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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo experimentalné stanovit vliv hroznovych semen (jejich
biologicky aktivnich substanci) na krevni parametry laboratornich potkant. Experiment
byl provadén v laboratotich Mendelovy univerzity na konci roku 2015. Ctyii skupiny
laboratornich potkani byly napajeny; 1) vodou, 2) vodou s extraktem z hroznovych
semen, 3)vodou s ptfidavkem kadmia a extraktu z hroznovych semen, 4) vodou
s kadmiem. Polovina pokusnych zvifat byla usmrcena po 14 dnech trvani pokusu a
druha polovina po 28 dnech. Byly odebrany vzorky krve, které byly nasledné
analyzovany veterinarni laboratofi VLAB. Vysledky byly vyhodnoceny a vzajemné
porovnany. Z experimentu vyplynulo, ze na zakladé ziskanych vysledkd nelze
jednozna¢né doporucit zkrmovani hroznovych semen pro jejich ochranny efekt proti

poskozeni organismu zpisobené kadmiem, jelikoz tato vlastnost nebyla prokazana.

Kli¢ova slova: hroznova semena, hroznovy extrakt, tézké kovy, kadmium, krevni

parametry



Abstract

The aim of this master thesis was to experimentally determine the effect of grape seeds
(their metabolically active compounds) on blood parameters of laboratory rats.
The experiment was conducted in a laboratory of The Mendel University, Brno in late
2015. Four groups of laboratory rats were supplied with; 1) water, 2) water
in combination with grape seed extract, 3) water with grape seed extract and cadmium,
4) water in combination with cadmium. Half of the laboratory animals were killed after
14 days and second half were killed after 28 days. Blood samples were analyzed in the
veterinary laboratory (VLAB). The results were evaluated and compared. From our
results, we can assume that feeding grape seed extract for its protective effect against
damage of organism caused by cadmium, cannot be recommended because this effect

was not proved.

Keywords: grape seeds, grape seed extract, heavy metals, cadmium, blood parameters
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1 UvVoD

Réva vinna (Vitis vinifera L.) je jednou z nejstarSich kulturnich rostlin, jez byla
Clovékem péstovana. Koieny domestikované odridy V. vinifera subsp. vinifera
(uslechtild réva vinnd) nejsou jednoznacné vysvétleny. Spekuluje se, ze vznikla
Slechténim divokeé lesni révy vinné (V. vinifera subsp. sylvestris), avSak nckteifi autoti
toto tvrzeni zpochybnuji a plvod této rostliny odvozuji od dnes jiz vyhynulych
tretihornich druhti. Ty se vyskytovaly v euroasijské oblasti a datuji se do obdobi pred
vice nez 65 miliony let.

Piivodni volné rostouci réva lesni se vyznacuje velkou rozmanitosti chuti, barvy,
velikosti i tvaru bobuli hroznd. Diky své vysoké heterozygotnosti mohly postupné
vznikat tisice kulturnich odrid révy vinné, a to jak samovolnym kiizenim, tak i jako
kultivary Slechténim.

Z kvétenstvi po opyleni a oplozeni vznika hrozen. Ten se sklada ze stopky,
tiapiny a bobuli. Bobule je plodem, ktery se vyviji z pletiv vaji¢ka a je slozena ze tii
hlavnich ¢asti — slupky, duzniny a semen (jejichz pocet je zavisly na mnoha faktorech).

Hroznova semena vinnych rév obsahuji znacné mnozstvi proanthocyanidint, jez
jsou hlavnimi polyfenoliky obsazenych v hroznech. Substance obsahujici vytazky
Z hroznovych semen jsou obvykle standardizovany na zdkladé jejich obsahu
proanthocyanidinil. Tyto latky jsou silnymi antioxidanty, jeZ ni¢i volné radikaly a chrani
lipidy pted oxidaci.

Hroznové vino a produkty z néj jsou konzumovany od nepaméti. Studie
prokdzaly pozitivni vliv pfijmu hroznii a produkti z nich vyrobenych na onemocnéni
jako je napfiiklad ischemickd choroba srdec¢ni. Pfiznivé ucinky hroznli na zdravi jsou
prisuzovany zejména bioaktivité jejich fenoll. Antokyany, flavonoidy a resveratrol jsou
hlavnimi funk¢énimi slozkami, které jsou zodpovédné za vétSinu biologické aktivity
hroznli. Mnoho védeckych praci prokazalo, Ze tyto slozky maji antioxidacni,
kardioprotektivni, protizanétlivy a antimikrobidlni G€inek, ktery uzce souvisi s prevenci
proti mnoha chorobam. I diky t€émto vlastnostem se hrozny a hroznova seminka stavaji

zajimavymi pro farmakologicky 1 krmivaisky primysl.



