliku — ROS a dusiku — RNS (Stipek, 2000).

Termin ROS obecné vzato zahrnuje pocatecni sloZky generovanych redukovanych
kysliki (superoxidu a peroxidu vodiku), jakoZ i jejich sekundéarni reaktivni produkty
(Forman a kol., 2015). ROS vznikajici v pribéhu aerobniho dychani a oxidace substratu
jsou zapojené¢ do fady biologickych procesii, vcetné stimulace pifenosu signald,

zprostiedkovani bunééné apoptdzy a obrany proti invazi mikrobidlnich patogeni.
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Nadmérné hromadéni ROS zpisobuje Skodlivé ucinky builkdm oxidativnim
poskozenim proteint, lipidd a nukleovych kyselin. Dusledkem udrzovani ROS na
optimalni tGrovni je velmi dulezité pro preziti aerobnich organismt (Bathige a kol.,
2015).

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou také béznym terminem k popisu reaktivnich
forem odvozenych od oxidu dusnatého (Forman a kol., 2015). Mnoho forem volnych
kyslikovych radikala je pfitomno ve vSech organismech vcetné superoxidu, peroxidu

vodiku, singletového atomu kysliku a hydroxylovych radikala (Portune, 2008).

2.3.2.1 Superoxid

Superoxid je nejb&zngjsi piiklad reaktivni formy kysliku. Ma oxida¢ni i redukcni
vlastnosti, podléha dismutaci, pti které jedna jeho molekula poskytuje elektron druhé,
takZe se superoxid zaroven oxiduje i redukuje a produkty reakce jsou kyslik a peroxid
vodiku.

Pfestoze ve vodném prostiedi probihd reakce vysokou rychlosti, v biologickych
organismech je je$té urychlovana enzymem superoxiddismutizou (Stipek, 2000).
Superoxidové radikaly mohou zptuisobovat redukci O pronikanim elektront proudicich
pies mitochondrialni membrany a rovnéz mohou inaktivovat akonitazy (enzymy
spojené s cyklem kyseliny citronové) nasledované reverzibilnimi ztratami Zeleza.

I kdyZ je superoxid sam o sobé relativné nereaktivni viici DNA, je schopen vytvaret
vice aktivnich radikalli peroxydusitanu a oxidu dusnatého, coz mize vést k bunééné
degradaci (Portune, 2008). Superoxid je mimofadné toxicky (mnohem vice nez H,0,)

a intracelularni koncentrace v pikomolarnim rozsahu jsou smrtelné (Miwa a kol., 2008).

2.3.2.2 Hpydroxylovy radikal

Extrémné reaktivni hydroxylova skupina (OH’) muze byt vytvofena redukci H,O;
redukovanym Zelezem (H20; + Fe** — OH" + OH™ + Fe*") znamou jako Fentonova
reakce. Dalsi zpusob vzniku OH™ spo¢iva v interakci superperoxidovych radikali
s H,0; za vzniku hydroxylovych radikal, znamou jako Haber-Weissova reakce (O™ +
H,0, — OH’ + OH + O,). Hydroxylové radikily mohou zpusobit poskozeni DNA
prostou upravou purinovych a pyrimidinovych bazi, oligonukleotidovymi zlomy
(dvoutetézcové zlomy), pti€nou vazbou proteini DNA a chybéjicimi nukleotidovymi

bazemi (Portune, 2008). OH'reaguje v limitovanych rychlostech difuze téméf s ¢imkoli,
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co nalezne uvnitt buriky. Jeho toxicita je neselektivni a jeho diftizni vzdalenost je velmi
kratka.

Vzhledem ktomu, Ze OH rychle a bez rozdilu reaguje, existuje jenom malo
antioxidantt, které ho mohou vyloucit, a to jen pokud neni pfitomen v pfili§ vysokém
mnozstvi (Miwa a kol., 2008).

2.3.2.3 Kyselina chlorna
Dalsim piikladem je kyselina chlornd (HCIO), ktera je silnym oxidantem (Stipek,
2000). Kyselina chlorna je hlavni oxida¢ni ¢inidlo generované neutrofily. Hemovy
enzym myeloperoxidaza katalyzuje tvorbu kyseliny chlorné z peroxidu vodiku
a chloridu. Myeloperoxidaza se podili na poSkozeni tkané, ke kterému dochazi
U mnohych onemocnéni, jenZ maji za nasledek zanét bun¢k (Pryor, 2001).

V nasledujici rovnici je uvedena tvorba kyseliny chlorné, disociované na
chlornanovy aniont (OCI’), katalyzovana myeloperoxidazou: H,O;, + CI' — OCI" + H,0
(Kay a Munsch, 2004).

2.3.2.4 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H205) neni radikalem, nicméné do skupiny ROS nesporné patii, nebot’
se Gcastni vzniku radikali. Reakce samotného peroxidu vodiku s biomolekulami jsou
pomérné¢ pomalé, avSak v ptritomnosti piechodnych kovli (dvojmocné Zzelezo Fe?*
a jednomocna med’ Cu") se peroxid vodiku okamzité redukuje (Stipek, 2000).

Peroxid vodiku mize byt vytvofen spontdnné nebo enzymaticky a to
prostiednictvim vznikajicich peroxidovych radikala pomoci enzymu
superoxiddismutaza. H,O, mize inaktivovat glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu
Vv glykolytické cesté a kromé toho je to pouze slabé oxida¢ni a redukéni €inidlo, které je
obecné malo reaktivni. I pfesto se zminénou reakci H,O, se superoxidovymi radikaly
(Haber-Weissova reakce) nebo redukci Fe?* (Fentonova reakce) mohou tvofit velmi

reaktivni hydroxylové radikaly (Portune, 2008).
2.3.2.5 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je volny radikal, ktery patii do reaktivnich forem dusiku. Pfestoze je

oxid dusnaty velmi jednoducha molekula, syntetizuje se v organismu pomérné sloZitym
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enzymovym mechanismem. Oxid dusnaty a jeho metabolity jsou za urcitych podminek
silng jedovatymi latkami (Stipek, 2000).

Oxid dusnaty je tzv. difiznim volnym radikdlem a také dulezitou fyziologickou
signdlni molekulou. Vzhledem ke své malé velikosti a rozpustnosti v tucich je schopen
z makrofagti difundovat na plose pies cca 175 pum. Cytoplazmaticka indukovatelna
syntaza oxidu dusnatého (iNOS nebo NOS2) pouziva v makrofazich L-arginin jako
substrat pro vyrobu NO a jeho riznych oxidac¢nich produktt véetné dusitanu (NOy),
oxidu dusic¢itého (NO3) a dusi¢nani (NO3).

NO mize reagovat s cysteinovymi zbytky za vzniku nitrosothiold nebo se
superoxidem vytvaret peroxynitrit (ONOO"). Tyto slou¢eniny jsou znamé jako reaktivni
formy dusiku a odkazuji na oxida¢nich stavy a adukty dusikatych produkti iNOS
(Parish a Brown, 2009).

2.3.2.6 Oxid dusicity

Oxid dusi¢ity (NO;) je za volny radikal povazovan pii napadeni nenasycenych
membranovych lipidl, za ucelem vytvofeni volnych radikala s uhlikovym stiedem,
které zapocinaji fetézovou reakci peroxidace lipida (Sen a kol., 2000).

Oxid dusiéity je povazovan nejen za volny radikal, ale i za pomérn¢ silné oxidaéni
C¢inidlo. Vytvafi se, kdyz oxid dusnaty reaguje s kyslikem (NO™ + O, — NO;"). Oxid
dusicity, kromé spoluptisobeni s uhli¢itanovymi radikaly (COs3") za vzniku nitra¢nich
slouCenin, reaguje s nenasycenymi mastnymi Kyselinami. Reakce probiha tak, Ze
odstrafiuje atom vodiku avyvolava isomeraci dvojnych vazeb Vv poloze cis
V nenasycenych mastnych kyselindch prostfednictvim reverzibilni adi¢ni reakce. Tyto
vlivy poskozuji lipidy a v ptipadé, ze jsou lipidy soucasti buné¢né membrany, dochazi

i k poSkozeni membrany (Gropper a Smith, 2012).

2.4 Antioxidanty

Vétsina z antioxidantG plsobi reakci s volnymi radikdly (Otles, 2012). Aerobni
organismy maji antioxidacni obranné systémy, které se vypotfadavaji s reaktivnimi
formami kysliku, jenz jsou produkovany v dusledku aerobni respirace a také oxidaci
substratu (Matés a kol., 1999). Pokud dieta obsahuje malo selenu a celkové mnozstvi

antioxidantt, mize tento stav V mnoha pfipadech vyvolavat civilizaéni choroby (Horky,
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2015). Proto jsou antioxidanty povazovany za vyznamna nutraceutika z divodu jejich
mnoha zdravotnich vyhod (Deng a kol., 2011).

Odstranovani superoxidu, peroxidu vodiku a ostatnich hydroperoxidl, které jsou
relativné pomalu reagujici s malymi organickymi molekulami, se provadi ucinné
enzymy katalyzujici reakce, jenz maji rychlostni konstanty 100 000x rychlejsi nez jejich
neenzymatické analogy (Forman a kol., 2015).

Antioxida¢ni obranny systém se vyviji na konci téhotenstvi, a tudiz jsou piedcasné

narozeni novorozenci vVelmi nachylni k oxida¢nimu stresu (Zhang a kol., 2015).

2.4.1 Rozdéleni antioxidanti
Antioxidanty tvofi nesourodou skupinu latek, a tedy najit vystizné hledisko pro jejich

déleni, neni snadné. Antioxidanty mohou byt rozdéleny podle nasledujicich kritérii:

2.4.1.1 Podle moznosti ovlivnéni tvorby volnych radikalit

Primarni antioxidanty zabranuji vzniku volnych radikald, coz jsou napt. oxidazy.
Sekundarni antioxidanty redukuji jiz vzniklé volné radikaly, kam patii napf.
superoxiddismutaza. A antioxidanty terciarni obnovuji nebo se postupné zbavuji
molekul poskozenych plsobenim volnych radikalt, napf. enzymy, které zabezpecuji

obnovu poskozené DNA.

2.4.1.2 Podle typu volného radikalu (resp. ROS), na ktery pitsobi

Superoxiddismutaza, ktera ptasobi na suproxid. Albumin, cholesterol, dopamin aj., které
ovliviiuji hydroxylovy radikal. Histidin, vitamin C a E aj., jenZ plsobi na singletovy
kyslik. Glutathionperoxidaza a katalaza, které maji vliv na peroxid vodiku. N-methyl-L-
arginin s vlivem na oxid dusnaty a antioxidanty sulfasalazin, histidin, methionin aj.

ovliviiyjici kyselinu chlornou.

2.4.1.3 Podle zpiisobu vstoupeni do organismu

Endogenni zplsob znamend, ze se antioxidanty tvofi v organismu a exogennim
zpiisobem pfichazeji antioxidanty zevné. Exogenni antioxidanty mohou byt dale
rozdéleny na pfirozené, napf. riizné vitaminy a umélé, které zahrnuji napf. bézné léky
apatii sem 1 modifikace pfirozenych antioxidanti za ucelem zlepSeni jejich

dosazitelnosti nebo zesileni u¢innosti (Racek, 2003).
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2.4.1.4 Podle molekulové hmotnosti
Vysokomolekularni antioxidanty jsou charakterizované piredevSim antioxidacnimi
enzymy, napt. kataldza, glutathionperoxidaza a superoxiddismutaza. Nizkomolekularni

zahrnuji napf. glutathion, vitaminy C a E (Mellen a kol., 2011).

2.4.1.5 Podle rozpustnosti ve vodé, nebo v tucich

Hydrofilni antioxidanty jsou rozpustné ve vodé a pomérné rychle se dostanou do
organismu, ale neprostupuji ptili§ dobie skrze bunécnou membranu do bunck ani do
centralni nervové soustavy. Lipofilni (hydrofébni) jsou rozpustné v tucich, dostavaji se
k mistu €¢inku méné rychle, u¢inkuji vSak v lipoproteidech a membranach. Amfofilni

antioxidanty spojuji vlastnosti dvou piedchozich skupin.

2.4.1.6 Podle lokalizace v burice nebo mimo buriku
Extracelularni antioxidanty se vyskytuji mimo buiku a intracelularni se nachazeji uvnitt
buiiky. Vyznamem intracelularnich antioxidantii je rozhodujici ochrana pfed volnymi

radikaly.

2.4.1.7 Podle mechanismu ucinku

Do této skupiny antioxidantl patii katalyzatory, coz jsou enzymy a nékteré slouceniny
kovi, které napodobuji enzymy a v reakci se nespotiebovavaji. Dalsim piikladem jsou
chelata¢ni latky, které vazi prechodné kovy jako zelezo, méd’, nikl aj., a tim brani jejich
uplatnéni v chemické Fentonové reakci. Podobnym zptisobem ptlisobi i nékteré proteiny,

napf. transferin, laktoferin aj. Dal$i funguji jako inhibitory enzymu (Racek, 2003).

2.4.2 Priklady antioxidacnich latek

Mezi antioxidaéni latky patfi napt. vitamin E, coz je obecny termin pro skupinu
tokoferold, které jsou lipofilnimi molekulami. a-tokoferol méa nejvéts§i vyznam mezi
ptirozené se vyskytujicimi tokoferoly. Dalsi antioxida¢ni latkou je vitamin C, jenz je na
rozdil od vitaminu E rozpustny ve vod¢ (Dayan, 2008). Vitamin C je silnym
antioxidantem, ktery je schopen reagovat s velkym mnoZstvim biologickych oxidantl
(Asard a kol., 2004). Vyznam vitaminu C v prevenci poskozeni volnymi radikaly,
starnuti a oxidace byva nékdy podhodnocen. Dostate¢ny piivod vitaminu C umoziiuje

regeneraci vitaminu E a dalSich antioxidantii v organismu (Hickey a Saul, 2008).
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Dalsim antioxidantem je glutathion (GSH, L-y-glutamyl-L-cysteinyl-L-glycin), coz je
jeden z nejdtlezitéjSich bunéénych antioxidantii a je-li vyCerpan, muze mit skodlivy
vliv na bunky/tkan¢. Mitochondrialni zasoba glutathionu je velmi dulezita pii ochrané
bunék pred oxida¢nim stresem, napf. proti vétSiné bunécnych reaktivnich kyslikovych

radikalt, které jsou v mitochondriich generovany (Dukhande, 2009).

2.4.2.1 Glutathion

Glutathion je nejvice prevladajici tripeptidovy thiol nalezeny v lidském bunécném
systému. Ze vSech thiolt, které jsou obsazeny ve slozce krve, tvofi z celkového slozeni
obsah glutathionu 90 % a vzhledem k této mimotfadné vysoké koncentraci této latky je
tteba brat vuvahu vSechny dalsi potencialni thiolové molekuly (McMahon
a Gunnlaugsson, 2012).

Glutathion existuje v redoxni rovnovaze mezi sulthydrylovou (redukovand forma,
GSH) a disulfidovou (oxidovana forma, GSSG) formou (Xu a kol., 2016). Glutathion
ptitomny v jeho redukované forme¢, mize byt rychle oxidovan na svou dimerni formu
GSSG béhem odezvy na oxidacni stres v bunikach. Z tohoto diivodu se zmény ve
vnitrobunééné koncentraci GSH nebo v poméru GSH/GSSG staly klicovym ukazatelem
pii sledovani celkového zdravi bun¢k a jejich schopnosti odoldvat oxidacnimu
poskozeni (McMahon a Gunnlaugsson, 2012). Tento thiol funguje i jako meziprodukt
V boji proti oxida¢nimu stresu, udrzuje redoxni homeostazu, ktera je rozhodujici pro
rist a bunécné funkce a jeho hladina je pfimo spojena s nékterymi chorobami
a rakovinou (Xu a kol., 2016).

Glutathion vyskytujici se Vv jeho redukované formé a enzym glutathion reduktaza,
ktery ho vraci z oxidované formy GSSG, jsou konstitutivné aktivni a indukovatelné na
oxidaéni stres (Sochor a kol., 2012). Vyc€erpani GSH ve tkanich vede k poSkozeni
bunécné obrany proti ROS a mlize mit za nasledek peroxida¢ni poskozeni.

GSH ptisobi jako vyznamny neenzymaticky antioxidant vodné faze a ucinkuje 1 jako
esencialni kofaktor pro antioxida¢ni enzymy, které se ucastni bunéénych redoxnich
reakci. Glutathionreduktaza a glutathionperoxiddza jsou dva nejdileZitéj$i enzymy
vV GSH-GSSG cyklu a aktivovany mohou byt zvySenim vodiku nebo produkci
lipidového peroxidu (Valappil a kol., 2014). Fosfatem aktivovand mitochondrialni
glutaminéaza je klicovy enzym pfi konverzi glutaminu na glutamat, a tim regulatorem

glutathionu (GSH), syntézy a vyroby energie (Suzuki a kol., 2010).
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2.4.2.2 Vitamin C

Vitamin C presnéji kyselina askorbova (2,3-didehydro-L-gulono-4-lakton) je derivatem
monosacharidi a ma antioxida¢ni G¢inky (Kastnerova, 2011). Vétsina zvifat je schopna
vitamin C syntetizovat v jatrech a ledvinach. Vétsi citlivost k nedostatku tohoto
vitaminu ma ¢loveék a néktefi primati pravé kvuli neschopnosti jeho tvorby (Pavlik
a Slama, 2011).

Vitamin C ma také antioxida¢ni uCinky a ve vysokych koncentracich je schopen
redukovat volné radikdly. Kyselina askorbova velmi dobie vaze kyslik (odevzdava
vodik a stavd se zni kyselina dehydroaskorbovd), a proto je velice ucinnym
antioxidantem. Podili se 1 na antioxida¢ni ochrané¢ bunck, protoze dokaze redukovat
tokoferylovy radikal (Kastnerova, 2011).

Potteba kyseliny askorbové je druhové rozdilna a zavisi také na ve&ku, pohlavi,
rocnim obdobi, stadiu gravidity aj. Tato potfeba se zvySuje pii stresovych situacich.
Vitamin C ma velky vliv na vyvoj a rast kostni tkan& a tvorbu kolagenu. Utastni se
detoxikacnich procest a vylucovani toxickych latek do zlu¢i a moci a je dulezity
i vprocesu zludovych kyselin. Rovn&z stimuluje redukci Fe** na Fe®* ajejich
vstiebavani pfes enterocyty stfeva, pienos a zabudovani Zeleza do molekuly feritinu.
Kyselina askorbova ovliviiuje iabsorpci mikroprvkti ve dvanactniku, podporuje
rychlost granulocytt, a tim i fagocytdzy, ¢imz se podili na imunité organismu.

Nedostatek tohoto vitaminu vyvolava onemocnéni zvané skorbut, které je typické
opozdénym ristem, vyskytem poruch ve vyvoji zubll a kostni tkané. Typickym
piiznakem jsou otoky dasni a uvoliovani zubu v zubnim lizku. Pfi prohlubujici se
hypovitamin6ze muze dochazet ke krvaceni vlasecnic v dutiné ustni, nosni, ve sttevech,

mocovém méchyii a ledvindch (Pavlik a Slama, 2011).

2.4.2.3 Vitamin E
Vitamin E byl objeven a charakterizovan jako v tuku rozpustny vyzivovy faktor pfi
studiich reprodukce na potkanech (Eitenmiller a Lee, 2004). Tento vitamin je
povazZovan za ptirozeny antioxidant. Tokoferoly jsou celkem Ctyfi a znaci se feckou
abecedou, jsou to také derivaty chromanu. Nejvétsi Géinek z nich ma alfa-tokoferol,
ktery je v pfirodé také nejvice rozsiren.

Antioxida¢ni ucinek vzrusta od formy alfa- k delta-, coz je opacné pofadi nez

U G¢innosti  vitamind. Vitamin E ma vysokou afinitu  k superoxidovému
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a hydroxylovému radikalu a lipidickym peroxidim. Jeho schopnosti je ochranovat
predevsim membranovou slozku fosfolipidi (Kastnerova, 2011).

Tokoferol a dalsi antioxida¢ni slozky stravy (vitamin C, karotenoidy, flavonoidy
a nekolik dalsich) maji vliv na oxida¢ni stres v jeho riznych formach a také na tadu
chronickych onemocnéni, napf. chorobné stavy vcetné ischemické choroby srdce
a rakoviny (Eitenmiller a Lee, 2004).

Vitamin E se ucastni oxidoredukénich pochodt a jeho funkce souvisi i s ochranou
redukci volnych radikalt, které se podileji na peroxidaci polynenasycenych mastnych
kyselin bunécnych membran. Funkéné je spjaty s enzymem glutathionperoxidazou,
V jejiz chemické struktufe je obsaZen prave selen.

Hypovitamindza vitaminu E pii soucasném deficitu selenu v organismu zpusobuje
zvySenou tvorbu toxickych peroxida, coz vede Krozpadu bunéénych membran.
Nésledkem toho nastava degenerace kosterni a srdec¢ni svaloviny, jaterniho parenchymu
a nervové tkané mozku a cév. U mladych zvifat ve vykrmu dochazi k zavaznému
onemocnéni, které se nazyva nutricni svalova dystrofie. V kosterni a srde¢ni svaloviné
jsou degenerovana svalova vlakna nahrazovana vazivovou tkani, ¢imz vznikaji ve
svalech rtzn¢ velka loziska svétlého zbarveni. V reprodukénim aparatu dochazi
k degeneraci epitelu semenotvornych kanalki a poruseni placentarniho spojeni.

Nedostatek vitaminu E také zpusobuje exudativni diatézu projevujici se vlivem
zvysené propustnusti cév a ¢ervenozelenymi otoky podkozniho vaziva (Pavlik a Slama,

2011). Vitamin E caste¢n¢ nahrazuje selen a pomaha télu jim Setiit (Kastnerova, 2011).

2.4.3 Enzymy s antioxida¢nim ac¢inkem
Za Gcelem ochrany proti poskozeni, jenZ je vyvolané oxida¢nim stresem vyskytujicim
se Snadmérnymi hodnotami ROS, vyvinuly aerobni organismy enzymatické
[superoxiddismutaza (SOD), kataliza (CAT) a glutathionperoxidaza (GPx)]
a neenzymatické [kyselina askorbova, B-karoten, glutathion (GSH), o-tokoferol, atd.]
antioxidacni obranné systémy (Bathige a kol., 2015). Antioxida¢ni enzymy maji funkci
zabranit peroxida¢nim Skodam (Charles, 2012).

Biologické funkce selenu v organismech jsou zprosttedkovany riznymi
selenoproteiny. Nékteré selenoproteiny maji enzymatické funkce (glutathionperoxidaza,

atd.) a jsou velmi dulezité pro hlavni biologické funkce: antioxida¢ni aktivita, funkce
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Stitné Zlazy, imunita, prevence rakoviny, zdravotni stav mlé¢né zlazy, rozmnozovani

a dalsi (Pavlata a kol, 2011).

2.4.3.1 Glutathionperoxidiza

Glutathionperoxidaza (GPx) je zakladnim ¢lenem antioxidacnich systémt Zzivych
organismil a mize se ucastnit imunitni obrany proti invazi bakterii (Bathige a kol.,
2015). GPx zahrnuje dtlezitou skupinu redoxné aktivnich proteinti s riznymi funkcemi
véetné antioxidacni ochrany a signalizace.

GPx byla piivodné identifikovana v sav¢ich bunikach 0 nizké molekulové hmotnosti
nehemové peroxidazy. Peroxidaza katalyzuje glutathion-dependentni detoxikaci
cytotoxickych ROS a RNS s vysokou ucinnosti. Nasledné bylo rozhodnuto, ze tyto
enzymy obsahuji vysoce reaktivni selenocystein (SeCys) v jejich aktivnich mistech,
zatimco homologni GPx typu proteinil vétSinou v niZSich organismech, maji pravidelné
méné aktivni cystein (Cys) v jejich aktivnich mistech. Vzhledem k vysoké reaktivité
selenoproteinii je argumentovano, ze jejich bunéfnd funkce spocivda v bunécné
antioxida¢ni obrané. (Haselton a kol., 2015).

Glutathionperoxidaza zavisla na selenu (SeGPx) je ve velké mife studovany enzym,
ktery detoxikuje organické peroxidy vodiku a poskytuje bunkdm nebo extracelularnim
tekutinam antioxida¢ni c¢inek (Dias a kol., 2016). Selen je soucasti enzymu
glutathionperoxidazy, ktera je také u zvifat jednim z nejdilezitéjSich antioxidant
a rovnéz je indikatorem oxidacniho stresu (Horky a kol. 2012). U GPx bylo prokazano,
ze hraje vyznamnou roli v antioxidaénim enzymovém obranném systému muzského
reprodukéniho traktu i u riznych druhu zvitat (Koziorowska-Gilun a kol., 2015).

Nerovnovdha mezi reaktivnimi kyslikatymi casticemi a celkovou antioxidacni
kapacitou mize zplsobit az muZzskou neplodnost. Selen jako soucést
glutathionperoxidazy chrani spermatozoa, spermatogonie a spermie proti volnym
kyslikovym radikdlim, kromé toho hraje klicovou ulohu v pribéhu procesu
spermatogeneze. Ztoho duvodu je selen nepostradatelny pro spermie, protoze jim
poskytuje zivotaschopnost, pohyblivost, ale viibec celkovou plodnost samci (Horky
a kol. 2012).

Glutathionperoxidaza spolupracuje v buiice s glutathionem, ktery se v buikach
nachazi v relativné velké koncentraci. Substratem pro glutathionperoxidazu je peroxid

vodiku anebo organicky hydroperoxid. Piedpoklada se Ze glutathion redukuje selen
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v glutathionperoxidaze a tato redukovana forma enzymu potom katalyzuje rozklad
peroxidu vodiku (Prousek, 2005). Peroxid vodiku je timto enzymem pieménovan na
vodu a molekularni kyslik (Horky, 2015).

Antioxida¢ni aktivita glutathionperoxidazy dale zahrnuje redukci lipidovych
hydrogenperoxidii a udrzovani normalni propustnosti membrany (Valappil a kol.,

2014).

2.4.3.2 Superoxiddismutdaza

Superoxiddismutaza (SOD) je dulezity antioxida¢ni enzym, ktery ma schopnost
ochranovat pied toxicitou superoxidu. Superoxiddismutazy jsou vSudypiitomné slozky
bunéénych antioxida¢nich systémi (Culotta a kol., 2006).

Tato latka je metaloenzym, ktery obsahuje v aktivnim centru jeden anebo dva riizné
atomy prechodného kovu v urcitém oxidaénim stupni. Superoxiddismutidza tvofii
nékolik isoforem, které se liSi obsahem atomu kovu v aktivhim centru,
aminokyselinovym slozenim, po¢tem podjednotek a jinymi vlastnostmi (Prousek,
2005).

SOD je nalezena ve vSech zivych bunkéch a urychluje urcité chemické reakce v téle.
Superoxidovy radikal mize zpisobit mutace v DNA nebo napadeni enzymu, které
syntetizuji aminokyseliny a jiné¢ dulezit¢ molekuly. Z toho divodu jsou dulezité
antioxida¢ni obranné mechanismy vSech bun¢k vystavenych kysliku (Valappil a kol.,
2014).

Funkci téchto enzymii je katalyticky pfeménit superoxidové radikaly na kyslik
a peroxidu vodiku (Abreu a Cabelli, 2010). Tyto enzymy tedy hraji kliCovou roli
v metabolizaci O,", pfedchazeji oxida¢nim fetézovym reakcim, jenz zpusobuji velké
Skody a zabranuji tvorbé kaskady Skodlivych ROS, véetné¢ H;0,, chlornanovy aniont
(OCI’), peroxynitritu (ONO;) a hydroxylového radikalu (OH’). SOD tedy pomaha
odbouravani potencidlné Skodlivych kyslikovych molekul v buiikidch, coz by mohlo
zabranit poskozeni tkani (Valappil a kol., 2014). Aerobni metabolismus poskytuje
k dispozici asi 18x vice energie z glukozy, nez je tomu u glykolyzy, coZ je mozné
u velkych a slozitych organismi. A proto schopnost vyuzit O, ptedstavuje rozhodujici
evolu¢ni vyhodu.

PrestoZe jsme 1 nyni vybaveni n€kolika superoxiddismutdzami a mnoha podplirnymi

antioxida¢nimi systémy, zptisobuji ROS nevyhnutelné Skody, které nakonec limituji

35



nase zivoty (Miller, 2012). Tyto enzymy chrani redoxni citlivé mechanismy bunék proti
poskozeni katalyzou, dismutaci superoxidového aniontu na kyslik a peroxid vodiku
(Culotta a kol., 2006). SOD struktury mohou rovnéz kontrolovat jejich enzymatickou
aktivitu prostfednictvim inhibice produktt. Manipulace Grovnémi inhibice produkti

vykazuje potencial pro vytvoieni 1é¢ebné formy SOD (Perry a kol., 2010).

2.4.4 Antioxida¢ni metody

Velky pocet testll antioxidacni aktivity na zakladé absorpcniho spektra byl vyvinut
a pouzit vzhledem k Sirokému pouziti spektrofotometru. DPPH, ABTS a dalsi jsou
nejrozSitenéj$imi  Cinidly pro  antioxidacni metody zalozené na zakladé
spektrofotometrie. Tato Cinidla reaguji s antioxidanty pifimo a méni jejich absorbance
(Papadopoulos, 2008).

Antioxidacni aktivita miZe byt méfena nckolika riznymi zplsoby. Nejcastéji
pouzivané metody jsou ty, ve kterych zbytek chromogenni slouceniny slouzi k simulaci
ROS a RNS. Nutnd je pritomnost antioxidant, které vyvolavaji zanik téchto
chromogennich radikalt. Aby byla tato metoda ucinna, je potiecba ziskat téméf
rovnovazné syntetick¢ radikaly, jenz mohou byt snadno detekovany pomoci
fotometrickych fluorimetrickych technik.

Pfesto jsou pouzivany rizné strategie pro kvantifikaci antioxidacni aktivity, napf.
zména barvy nebo inhibi¢ni testy. Pokud jsou chromogenni radikaly pouzivané ke
stanoveni antioxida¢ni aktivity, nejjednodussi je nasledujici postup metody:

1. Chromogenni radikal se ve vhodném médiu rozpusti.

2. Ptida se antioxidant.

3. Fotometricky se zmé&fi ztrata chromogenniho radikalu sledovanim poklesu

absorbance ve stanoveném ¢ase.

4. Korelace poklesu zaznamenana u kiivky odezvy na davku se standardnim
antioxidantem (napt. trolox, kyselina askorbova), coz vyjadiuje antioxidacni
aktivitu jako ekvivalenty standardniho antioxidantu. Zavedenym parametrem
Vv této souvislosti je antioxida¢ni kapacita ekvivalentni troloxu — TEAC (Cazes,
2005).
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2.4.4.1 Metoda FRAP

FRAP metoda (antioxida¢ni sila zalozena na redukci zelezitych iontit) monitoruje reakci
Fe?" s 2,4,6-Tripyridyl-s-triazinem (TPTZ), pii které se vytvoii fialovomodré zbarveni
S maximem absorbance pii 593 nm (Bolanos de la Torre a kol., 2015). Tato metoda,
ktera pouziva TPTZ jako reak¢ni Cinidlo, je zalozena na schopnosti redukce.

Metoda FRAP pomoci antioxidantt ptispiva k redukci zelezitych iontt (Fe(lll))-
TPTZ komplexu na Zzeleznaté ionty (Fe(ll1))-TPTZ komplexu. (Fe(ll))-TPTZ ma
intenzivni modrou barvu a mize byt sledovan pfi 593 nm, a proto mize byt antioxidac¢ni
aktivita antioxidantu stanovena métenim absorpce pravé pii 593 nm (Papadopoulos,
2008). Vsechny FRAP testy tedy detekuji slouceniny se standardnim redukénim
potencidlem a dochazi k redukci Fe® na Fe?*.

Nekteré FRAP testy pouzivaji jako chromogenni ligand fenantrolin, kyanozelezitan
a dalsi latky. Charakteristiké znaky testu TPTZ-FRAP byly srovnavany s dal§imi
celkovymi antioxidaénimi kapacitami (TAC) metod. FRAP testy jsou kompatibilni
s automatickymi analyzatory a manualnimi formaty testu (Bolanos de la Torre a kol.,
2015).

FRAP metoda byla upravena i do formatu pro mikrodesti¢ky, nicméné¢ FRAP
metody na bazi mikrotitra¢nich desti¢ek (MFRAP) jsou ovlivnény objemem vzorku
a jeho slozenim (Bolanos de la Torre a kol.,2015). Na Obr. 1 je znazornéna redukcni
reakce FRAP metody.
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Obr. 1 Redukcni reakce pro FRAP metodu (Giilgin, 2012).

2.4.42 Metoda ABTS
Jednim z nejCastéji pouzivanych testll k provéteni antiradikalovych peptidli je metoda
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina). V tomto testu se

modry/zeleny radikal ABTS™ generovany oxidaci ABTS z persiranu draselného
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redukuje v pfitomnosti antioxidanti a mira odbarvovani je stanovena v pevném
Casovém okamziku. Pfi pouziti této metody pro posouzeni aktivity radikalového
zachycovani peptidi se bézn¢ pouziva inkubacni doba 6-10 minut pro stanoveni
koncového bodu.

Siroce pouzivané standardni antioxidanty jako je kyselina askorbova a trolox jsou
schopné priblizit koncové body behem nékolika sekund, zatimco mnoho jinych
sloucenin nedosahuje stabilnich koncovych bodt, a to i po 60 minutach, napf.
chlorogenova a kavova kyselina a kvercetin (Zheng a kol., 2016).

Stanoveni antioxidacni aktivity, kterda vyuziva ABTS se nazyvd metoda TEAC.
Vtestu TEAC se ABTS pievede na barevny radikalovy kationt (ABTS™) bud
chemickou, nebo elektrochemickou oxidaci a poté se smisi se vzorkem. Absorbance
ABTS"™ se snizuje spolu s vyplavovanim ABTS™ pomoci antioxidanti obsazenych ve
vzorku. Antioxida¢ni aktivita se vypocitda z poklesu absorbance pii 734 nm
z kalibratoru a vyjadfuje se jako ekvivalenty kalibratoru. ABTS™ byl vytvoien pomoci
online elektrochemické oxidace ABTS vV prutocném elektrolyzéru. Na Obr. 2 je

’ v ’ ’ o o+
znazornén strukturni vzorec barevného radikalu ABTS .
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Obr. 2 Strukturni vzorec barevného radikalu ABTS™ (Papadopoulos, 2008).

2.4.43 Metoda DPPH
DPPH je zkratka oznacujici 2,2-difenylpikrylhydrazyl (volny radikal), ktery je stabilni
ama tmavé fialovou barvou. DPPH antioxida¢ni metoda spocCiva v reakci s dalSimi
radikaly, elektrony nebo atomy vodiku, coz vede ke ztraté barvy pii 517 nm a ztraté
signdlu volnych radikala v elektronové paramagnetické rezonanci.

Na rozdil od ABTS™ rozpustného ve vodé je DPPH hydrofobni, takze jeho reakce
musi byt spusténa v organickych rozpoustédlech. DPPH reakce jsou vétsinou
ptisuzované reakcim v silnych rozpoustédlech vazanych vodikovym mistkem, jako je

napf. methanol, ktery zabranuje uvoliovani vodikovych atomi. Slouceniny, které
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reaguji rychle (dominantni pfenos elektronil), jsou kyselina askorbovéd a jednoduché
fenoly, jenz nemaji Zzadné kruhové adi¢ni slouceniny.

Reakce probihd pozvolna s ptidavkem kyselych skupin nebo jinych postrannich
fetézcli k aromatickym kruhtim, kde jsou nékteré silou pisobici ucinky kruhovych
adi¢nich sloucenin v ramci fenolovych skupin. Vlivy prostorové inhibice na DPPH jsou
projeveny pomérn¢ vyrazné na pocatenich pozicich, jako funkce antioxidaéni
koncentrace. DPPH reakce jsou velmi citlivé na reakéni prostiedi, tj. vodu
a rozpoustédlo (jests vice nez ABTS™), pH, kyslik a svételnou expozici.

Pfitomnost obou elektronovych a vodikovych atomovych mechanismi pfenosu je
patrné zejména v proménlivosti reakci DPPH s rozpoustédlem. Methanol, jako
rozpoustédlo, se pouziva nejcastéji pro stanoveni DPPH, protoze atomy vodiku vaze
siln€. Voda narusuje navazani a usnadfiuje pienos atomu vodiku, a tedy pokud se piida
k reak¢ni smési, vSechny testované slouceniny se schopnosti pienosu vodikového atomu
zvysi rychlost reakce. Podobné ptenos elektronil je zavisly na pH, zvySeni stupné¢ pH
a stupné ionizace (Schaich a kol., 2015).

Ve srovnani s jinymi metodami ma DPPH test mnoho vyhod, jako je napt. dobra
stabilita, vérohodna citlivost, jednoduchost a proveditelnost (Deng a kol., 2011). Na

Obr. 3 je znazornén strukturni vzorec barevného radikalu DPPH.
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Obr. 3 Strukturni vzorec barevného radikalu DPPH (Papadopoulos, 2008).

2.4.4.4 Metody pro stanoveni GSH a GSSG

Mnoho vysokoucinnych kapalinovych chromatografii (HPLC metod) pro stanoveni
GSH a piibuznych slouéenin pouziva ultrafialové viditelné zafeni (UV-Vis), detektor
diodového pole (DAD), elektrochemicky detektor (ECD), hmotnostni spektrometrii
(MS) a fluorescen¢ni detektorové (FLD) systémy. HPLC techniky jsou stale Castéji
pouZzivany pro analyzu obsahu GSH a jinych thiold neZ jiné metody. HPLC metody jsou

rychlé, maji vysokou specificitu a jsou dobie reprodukovatelné (Nollet a Toldra, 2012).
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Ptestoze je pro méteni GSH a GSSG k dispozici nékolik metod, vS§echny mohou mit své
nevyhody, véetné potieby vytvaret derivaty, neschopnosti méfit vyhodné jak GSH, tak
I GSSG a nedostatecnou citlivost umoziujici detekci velmi malych vzorkd (Armstrong,
2002).

HPLC-UV metoda piedstavuje jednoduché a ovéfené postupy detekce pro stanoveni
GSH a GSSG napt. v malych vzorcich plazmy. Tato metoda je rychla, citliva
a selektivni pro kvantifikaci pikomolovych mnozstvi GSH a GSSG v plazmé¢, ktera
nevyzaduje piedchozi derivatizaci (Armstrong, 2002). HPLC-UV metoda na bazi
DTNB (Ellmanovo Cc¢inidlo) pro analyzu GSH byla poprvé vyvinuta J. Reevem
a J. Kuhlenkampem. Tato metoda byla dale upravena, aby umoznila analyzovat
oxidované formy GSH a piibuznych thioli, zablokovat volné thioly a derivatizovat
aminoskupiny. Detekce s kolorimetrickymi ¢inidly a UV absorbance nejsou citlivé, ale
jsou jednodussi v porovnani s FLD nebo ECD. Tato metoda je Siroce pouzivana pro
stanoveni GSH i GSSG (Nollet a Toldra, 2012).

HPLC-FLD je nejcastéji pouzivanou metodou pro detekci GSH, GSSG a jinych
thiolt, jako je captopril (CAP), Cystein (Cys), homocystein (HCys) a y-glutamyl cystein
(GGC) diky své vysoké citlivosti a pifesnosti. Derivatiza¢ni Cinidla pouzita v této
metodé prednostné reaguji s aminovymi skupinami. Na druhé strang, je-li pouzito
derivatiza¢ni ¢inidlo NPM (N-1-(pyrenyl)maleimid) k méfeni koncentraci GSH, reaguje
se sulfhydrylovou funk¢ni skupinou v GSH béhem analyzy. HPLC-FLD testy pro GSH
a GSSG jsou popsany na zakladé¢ reakce mezi NPM a sulfthydrylovymi skupinami
thiold.

Dalsi metodou stanoveni je spektrofotometrickd metoda. Jako nejznaméjsi
spektrofotometrickd metoda pro stanoveni GSH byla vyvinuta na zakladé enzymatické
recyklacni reakce. Tato metoda, kterd urCuje celkovy GSH, je specifictéj§i nez
spektrofotometrickd metoda s Ellmanovym cinidlem. Tento zplisob zndmy bud’ jako
sptazena glutathionreduktaza (GR) enzymatického recykla¢niho testu nebo GSH-
recyklaéni test redukuje GSSG na GSH v pfitomnosti DTNB (Ellmanovo ¢inidlo), GR,
a NADPH. Reakce s DTNB pfinasi chromatofor 5-thionitrobenzoat. Zména barvy pfi
412 nm se pouziva k analyze GSH. Méteni GSSG je mozné, pokud je blokovana GSH
pomoci alkylaéniho ¢inidla N-ethylmaleimidu (NEM). Tato metoda je stale bé&zné
pouzivana pro piimé stanoveni GSH a GSSG. Jeji jednoduchost, uspokojiva citlivost

a naklady jsou dllezitymi vyhodami této metody.
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Metoda kapilarni elektroforézy je zndma jako vysoce U¢inna a také jako analyticka
metoda ultra malého objemu. Napt. primé méfeni GSH a GSSG v ¢ervenych krvinkach
miiZze byt dokonéeno béhem <90 sekund.

Nekteré z nevyhod metody jsou nedostatek automatizace a nemoznost méfeni GSH
vazaného na bilkoviny. GSH a GSSG Ize méfit piimo v biologickych vzorcich pomoci
metody kapilarni zonové elektroforézy (CZE). Celkové GSH a Cys byli derivatizovany
s 2-chloro-methylchinolinem (CMQT), nasledovala CZE-UV a méfeni. Tato metoda je
zalozena na redukci thiold  prostfednictvim  redukéniho  Cinidla  tris(2-

karboxyethyl)fosfinu (TCEP) (Nollet a Toldra, 2012).

2.5 Nanotechnologie ve vyzivé

Slovo ,,nano pochazi z feckého jazyka a znamena ,trpaslik®, coz se odkazuje na
rozmér méfitka v ramei rozsahu 10”° m. Nanotechnologie a nanovédy jsou mezivédni
vyzkumné oblasti, kde se pouzivaji pojmy jako fyzika, strojirenstvi, chemie a biologie
ve vzajemné spolupraci k manipulaci zalezitosti na atomarni a molekularni Grovni.
Poznatky z téchto oborti maji mnoho aplikaci v oblasti pokrokovych materiala,
biotechnologii a farmacii, dale v elektronice, védeckych néstrojich a ve vyrobnich
procesech (Pyc6, 2012). Budoucnost nanotechnologii bude pravdépodobné pokracovat
timto mezioborovym zpusobem (Reisner, 2012).

Velikost je nejdulezitéjsim parametrem, ktery je tfeba zvazit pro charakterizaci, coz
je rozhodujici pro urceni interakce nanocastic s zivymi systémy. Velikost nanoc¢astic
muze byt regulovana pomoci metod pouzitych k jejich syntéze. Neexistuje jednotny
postup pro syntézu nanocastic v laboratornim a primyslovém métitku. Tento proces se
znaéné 1i8i v riznych vyzkumnych institucich a v primyslovych laboratotich. Pro
stanoveni velikosti a jinych fyzikalné-chemickych vlastnosti nanocastic je k dispozici
cela fada metod a technologii: dynamicky rozptyl svétla, mikroskopie atomarnich sil,
rastrovaci elektronova mikroskopie, transmisni elektronova mikroskopie, UV-Vis
spektrofotometr a rentgenovy difraktometr atd. jsou nékteré uvedené techniky z bézné
pouzivanych pro charakterizaci nanocastic (Dasgupta a kol., 2015).

Jednou z vyzev pro nanotechnologie je pievést troven kontroly do vétSich stupnic
velikosti, napf. organicka chemie ma mimo slozeni i konformaci molekul (Frewer

potravinafstvi jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5 Hlavni predpokilddané prinosy a rizika nanotechnologickych aplikaci

V potravindach a souvisejicich produktech (Handford a kol., 2014).

Prinosy

Rizika

Niz8i pouzivani pesticidi

Potencidlné — lidské zdravi:

Lepsi sledovatelnost a bezpe€nost potravin

1. Oxidacni poskozeni a zanét

gastrointestinalniho traktu

Snizeni obsahu tuku, cukru, soli

a konzervacnich latek

2. Akutni toxické reakce: karcinomy,

nemoci jater a ledvin

Zvysena nutri¢ni hodnota potraviny/napoje

Obavy tykajici se zdravi a bezpec¢nosti

pracovnikt

Nove ptichuté a textury

Potencialni Skodlivé ucinky

k Zivotnimu prostiedi

UdrZovani kvality potravin a Cerstvosti

Hygieni¢téjsi zpracovani potravin

Prodlouzeni skladovatelnosti produktu
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3 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo seznamit se pomoci dostupné ¢eské i zahrani¢ni literatury
s vlivem selenu jako minerdlniho prvku na antioxidacni potencial laboratornich potkanti
a vypracovat literarni reSer$i na dané téma.

Podstatou praktickych experimentt bylo ovéfit vliv ptidavku riznych forem a hladin
selenu na kone¢nou koncentraci selenu ve tkanich, na antioxida¢ni aktivitu
Vv erytrocytech, plazmé a jatrech a na hodnoty GSH a GSSG v Krvi, erytrocytech
a jatrech.

Jako modelova zvifata byla pouzita skupina samct laboratorniho potkana

outbredniho kmene Wistar albino.
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4 MATERIAL A METODIKA

Prakticka ¢ast diplomové prace se zabyva uc¢innym doplnénim selenu do organismu,
které vede ke snizeni rizika vzniku oxida¢niho stresu.

Pokus byl uskuteénény v experimentdlnim zatfizeni Ustavu vyzivy zvifat
a picninafstvi Mendelovy univerzity v Brn¢ (v souladu se zdkonem na ochranu zvitat
proti tyrani ¢. 246/1992 Sh.).

V laboratofi byly monitorovany mikroklimatické podminky, jenz byly limitovany
pfedev§im teplotou, ktera byla méfena Dataloggerem S3120. Teplota byla
udrzovana v rozmezi 23 °C + 1 °C. Rovnéz byla stejnym piistrojem monitorovéana stala
vlhkost vzduchu a udrzovana byla klimatiza¢ni jednotkou na hladiné 60 %. Fotoperioda
byla fizena uméle dle schématu 12 hodin den a 12 hodin noc o maximalni intenzité
200 Ix.

Jako modelova zvifata pro tento experiment byli pouziti samci laboratorniho
potkana outbredniho kmene Wistar albino. Primérna hmotnost potkani na zacatku
pokusu byla 235 + 3 gramy. Experimentalni sledovani trvalo 10 dni. Pokusna zvifata
byla ustajena v plastovych klecich srosty. Potkani méli po celou dobu trvani
experimentu pristup k vod¢ a krmivu ad libitum.

Potkani byli rozdéleni do 3 skupin a v kazdé skupiné bylo ustajeno 6 samct. Prvni
skupina (kontrola) potkani (n = 6) slouzila jako kontrolni a davka selenu zde nebyla
navySena. Druhé skupiné (SeN) zvifat (n = 6) byl davkovan nanoselen (v mnoZzstvi
0,02 mg selenu/organismus/den). Tieti skupiné (SeN-GLU) potkani (n = 6) byl
davkovan nanoselen s navazanou glukdézou (v mnozstvi 0,02 mg selenu/organismus/den
a 0,1 mg gluk6dzy/organismus/den).

Pokusnym zvifatiim byl nanoselen aplikovan vzdy ve stejnou denni dobu pomoci
injek¢ni stiikaéky bez jehly takovym zplsobem, aby pfijimali veskery obsah beze
zbytku. Nanoselen byl podavan ve formé roztoku. VSem skupindm byla zkrmovana
monodieta (seSrotovana pSenice) s obsahem selenu 0,025 mg/kg. Velikost selenovych
¢astic byla nadefinovana.

Potkani byli po 10 dnech trvani pokusu usmrceni (2 hodiny od posledniho aplikovani
selenovych nanocastic a nanocastic s navazanou glukézou). Ze zvifat byly ziskany
vzorky plné krve, erytrocytii, plazmy, tenkého stfeva (dvanactnik v délce cca 4 cm)

a jater, které byly thned po odbéru podrobeny patti¢nym analyzam.
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4.1 Vyroba selenovych nanoéastic a selenovych nanocastic
modifikovanych glukézou

Nanoselen a nanoselen modifikovany glukézou byly pfipraveny dle metodiky

Chudobova a kol., 2014. Na,SeOs (26,3 mg) byl rozpustén ve 40 ml MilliQ vody a bylo

upraveno pH na 6,65 pomoci 1 M HCI, nasledné byl pfidan 1 ml cysteinu (1,21 ml/50

ml). Doslo k odbarveni smési do oranzova a pH se zvysilo na 7,3.

Na ptipravu vétstho mnozstvi selenovych nanocastic se pouzil 10 nasobny
koncentrat, kde bylo pouzito 263 mg seleni¢itanu sodného na 50 ml a 240 pl MPA
(3-merkaptopropionova kyselina). Hodnota pH byla upravena kvuli vétsi stabilité
selenovych castic na 9,0. Pii vyrobé selenovych nanocastic s navdzanou glukdzou se
cely proces opakoval s rozdilem, Ze k vySe uvedenym chemikaliim bylo navic pfidano
500 mg glukozy.

Na Obr. 4 jsou znazornény nanocastice selenu a na Obr. 5 jsou nanocastice selenu

modifikované glukézou.

SEM HV: 15.00 kv WJD: 4.964 mm MIRAW TESCAM
Viewfleld: 10.84 ym  Dei: InBeam 2pm i
SEMMAG: 19.99 kx  Daleim/dfy): 0525115

SEM HV: 15.00 kV VJD: 5.046 mm MIRAW TESCAM
Viewfleld: 4,334 ym  Del: InBeam 1pm i
SEMMAG: 50.00 kx  Dafeim/dfy): 08/23/15

LabSensNano n LabSensNano ﬂ

Obr. 4 Nanocastice selenu Obr. 5 Nanocastice selenu s glukozou.
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4.2 Charakteristika velikosti selenovych nanocastic
Primérnd velikost c¢astic a klasifikace velikosti byly stanoveny pomoci techniky
dynamického rozptylu svétla (Dynamic light scattering — DLS) s pfistrojem Malvern
Zetasizer (typ Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd., kraj Worcester, Velka Britanie).
Nanocastice byly rozpustény v 1,5ml destilované vody, aby byla dosazena
koncentrace 1 mg/ml. Pfipraveny roztok se umistil do polystyrénové latexové komurky
a provedlo se méféni za nasledujicich podminek: uhel detektoru 173 °, vlnova délka
633 nm, index lomu 0,30, skute¢ny index lomu 1,33 a teplota 25 °C. Velikost SeN byla
stanovena v rozmezi od 33 do 79 nm a velikost SeN-GLU byla v rozmezi od 106 do

531 nm. Rozméry nanocastic syntetizovaného selenu byly ovéfeny transmisni

elektronovou mikroskopii (TEM) pomoci mikroskopti JEM-2010 a JEOL.

4.3 Priprava plazmy, erytrocyti a jaternich vzorki pro stanoveni
glutathionu

Vzorek (300 ul) krevni plazmy byl pofizen a smichan s 300 ul 10% kyseliny
trifluoroctové (TFA). Nasledn¢ se vzorek odstredil na centrifuze (24 000 g, 20 min,
4 °C). Pro dalsi analyzy byl pouzit supernatant. Po celou dobu byly vzorky uloZzené na
ledu.

Vzorek erytrocyti (100 mg erytrocytli, Cerstvd hmotnost) byl hluboce zmrazen
Vv tekutém dusiku. Potom byl pfidan 1,0 ml 0,2 M fosfatového pufru (pH 7,0). Vzorek se
15 minut vortexoval a odstiedil (25 000 g, 20 min, 4 °C). Objem 300 ul supernatantu
byl pofizen a smichan s 300 ul 10% kyseliny TFA. Nasledné se vzorek se odstiedil
(24 000 g, 20 min, 4 °C). Supernatant byl pouzit pro dalsi analyzy. Vzorky byly ulozeny
na ledu po celou dobu trvani experimentu.

Podobny postup byl i u vzorku jater (1,0 g jater, Cerstvd hmotnost), ktery byl
hluboce zmrazen v tekutém dusiku. Potom se ptidalo 1,0 ml 0,2 M fosfatového pufiru
(pH 7,0). Vzorek byl homogenizovan, 15 minut vortexovan a zcentrifugovan (25 000 g,
20 min, 4 ° C). Objem 300 pl supernatantu byl potizen a smichan s 300 ul 10% kyseliny
TFA. Nasledné se vzorek odsttedil (24 000 g, 20 min, 4 °C). Pro analyzu byl pouzit

supernatant. Vzorky byly uloZeny na ledu po celou dobu pokusu.
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4.4 HPLC-ED analyza glutathionu a jeho optimalizace pomoci FIA-
ED

Pro optimalizaci stanoveni redukované (GSH) a oxidované (GSSG) formy glutathionu
byla pouzita pritokova injek¢éni analyza s elektrochemickym detekénim systémem
(FIA-ED), coz sestavalo ze dvou chromatografickych ¢erpadel Model 582 ESA (ESA
Inc., Chelmsford, USA) s pracovnim rozsahem 0,001-9,999 ml/min
a elektrochemického detektoru CoulArray (model 5600A, ESA, USA). Detektor se
skladal z pratokové analytické komory (Model 6210, ESA, USA). Komora obsahovala
Ctyfi analytické c¢lanky. Jeden analyticky clanek obsahoval dvé referencni elektrody
(vodik-palladium), dvé protielektrody a jednu porézni grafitovou pracovni elektrodu.
Elektrochemicky detektor se nachazel v kontrolnim modulu, ktery byl s termostatem.
Vzorek (20 pl) byl pomoci injekéniho manualniho ventilu (typ Rheodyne, Oak Harbor,
WA, USA). Pritok mobilni faze byl 1 ml/min.

GSH a GSSG byl stanoven pomoci HPLC-ED. Chromatograficky systém sestaval ze
dvou rozpoustédel dodavanych Cerpadly pracujicimi v rozmezi 0,001-9,999 ml/min
(Model 582 ESA Inc., Chelmsford, MA, USA), chromatografické kolony Zorbax
eclipse AAA C18 (150 x 4,6; 3,5 um velikost ¢astic, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) az elektrochemického detektoru CoulArray (Model 5600A, ESA,
Chelmsford, MA, USA). Detektor sestaval ze tfi pritokovych komtrek (Model 6210,
ESA). Kazda komtirka se skladala ze ¢tyf pracovnich uhlikovych poréznich elektrod
akazdd z nich byla sloZzena zdoplikovych suchych referencnich elektrod
palladium/vodik. Jak detektor, tak i reakéni civka/kolona byly termostatovany.

Vzorek (20 pl) byl aplikovan pomoci autosampleru (Model 542 HPLC, ESA).
V pribéhu analyzy byly vzorky udrZovany v karuselu pii 8 °C. Kolona byla
temperovana pii teploté 32 °C. Mobilni fize sestdvala z 80 mM kyseliny TFA
a methanolu. Podle vyznamu byly slouceniny rozdéleny nasledujicim linedrnim
gradientem: 0 — 1 min (3% methanol), 1 — 2 min (10% methanol), 2 — 5 min (30%
methanol), 5 — 6 min (98% methanol). Pratok mobilni faze byl 1 ml/min, potencial

pracovni elektrody 900 mV. Celkovy €as analyzy byl po dobu 20 minut.
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4.5 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP

Metoda Antioxidacni sily zalozené na redukci zelezitych iontt (Ferric Reducing
Antioxidant Power, FRAP) je zalozena na redukci komplext 2,4,6-tripyridyl-s-triazinu
(TPTZ) s zelezitym hexahydratem chloridu (FeCls-6H,0), které byly téméi bezbarvé
av zavéru se staly lehce nahnédlymi. Po redukci této chemické formy se vytvorili
modie zbarvené zeleznaté komplexy.

Piiprava reagencii: Roztok 1: 10 mM roztok TPTZ v 40 mM Kkyseliny
chlorovodikové. Roztok 2: 20 mM, roztok hexahydratu chloridu Zelezitého v ACS Cisté
vodé. Roztok 3: 20 mM acetatového pufru o pH 3,6. Uvedené tii roztoky (TPTZ, FeCls,
acetatovy pufr) byly smichany v poméru 1:1:10. Objem 150 pl ¢inidla se vsttikoval do
plastové kyvety s naslednym ptidanim 3 pl vzorku. Absorbance byla métena pii 605 nm
po dobu 12 min. Rozdil mezi absorbanci po posledni (12.) minuté¢ a druhé minuté

v metodice stanoveni byl pouzit pro vypocet antioxida¢ni aktivity.

4.6 Metoda stanoveni antioxida¢ni aktivity volnymi radikaly (FR)
Tato metoda je zaloZena na schopnosti chlorofylinu (sodno-méd'nata stil chlorofylu)
piijimat a darovat elektrony se stabilni zménou maximalni absorpce. Podminkou
uvedeného efektu je alkalické prostiedi a pridani katalyzatoru.

Objem 150 ul ¢inidla se vstiikoval do plastové kyvety s naslednym ptidanim vzorku
0 objemu 6 pl. Absorbance byla méfena pii 450 nm v druhé minuté testu a po posledni

(12.) minuté. Rozdil mezi témito dvéma hodnotami byl povazovan za vystupni hodnoty.

4.7 Mikrovlnna digesce pro atomovou absorp¢ni spektrometrii (AAS)
Plazma a krev 0 objemu 10 pl byly pipetovany do diges¢nich lahvi¢ek a bylo odvazeno
10 mg homogenizovanych jater a stieva také do digescnich lahvicek. Jako digeséni
sm&s byla pouzita kyselina dusi¢na (65%) a peroxid vodiku (30%). Pouzilo se 500 pl
objemu digescni smési, pfi¢emZz pomér mezi kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku
byl vzdy 7:3 (350 pl HNO;3 a 150 pl H,0,).

Vzorky byly digestovany pomoci pfistroje Microwave 3000 (Anton Paar GmbH,
Rakousko) s rotorem MG-65. Program vzdy zacinal a koncil stejnym, deset minut
dlouhym, krokem, pocinaje vykonem 50 W a konfe vykonem 0 W (chlazeni).
Mikrovinny vykon byl 100 W v hlavni ¢asti programti (po dobu 30 min pii 140 °C).
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4.8 Stanoveni selenu metodou AAS

Selen byl stanoven technologii Agilent 280Z atomového absorpéniho spektrometru
(Agilent, Germany) s elektrotermickou atomizaci. Selenova ultrasenzitivni vybojka
s dutou katodou (Agilent, Némecko) byla pouzita jako zdroj radia¢niho zateni (svételny
proud 10 mA). Spektrometr byl provozovan pii 196,0 nm rezonan¢niho obvodu se
spektralni §itkou pasma 1,0 nm. Objem vzorku 20 pl byl nastiiknut do grafitové
trubicky. Prutok inertniho plynu (argon) byl 300 ml/min. Zeemanova korekce pozadi
byla pouzita s intenzitou pole 0,8 T. Selen byl stanoven v pfitomnosti chemického

modifikatoru palladia.

4.9 Statisticka analyza

Data byla statisticky zpracovana pomoci programu STATISTICA.CZ, verze
10.0 (Ceska republika). Vysledky byly vyjadieny jako stiedni hodnoty + smérodatna
odchylka (Standard Deviation, SD). Statisticka vyznamnost byla stanovena zkoumanim
zakladnich rozdili mezi skupinami s pouzitim Analyzy rozptylu (ANOVA) a Scheffova
testu pro parametry GSH, GSSG, Se, FR a FRAP. Rozdily s P < 0,05 byly povazovany

za vyznamne.
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5 VYSLEDKY

Béhem experimentu byly pokusnym potkanim zkrmovany rizné formy nanoselenu
v ruznych hladinach (0 mg, 0,02 mg a 0,02 mg selenu/organismus/den + 0,1 mg
glukézy/organismus/den). Béhem experimentu byla sledovana koneéna koncentrace
selenu ve tkanich (krev, plazma, stievo, jatra), antioxidacni aktivita v erytrocytech,

plazmé¢ a jatrech a hodnoty redukovaného a oxidovaného glutathionu.

5.1 Vliv ruznych forem a hladin selenu na kone¢nou koncentraci

selenu ve tkanich

Béhem pokusu byla zaznamenavana data z laboratornich rozbora krve, plazmy, jater
a stfev potkanti ze vSech skupin.

Graf 1 vyobrazuje vysledky koncentrace selenu v krvi u kontrolni skupiny a skupin
pokusnych. Z tohoto grafu miizeme vypozorovat, ze u pokusnych skupin byla
koncentrace selenu v krvi statisticky prikazné vyssi (P < 0,05) nez u skupiny kontrolni.
Hodnota koncentrace selenu v krvi u skupiny zkrmované nanoselenem bez navazané
glukézy (SeN) byla o 68,8 % vyssi v porovnani s kontrolou a prikazné nejvyssi
koncentrace byla u selenovych nanocastic s navazanou glukézou (SeN-GLU), kde doslo
ke zvySeni koncentrace o 78,1 %.

1,60
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

Koncentrace selenu v pg/ml krve

kontrola SeN SeN-GLU
Graf 1 Vliv SeN a SeN-GLU na koncentraci selenu v krvi.

50



Graf 2 zobrazuje vysledky koncentrace selenu v plazmé u kontrolni skupiny a skupin
pokusnych.

Z tohoto grafu muzeme usoudit, Ze u pokusnych skupin byla koncentrace selenu
V plazmé vyss$i nez u skupiny kontrolni, av§ak vysledky se statistickou prikaznosti jsou
pouze u skupiny, které byl aplikovan samotny nanoselen. Hodnota koncentrace selenu
v plazm¢ byla stanovena u skupiny, které byl aplikovan nanoselen bez glukdzy
prikazné (P < 0,05) nejvyssi v porovnani s kontrolou, a to o 182,9 %. Statisticky
neprukazna byla koncentrace u selenovych nanocastic s glukézou, ato s hodnotou

0 145,7 % vyssi nez byla kontrola.
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1,00 -
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0,40 -
0,20 -
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Koncentrace selenu v pg/g plazmy

kontrola SeN SeN-GLU

Graf 2 Vliv SeN a SeN-GLU na koncentraci selenu v plazmé.
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Graf 3 udava vysledky koncentrace selenu v jatrech u kontrolni skupiny a skupin
pokusnych.

Z tohoto grafu mizeme vyvodit, ze u pokusnych skupin byla koncentrace selenu
Vv jatrech vys$si nez u skupiny kontrolni, avsak vysledky jsou statisticky pritkazné pouze
u skupiny, které¢ byl aplikovan nanoselen modifikovany gluk6zou. Hodnota koncentrace
selenu v jatrech u skupiny, které byl aplikovan nanoselen bez navazané glukozy byla
stanovena o 19,9 % vyssi oproti kontrole a prikkazné nejvyssi (P < 0,05) koncentrace
byla u selenovych nanocastic s navazanou glukézou, ato o 111,3 % vyssi v porovnani

s kontrolou.
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Graf 3 Vliv SeN a SeN-GLU na koncentraci selenu v jdtrech.
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Graf 4 ukazuje vysledky koncentrace selenu ve stfevech u kontrolni skupiny a skupin
pokusnych.

Z tohoto grafu mizeme vyvodit, ze u pokusnych skupin byla koncentrace selenu ve
sttevech vyssi, nez u skupiny kontrolni a vysledky jsou u obou skupin statisticky
prikazné. Hodnota koncentrace selenu ve stfevech byla u skupiny, které byl aplikovan
nanoselen bez navazané glukézy prukazné nejvyssi (P < 0,05) a stanovena byla
0 10,3 ng/g vyssi vporovnani s kontrolou. Prikaznd byla i hodnota u selenovych

nanocastic s navazanou glukoézou, a to o 5,94 pg/g vice nez u kontroly.
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Graf 4 Vliv SeN a SeN-GLU na koncentraci selenu ve stirevech.
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5.2 Vliv raznych forem a hladin selenu na antioxidaé¢ni aktivitu
Pro vyhodnoceni antioxidac¢ni aktivity byly pouzity metody FR (Free radicals) a FRAP
(Ferric reducing antioxidant power assay).

Graf 5 zobrazuje vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FR Vv plazmé
U kontrolni skupiny a skupin pokusnych. Vyjadiena byla jako ekvivalenty kyseliny
gallové (GAE) v ug/ml plazmy.

Z tohoto grafu mizeme vypozorovat, ze u pokusnych skupin byla antioxida¢ni
aktivita v plazmé statisticky prikazné¢ (P < 0,05) vys$i pouze u pokusné skupiny
S nanocasticemi selenu s navazanou glukézou (SeN-GLU) v porovnani se skupinou
kontrolni, a to vhodnot¢ o 83,6 % vysSi. Statisticky neprukazna byla skupina

S navdzanym nanoselenem bez glukdézy (SeN), kde hodnota dosahla o 87,7 % vice nez

u kontroly.
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Graf 5 Stanoveni antioxidacni aktivity v plazmé metodou FR.
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Graf 6 zobrazuje vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP (Ferric
reducing antioxidant power assay) Vv plazmé u kontrolni skupiny a skupin pokusnych.
Vyjadiena byla rovnéz jako ekvivalenty kyseliny gallové (GAE) v ug/ml plazmy.

Z tohoto grafu mizeme vypozorovat, ze u pokusnych skupin byla antioxida¢ni
aktivita v plazm¢ statisticky prukazna (P < 0,05) pouze u pokusné skupiny
s nanocasticemi selenu modifikovanych glukézou (SeN-GLU) v porovnani se skupinou
kontrolni, kde doslo ke snizeni aktivity o 45,3 %. Ke sniZeni aktivity doslo neprikazné

i u skupiny SeN, a to 0 17,6 % oproti kontrole.
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Graf 6 Stanoveni antioxidacni aktivity v plazmé metodou FRAP.
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Graf 7 ukazuje vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FR (Free radicals).
Vv jatrech u kontrolni skupiny a skupin pokusnych. Vyjadiena byla jako ekvivalenty
kyseliny gallové (GAE) v ug/ml jater.

Z tohoto grafu mizeme vypozorovat, ze u pokusnych skupin byla antioxida¢ni
aktivita v jatrech statisticky prikazna (P < 0,05) pouze u pokusné skupiny
S nanocasticemi selenu (SeN) v porovnani se skupinou kontrolni, kde doslo ke snizeni
aktivity 0 26,8 %. Ke sniZeni aktivity doslo nepriikazné i u skupiny SeN-GLU, ato

0 8,5 % oproti kontrole.
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Graf 7 Stanoveni antioxidacni aktivity v jatrech metodou FR.
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Graf 8 zobrazuje vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP (Ferric
reducing antioxidant power assay) V jatrech u kontrolni skupiny a skupin pokusnych.
Vyjadieni jako ekvivalenty kyseliny gallové (GAE) v ug/ml jater

Z tohoto grafu je patrné, ze u pokusnych skupin nebyla antioxida¢ni aktivita
Vv jatrech statisticky prikaznd. U pokusné skupiny s nanoselenem bez glukdzy
V porovnani se skupinou kontrolni doslo tedy neprikazné ke snizeni aktivity o 21,4 %.
Ke snizeni aktivity doSlo neprukazné iu skupiny SeN-GLU, ato 08,2 % oproti
kontrole.

30

25 -

20

15 -

10 -

Ekvivalenty kyseliny gallové (GAE)
v ug/ml jater

kontrola SeN SeN-GLU
Graf 8 Stanoveni antioxidacni aktivity v jatrech metodou FRAP.
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Graf 9 zobrazuje vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FR v erytrocytech
U kontrolni skupiny a skupin pokusnych. Vyjadieno jako ekvivalenty kyseliny gallové
(GAE) v pg/ml erytrocyta.

Z uvedeného grafu je patrné, ze u pokusnych skupin nebyla antioxida¢ni aktivita
Vv erytrocytech statisticky prikkazna. U pokusné skupiny s nanoselenem bez glukézy
V porovnani se skupinou kontrolni doslo neprikazné ke snizeni aktivity o 0,3 %. Ke

snizeni aktivity doslo neprtikazné i u skupiny SeN-GLU, ato 0 5,7 % oproti kontrole.
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Graf 9 Stanoveni antioxidacni aktivity v erytrocytech metodou FR.

58



Graf 10 zobrazuje vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP
v erytrocytech u kontrolni skupiny a skupin pokusnych. Vyjadfeno jako ekvivalenty
kyseliny gallové (GAE) v ug/ml erytrocytu.

Z uvedeného grafu vyplyva, ze u pokusnych skupin nebyla antioxida¢ni aktivita
Vv erytrocytech statisticky prikazna. U pokusné skupiny s nanocasticemi selenu bez
gluk6ézy v porovnani se skupinou kontrolni doslo nepriikazné ke snizeni aktivity
04,5%. Ke snizeni aktivity doSlo neprukazné iu skupiny s nanocasticemi selenu

modifikovanych glukézou, a to 0 4,8 % Vv porovnani s kontrolou.
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Graf 10 Stanoveni antioxidacni aktivity v erytrocytech metodou FRAP.
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5.3 Vliv riiznych forem a hladin selenu na drovei GSH a GSSG
Dalsim sledovanym antioxida¢nim kritériem, jenz ma pfimou souvislost se selenem
a udava antioxidac¢ni potencial organismu jsou hladiny hodnot GSH a GSSG.

Graf 11 zobrazuje G¢inek SeN a SeN-GLU na troven hodnot GSH a GSSG
namétenych v krvi. U stanoveni GSH byla statisticky prukazna (P < 0,05) pouze
hodnota ve skupiné¢ SeN-GLU vV porovnani s kontrolou, kdy troven GSH doséahla
hodnoty 0 41,2 % vyssi. Hodnota ve skupiné SeN nebyla prukazna a bylo pozorovano
zvySeni o 11,5 %. Ve stanoveni GSSG nebyla prukaznd zddnd naméfend hodnota.

GSSG bylo snizeno ve skupiné SeN o 13,4 % a v SeN-GLU bylo zvyseno o 21,7 %.
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Graf 11 Ucinek SeN a SeN-GLU na tiroveit GSH a GSSG v Krvi.
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Graf 12 zobrazuje ti¢inek SeN a SeN-GLU na tGroven hodnot GSH a GSSG naméfenych
Vv erytrocytech. U stanoveni GSH byly statisticky prukazné (P < 0,05) hodnoty v obou
skupinach. Ve skupiné¢ SeN v porovnani S kontrolou doslo ke zvySeni urovné¢ GSH
0 13,5 %. Hodnota ve skupin¢ SeN-GLU byla pozorovana o 19,2 % vyssi. Ve stanoveni
GSSG nebyly prikazné hodnoty ani u jedné skupiny. GSSG bylo zvySeno ve skupiné
SeN o 21,7 % ve srovnani s kontrolou a v SeN-GLU skupin¢ bylo GSSG také zvyseno,
atoo 13,6 %.

0,45 0,006
mGSH mGSSG

0’4 i B 0,005
= - 0,004 E
£0,35 - >
= =
S - 0,003 >
T O]
»n 0,3 - 7
o - 0,002 O

025 1 - 0,001

0,2 - -0

kontrola SeN SeN-GLU
Graf 12 Ucinek SeN a SeN-GLU na tiroveii GSH a GSSG v erytrocytech.

61



Graf 13 zobrazuje ti¢inek SeN a SeN-GLU na Groven hodnot GSH a GSSG naméfenych
Vv jatrech. U stanoveni GSH byla statisticky prikazna (P < 0,05) pouze hodnota ve
skupiné SeN v porovnani s kontrolou, kdy urovenn GSH dosahla hodnoty o 26,8 % nizsi.
Hodnota ve skupin¢ SeN-GLU nebyla prikazna a bylo pozorovano snizeni o 15,3 %.
Ve stanoveni GSSG byly prikazné (P < 0,05) hodnoty u obou skupin. GSSG bylo
snizeno ve skupiné¢ SeN o 28,2 % ve srovnani s kontrolou a v SeN-GLU bylo také

GSSG sniZzeno, ato o0 25,6 %.
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Graf 13 Ucinek SeN a SeN-GLU na viroveit GSH a GSSG v jatrech.
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6 DISKUZE

Vliv aplikace nano¢astic selenu na koncentrace selenu v jednotlivych tkanich
Mohapatra a kol. (2014) ve studii G¢inkti suplementace nanoselenu na vykon slepic
nosného typu hodnotili vliv nanoselenu a seleni¢itanu sodného na antioxida¢ni aktivitu
a obsah selenu ve tkanich nosnic béhem faze jejich chovu (po 9-20 tydnech) v Sesti
oSetfovanych skupinach. Nosnice, kteté byly krmeny jak nanoselenem, tak
i seleni¢itanem sodnym vykazovaly statisticky prukazné vyssi (P < 0,05) obsah selenu
V riiznych tkénich (napf. v prsnim svalu, jatrech, ledvinach, krevnim séru). Nicméné,
obsah selenu v jatrech a prsnich svalech, byl vyznamné vyssi (P < 0,05) ve skupiné, kde
byl podavan samotny nanoselen oproti kontrole 1 vic¢i seleniCitanu sodnému. Po
podavani nanoselenu v diet¢ doslo ke zvySeni selenu v jatrech o 194,1 % oproti
kontrole. Dopln€k stravy Vv podob&é nanoselenu zlepsil antioxida¢ni stav a ukladani
selenu ve tkanich slepic nosného typu.

V naSem experimentu bylo zvySeni selenu v jatrech prukazné (P < 0,05) pouze
u skupiny, které byl aplikovan nanoselen modifikovany glukdzou, kde koncentrace byla
stanovena o 111,3 % vy$8i v porovnani s kontrolou. Hodnota koncentrace selenu
Vv jatrech u skupiny, které byl aplikovan pouze nanoselen byla nepriikazné stanovena
0 19,9 % vyssi oproti kontrole.

Wang a kol. (2011) zkoumali ve studii uc¢inky suplementace organickou
(selenomethionin) a anorganickou formou selenu (seleni¢itan sodny) na distribuci
selenu a antioxidacni status u brojlerti. Kontrolni skupina brojlert byla zkrmovana
krmnou smési bez ptidavku selenu (obsah selenu 0,04 mg/kg krmné smési). Pokusné
skupiny brojlerti byly zkrmovany krmivem obohacenym organickou nebo anorganickou
formou selenu, v obou skupinach v davce 0,15 mg/kg krmné smési. Doba trvani pokusu
byla 42 dnt a za tuto dobu bylo zjisténo, Ze suplementace selenem zvysila koncentraci
selenu v krevnim séru a ve zkoumanych organech. Organicka forma selenu pusobila
ptiznivéji nez forma anorganicka.

V nasem stanoveni byla u obou pokusnych skupin koncentrace selenu v Krvi
statisticky prikazné vyssi (P < 0,05) nez u skupiny kontrolni. U obou pokusnych skupin
byla koncentrace selenu v plazmé vys$si nez u skupiny kontrolni, avsak vysledky se
statistickou priikaznosti byly pouze u skupiny, které byl aplikovan samotny nanoselen.
U pokusnych skupin byla koncentrace selenu v jatrech vyssi, nez u skupiny kontrolni,

avSak vysledky byly statisticky prikazné pouze u skupiny, které byl aplikovan
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nanoselen modifikovany gluk6ézou. V pokusnych skupindch byla koncentrace selenu ve
sttevech mnohem vys$i, nez u skupiny kontrolni a vysledky byly u obou skupin
statisticky prikazné.

Mahn a kol. (2009) sledovali vliv dietni suplementace na potkanech bud’ se
selenomethylselenocysteinem nebo selenic¢itanem sodnym na hodnoty plazmy. Dvé
pokusné skupiny sestavaly z Sesti potkand, které byly krmeny zakladni dietou
doplnénou bud’ selenomethylselenocysteinem nebo seleni¢itanem sodnym s obsahem
selenu 1,9 mg/g po dobu deseti tydn. Kontrolni skupina byla krmena dietou, ktera
obsahovala doporucenou davku selenu (0,15 mg/g diety).

Celkova koncentrace selenu byla stanovena ve vzorcich plazmy s cilem zjistit vliv
ruznych forem selenu. Koncentrace selenu v plazmé byla mirné vyssi u zvirat krmenych
stravou dopInénou selenem Ve srovnani s kontrolni skupinou. Nicméné, nebyly zde
stanoveny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni a experimentalni skupinou
(P > 0,05). Kromé toho nebyly pozorovany vyznamné rozdily v plazmatické
koncentraci selenu mezi zvifaty krmenymi selenomethylselenocysteinem nebo
seleni¢itanem sodnym (P > 0,05).

Oproti tomu v nasem pokusu byla u pokusnych skupin koncentrace selenu v plazmé
vysSi, nez u skupiny kontrolni, avSak vysledky se statistickou prikaznosti byly

stanovené pouze u skupiny, které byl aplikovan samotny nanoselen.

Vliv nanoselenu na antioxida¢ni aktivitu ve tkanich potkanu
Janaszewska a Bartosz (2009) ve studii pouzili tii spektrofotometrické metody pro
stanoveni antioxidacni kapacity, a to metodu zalozenou na vychytavani volnych
radikalt 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH), dale FRAP a metodu zalozenou nha
redukei volného radikalu 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazolinsulfonat). Porovnani bylo
se standardnimi antioxidanty (askorbat, glutathion a trolox) a lidskou krevni plazmou.

Byly zjistény ruzné aktivity standardnich antioxidantd v riiznych testech a glutathion
vykazoval nizkou reaktivitu v metodé FRAP. Kinetickd méfeni ukazala, Ze snizeni
indikatorli zejména krevni plazmy, nemusi byt uplné v doporucenych dobach metod
a doba méteni je dilleZity parametr pfi porovnani vysledkda.

V naSem pokusu jsme stanovovali antioxida¢ni aktivitu pomoci metod FR a FRAP
Vv obou ptipadech po dobu 12 minut. Pro vyhodnoceni byly pouZity ekvivalenty kyseliny
gallové v pg/ml.
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Stanoveni antioxidacni aktivity metodou FR a FRAP vplazmé¢ bylo provedeno
u kontrolni skupiny a skupin pokusnych. U pokusnych skupin byla antioxidac¢ni aktivita
Vv plazm¢ statisticky prikazna (P < 0,05) pouze u pokusné skupiny, kde pusobily
nanocastice selenu s navdzanou glukézou v porovnani se skupinou kontrolni. AvSak
v metod¢ FR doslo ke zvySeni a v metod¢ ke snizeni aktivity. Neprtikazné stanoveni
bylo ve skupin€ s navazanym nanoselenem, kde u obou metod doslo ke snizeni aktivity.

Dalsi studii provedli Fortier a kol. (2012) s cilem zkoumat schopnosti selenovych
nanocastic na zvySeni testikularni antioxidac¢ni aktivity samci potkanti a porovnani
ucinku nanoselenu a selenu. Vysledky ukazaly, ze nanoselen mél silné uG¢inky na
zvySeni antioxidac¢ni kapacity zvySenim koncentrace redukovaného glutathionu (GSH)
a celkové antioxidaéni kapacity. DoSlo k vyraznému zvySeni reprodukéni schopnosti
potkanti. Z vysledkii bylo zjisténo, Ze nanoselen zlepsil zjiStované parametry ve
srovnadni s béZnym selenem.

Ahmed Abdelaleem a kol. (2016) zkoumali ve studii ochrannou roli extraktu
selenovych nanocastic ve smési S hroznovymi jadérky, kde bylo zjistovano zmirnéni
biomarkerti oxida¢niho stresu vyvolaného y zafenim u diabetickych potkanti.

CtyFicet osm potkantl bylo nahodné rozdélenych do 5 experimentalnich skupin:
normalni, s diabetem, ozafované, diabetické ozafované, diabetické oSetfené
nanocasticemi selenu (1 mg) po dobu 14 dnii s naslednym y ozarenim. Vysledky studie
ukazaly, 7e u potkand vystavenych y zafeni doSlo k poklesu hladiny celkové
antioxida¢ni kapacity. Potkani s diabetem, oSetfeni nanocasticemi selenu pied
y 0zéfenim, Vykazovali vyrazné zlepSeni ve vSech testovanych biochemickych
parametrech. Studie ukazala, Ze nanocastice selenu maji antioxidac¢ni aktivitu
zpusobenou redukci biomarkerit oxida¢niho stresu.

Shi a kol. (2011) se ve své studii zabyvali studiem vlivu selenu ve formé
anorganické, organické a nanoselenu na koncentraci selenu a antioxidac¢ni status
u rostoucich kozli. Celkem 40 odstavenych cernych kozli bylo ndhodné rozdéleno do
Ctyt stejnych skupin a s ohledem na zékladni stravu bud’to nebyli suplementovani, nebo
jim byl podavan piidavek selenu v mnozstvi 0,3 mg/kg krmné smési ve formé
seleni¢itanu sodného, selenovych kvasinek nebo nanoselenovych ¢astic po dobu 90 dnti
experimentu. Krevni sérum, krev a dalsi tkané byly odebirany za ucelem stanoveni

antioxida¢ni aktivity a pro analyzu obsahu selenu.
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Na konci suplementace bylo pét samct v kazdé skupiné usmrceno a byly odebrany
vzorky srdce, jater, plic a ledvin pro stanoveni obsahu selenu. Krevni, sérové a tkanové
koncentrace selenu a antioxidacni aktivita v séru byly ovlivnény dietni suplementaci
selenu. Sérova antioxidacni aktivita Ve skupiné s nanocasticemi selenu byla vyssi (P <
0,05) oproti kontrole a rovnéz byla vyssi i v porovnani se skupinami, kde byl ptidavek
seleni¢itanu sodného a selenovych kvasinek. Obsah selenu v krvi, séru, jatrech
a ledvinach ve skupiné s nanoselenem byl vyssi nejen ve srovnani s kontrolou, ale i ve
skupin¢ se seleni¢itanem sodnym nebo se selenovymi kvasinkami (P < 0,05).

Studie nastinila, Ze suplementace selenem muze zlepSovat antioxidacni status
v krevnim séru a koncentraci Selenu v krvi a tkanich u rostoucich kozli. Dietni
suplementace nanoselenu byly u¢innéj$i ve srovnani s anorganickou nebo organickou
formou selenu.

V naSem experimentu jsme sledovali antioxidacni aktivitu v plazmé a erytrocytech,
kde jsme dospéli k prikazné (P < 0,05) vys§im vysledkim ve skupiné s aplikovanym
nanoselenem modifikovanym glukézou, a to pouze v plazmé. Doba expozice byla
vV nasem pokusu relativné kratka (10 dnti) pro projeveni Gplné ti¢innosti selenu.

Obsah selenu v plazmé jsme zjistili prikazné¢ (P < 0,05) vyssi ve skupiné se
samotnym nanoselenem, V jatrech doSlo k prikaznému zvySeni ve skupiné
s nanoselenem modifikovanym glukézou a v krvi byly hodnoty selenu u obou skupin

prikazné vyS$i vV porovnani s kontrolou.

Vliv nanoé¢astic selenu na hodnoty GSH a GSSG ve tkanich

Vliv selenu na hodnoty GSH sledovali ve své studii Akil a kol. (2011). Tato studie mé¢la
za cil vyhodnotit uc¢inek suplementace selenu u potkani vystavenych akutnimu
plaveckému vykonu.

Bylo pouzito 32 dospé€lych samct potkana typu Sprague-Dawley, ktefi byli
rozdéleni do ¢tyt skupin. Skupina 1 byla kontrolni, ve skupiné 2 byl dopliiovan selen,
skupina 3 byla kontrolni (plaveckd) a ve skupiné 4 (plaveckd) byl také doplnén selen.
Zvitatim ve skupinach 2 a 4 bylo aplikovano 6 mg/kg/den seleniCitanu sodného po
dobu 4 tydnl. Vzorky krve odebrané ze zvifat dekapitaci byly analyzovany z hlediska
erytrocytll se zaméfenim na redukovany glutathion (GSH). Ve studii byly nejvyssi
hodnoty GSH ziskany ve skupiné 4 (P < 0,001). Vysledky této studie ukazuji, ze

zvySend produkce volnych radikalti v disledku akutniho plaveckého vykonu u potkanti
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muize byt kompenzovana doplnénim selenu. Suplementace selenem muize byt dulezita
V tom, ze podporuje antioxidacni systém pii télesné aktivité.

V naSem experimentu byl obdobn¢ uc¢inek SeN a SeN-GLU na uroveit hodnoty GSH
namétené v erytrocytech statisticky prikazny (P < 0,05) v obou skupinach. V obou
skupinach doslo v porovnani s kontrolou ke zvyseni urovné GSH, avsak doba expozice
byla v naSem experimentu pomérné kratka (po dobu 10 dnil) pro projeveni celkového
rozsahu ucinku selenu. Z vysledkii tedy bylo zfejmé, Ze erytrocyty dobie reagovaly na
pridavani selenu ve smyslu zvysujici se koncentrace GSH.

Cilem studie, kterou zkoumali Ghodbane a kol. (2011) byl vliv suplementace
selenem na GSH a hladiny selenu v jatrech, ledvinach, svalech a mozku u potkanti
vystavenych statickému magnetickému poli.

Dospéli samci potkant byli rozdéleny do kontrolni skupiny potkanti (n = 6), potkanti
vystavenych statickému magnetickému poli (po dobu 5 dnti), potkant oSetienych
selenem (selenicitan sodny 0,2 mg/l v pitné vodé po dobu 4 tydni) a dalSich
exponovanych potkani (selen po dobu 4 tydnii a statické magnetické pole béhem
poslednich 5 po sob¢ jdoucich dnit).

Subakutni expozice statickym magnetickym zafenim vyvolala pokles hladiny selenu
v ledvinach, svalech i mozku. Naproti tomu expozice statickym magnetickym zafenim
zvysila celkové hladiny GSH v jatrech. Suplementace selenem u potkani vystavenych
statickému magnetickému zafeni obnovila hladiny selenu v ledvinach, svalech a mozku.

Vyzkumy tedy naznacCily, Ze subakutni expozice magnetickym zafenim zmeénila
antioxida¢ni reakci snizenim hladiny celkového selenu Vv ledvinach, svalech i v mozku.
Vyznamné bylo, Zze suplementace selenem zlepSila antioxidaéni kapacity ve tkanich
potkanli vystavenych statickému magnetickému zateni. Selen tedy mize mit ochranny
ucinek na jaterni parenchym, a to zejména ve stresovych situacich.

V experimentu, ktery srovnaval vliv suplementace selenu v organickych
a anorganickych formach na oxida¢ni/antioxidac¢ni bilanci v plicich potkanti studovali
Musik a kol. (2013).

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat U¢inek dvou nov€ syntetizovanych
organickych sloucenin se selenem s uplatnénim seleni¢itanu sodného na oxidacni
procesy V plicich potkani. Celkova antioxida¢ni aktivita, koncentrace neenzymatického
antioxidantu redukovaného glutathionu (GSH) u laboratornich potkanti oSetfenych

riznymi selenovymi slou¢eninami (anorganicky selenit a organicky selenosemikarbazid
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a selenazolin). Hodnoty celkové antioxida¢ni aktivity byly zvySeny ve srovnani
s kontrolou bez doplnéni selenem. Koncentrace glutathionu vyrazné poklesla ve skupingé
se selenokarbazidem ve srovnani se skupinou, kde byl aplikovan selenit o 33,8 %.

Selenové slouceniny nemély statisticky vyznamny vliv na ¢innost GSH, avSak doslo
ke snizeni GSH oproti kontrole o 47,3 % (selenosemikarbazid) a selenazolin nemél
zadny Gcinek. In vitro studie na rakovinné bunécné linie mohou odhalit nové moznosti
lékatskych aplikaci selenovych ¢astic.

V nasem pokusu jsme sledovali vliv nanocastic selenu v jatrech, kde ¢inek SeN na
hodnoty GSH byl statisticky prikazné (P < 0,05) niz§i v porovnani s kontrolou a Groven
GSH doséhla hodnoty o 26,8 % méné.

Sochor a kol. (2012) ve své studii zkoumali vliv selenu v organické a anorganické
form¢ na jatra, ledviny, mozek a svaly u potkanti Wistar. Experiment byl zaméfen na
zkoumani vlivu selenu a vybranych antioxidanti v modelech potkana stejné jako
V naSem experimentu, avSak s aplikaci selenu v organické a anorganické formée.

Jatra, ledviny, mozek a svaly byly odebrdny po meési¢nim podavani se Ctyfmi
riznymi davkami selenu (0,075 mg nebo 1,5 mg anorganického nebo ve stejnych
hodnotach organického selenu na 1 kg krmiva). Bylo zjisténo vyznamné sniZzeni hladiny
glutathionu v jaterni tkani, bez ohledu na formu podavaného selenu.

V naSem pokusu byla statisticky pritkazna (P < 0,05) pouze hodnota ve skupiné SeN

v porovnani s kontrolou. U obou skupin SeN i SeN-GLU doslo ke sniZzeni glutathionu.
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7 ZAVER

V provedeném experimentu byl zjistovan vliv riznych forem a hladin selenu na
koncentrace selenu ve tkanich jako je krev, plazma, jatra a stfevo. Stanovovana byla
I antioxidac¢ni aktivita v erytrocytech, plazmé a jatrech pomoci metod FR a FRAP. Dale
byly sledovany hodnoty redukovaného a oxidovaného glutathionu v organismu (GSH
a GSSG).

Jako modelova zvifata pro tento experiment jsme pouzili samce laboratornich
potkanii outbredniho kmene Wistar albino. Samci potkani byli rozdéleni do ti skupin.
Skupinam potkanti byly podavany rtzné hladiny (0 mg, 0,02 mg a0,02 mg
selenu/organismus/den + 0,1 mg glukdzy/organismus/den) a formy (nanoselen
a nanoselen modifikovany glukézou) selenu.

Z vysledkii naSeho experimentu vyplyva, Ze samotny nanoselen mél prukazné
piiznivéjsi ucinek na koneCnou koncentraci selenu v plazmé a stfevech (P < 0,05)
a nanoselen modifikovany gluk6zou mél prukazné (P < 0,05) ptiznivéjsi vliv na krev
a jatra. Aplikovany nanoselen v obou skupiniach tedy zna¢né zvySoval kone¢nou
koncentraci selenu ve tkanich.

Antioxida¢ni aktivita tkani se prukazné (P < 0,05) zvySila pouze v plazmé ve
skupin€, kde byly aplikovany nanocéstice selenu modifikované glukézou (méfeno
metodou FR). Ostatni vysledky byly statisticky neprikazné.

Ob¢ formy nanoselenu mély vliv na turoven redukovaného a oxidovaného
glutathionu. V krvi doslo prukazné (P < 0,05) ke zvySeni hladiny GSH, v erytrocytech
byly prukazné¢ (P < 0,05) vyssi obé skupiny s nanoselenem, kde doslo ke zvySeni
hladiny GSH s vy$§im uc¢inkem u SeN-GLU. V jatrech doslo k prikaznému (P < 0,05)
snizeni GSH ve skupiné SeN a v obou skupinach se pritkazné (P < 0,05) snizily hodnoty
naméfeného GSSG.

Z téchto vysledkl je ziejmé, ze SeN a SeN-GLU lze povazovat jako alternativni
zdroj selenu pro zvySovani koncentrace selenu ve tkanich organismu zvifat, zvySovani
antioxida¢ni aktivity v plazm¢é a zvySovani GSH v krvi a erytrocytech, ktery se
vyznacuje vysokou pouZitelnosti.

Poznatky, které byly timto pokusem zjiStény, lze uplatnit 1 v humanni oblasti. Pro
zjiSténi nejidealnéjsi hladiny nanoselenu pro clovéka by ovSem bylo potieba provést

pokusy ptimo na lidech.
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10 SEZNAM ZKRATEK

ABTS — 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
ABTS" — radikal generovany oxidaci ABTS
AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity
CAP — captopril

CAT — katalaza

CI"—chloridovy aniont

CMQT — 2-chloro-methylchinolin

COj3" —uhli¢itanovy radikal

Cu’ — médny kation

Cys — cystein

CZE — kapilarni zonova elektroforéza

CR — Ceska republika

DAD - detektor diodového pole

DACH - referen¢ni hodnoty pro piijem zivin vyzivovych spolecnosti v Némecku,
Rakousku a Svycarsku

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DPPH - 2,2-difenylpikrylhydrazyl

DTNB - 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
ECD — elektrochemicky detektor

Fe?* — eleznaté kationty

Fe** — Jelezité kationty

FLD — fluorescenc¢ni detektorovy systém

FRAP — antioxidacni sila zaloZena na redukci Zelezitych ionth
GGC — y-glutamyl cystein

GPx — glutathionperoxidaza

GR — glutathionreduktaza

GSSG - oxidovana forma glutathionu

GSH — redukovana forma glutathionu

HCIO — kyselina chlorna

HCys — homocystein

H,O — voda

H,0; — peroxid vodiku
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HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

H,Se — hydrid selenu

MFRAP — metoda FRAP zalozené na bazi mikrotitra¢nich desticek
MS — hmotnostni spektrometrie

n-3 mastné kyseliny — skupina nenasycenych mastnych kyselin, jejichz spole¢nym
rysem je dvojna vazba mezi uhliky na tfetim misté (pocitano od koncového methylu).
NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NEM — N-ethylmaleimidu

NO — oxid dusnaty

NO’ - volny radikal oxidu dusnatého

NO; — dusitan

NO;— oxid dusicity

NO; - volny radikal oxidu dusi¢itého

NO3 — dusi¢nan

NOS2/iNOS — cytoplazmaticka indukovatelna syntaza oxidu dusnatého
NPM — N-1-(pyrenyl)maleimid

O, — kyslik

O" - superoxidovy radikal

OCI - chlornanovy aniont

OH’ — hydroxidovy aniont

OH’ - hydroxylovy radikal

ONOQO" - peroxynitrit

P — pravdépodobnost

pH — zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontii
RNS — reaktivni formy dusiku

ROS — reaktivni formy kysliku

SeCys — selenocystein

SeGPx — glutathionperoxidaza zavisla na selenu

SePP — selenoprotein P

SMSeC - selenomethylselenocystein

SOD - superoxiddismutdza

TAC — celkova antioxidacni kapacita

TCEP - tris(2-karboxyethyl)fosfin
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TEAC — antioxidacni kapacita ekvivalentni troloxu
T-lymfocyty — druh bilych krvinek

TPTZ — 2,4,6-Tripyridyl-s-triazin

UK — Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska
USA — Spojené staty americké

UV-Vis ultrafialové viditelné zatreni
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