2 LITERARNI PREHLED

2.1  Révavinna

Réva vinnd je popinavou dievnatou lidnou, kterd se k oporam pfichycuje pomoci
uponkl. V pfirodé muaze dosahovat vysky az 30 m, avSak rostliny kulturnich odrid
vinafi nenechéavaji dozit takového stafi, aby do této vysky dorostly. Maximalni vzrist
rostlin je vétSinou okolo 4 m. Kofeny mohou byt dlouhé ptes 10 m a listy maji okrouhly
tvar o pruméru 15 cm s tfemi az péti laloky. Kara kmene ma svétlehnédou barvu,
letorosty syté Cervenohnédou ¢i Zlutohnédou a kvéty jsou zlutozelené. Zatimco divoké
odridy (V. vinifera subsp. sylvestris) jsou dvoudomé, kulturni odridy (V. vinifera
subsp. vinifera) byvaji jednodomé. Plodem je bobule kulovitého ¢&i vejcitého tvaru
0 pruméru 0,5-1,5 cm a délce az 2,5 cm. Divoké odriidy mivaji bobule drobnéjsi.
Barevna skala bobuli je velmi rozmanita — od zluté, zelenozluté, zelené az po cervenou
¢i tmavofialovou (Kraus et al., 2008).

Kulturni formy jsou péstovany na vinicich, kde vyzaduji teplé a dobte propustné
pudy, které jsou bohaté na Ziviny. Za idedlni jsou povazovany svahy s jizni expozici,
jelikoz u svaha orientovanych na vychod hrozi vétsi nebezpeci prizemnich mrazi.
Optimalni mnozZstvi srazek se pohybuje okolo 600 mm roéné. V Cesku se réva vinna
péstuje v oblastech s niz§im thrnem, okolo 450 mm. Piivalové desté, krupobiti i rosa
béhem léta predstavuji pro vinice hrozbu, jelikoZ zvySuji riziko plistiovych infekci
(Mysickova, 2015).

Réva vinna je ekonomicky velmi vyznamnou plodinou v celosvétovém meéftitku.
Plocha svétovych vinic ¢itd 7,66 milionu hektari — z toho nejvétsi rozlohu zaujimaji
vinice evropské (57,9 %), déle asijské (21,3 %) a americké (13 %). Proto mezi deset
nejvétsich vinaiskych zemi spadaji predev§im zemé evropské. Ceska republika se fadi
mezi malé vinafské zemé¢, ale vzhledem k naristajici oblibé a spotiebé vina je zde
pfedpoklad pro dal§i rozvoj vinohradnictvi. NaSe republika nalezi mezi severné
poloZené vinaiské oblasti Evropy a zafazuje se mezi staty s takzvanou "cool climate
viticulture", tedy vinohradnictvi chladného podnebi. Pro tyto oblasti jsou typické nejen
niz§i primérné teploty ve vegetatnim obdobi a Cetnéj$i vyskyt period s mrazovymi
teplotami, ale jsou také spojovany s piiznivymi podminkami pro dozravani hroznd.
Pti jejich zrani se totiz stfidaji nizké nocni teploty s vys$Sim dennimi, coZ ptiznivé

pusobi na proces dozravani — zejména na vyvoj fenolickych a aromatickych latek.



Vinai'ské oblasti v Ceské republice se proto vyznaduji kvalitnimi podminkami pro
pestovani révy vinné (Pavlousek, 2011).

Na uzemi Ceské republiky se réva vinna péstuje ve vinaiskych oblastech Cechy
a Morava. V Cechach se nachazi jen maly podil vinic, hlavné v okoli Polabi, Mostu,
Kutné Hory a Karlitejna. Vinaiska oblast Cechy zahrnuje dvé podoblasti —
Litoméfickou a Mélnickou. Pro vinohradnictvi je vSak zésadni oblast Moravy, ktera
tvoii vice nez 96 % vinic nachazejicich se na uzemi Ceska. Je &lenéna na podoblast
Mikulovskou, Znojemskou, Velkopavlovickou a Slovackou. Produkéni potencial Ceské
republiky je 19,6 tisic hektarii. Osazena plocha v soucasnosti dosahuje zhruba 17,7 tisic
hektari s primérnym vynosem okolo 5,7 tun na hektar a obhospodaiuje ji vice nez
19 000 pestitela (Kraus et al., 2008).

Jednotlivé vinice se nachazi ve viniénich tratich, jez piislusi vinaiskym obcim.
V Ceské republice existuje celkem 377 vinaiskych oblasti, z nichZ nejvétsimi jsou
Velké Bilovice, Cejkovice a Valtice (Pavlousek, 2011).

V roce 2015 bylo v CR vysazeno témét 435 hektari novych vinic. Dle udaji
Ceského statistického tfadu bylo v roce 2015 sklizeno celkem 90 608 tun hroznii révy
vinné, coz je téméf o 43 % vice nez v roce predchozim. VEkova struktura ¢eskych vinic
¢ita pies 60 % vinic v plné plodnosti. Optimalni stafi je dle odbornika do 30 let rostliny,
kdy maji vinice jak kvalitativng, tak kvantitativné stabilni vynosy. Necelych 10 % vinic
pfedstavuji vinice mladé, které jest¢ nedosahly plné plodnosti. Zbylych téméer 30 %
pripada na vinice staré (30 a vice let), které jsou stale schopné dosahovat dobré urody,

ale je mnohem slozit&jsi udrzovat je v dobré kondici (Bublikova et al., 2016).

Graf 1: Grafické zobrazeni vékové struktury vinic v CR k 31. 12. 2015

mdo4let
4-10let

H10-30let

M starsi 30 let

Zdroj: Situacni a vyhledova zprava réva vinna a vino 2016, MZe
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2.2 Metabolicky u¢inné latky v hroznovych semenech

Hroznové vino je rostlina bohatd na fenolické latky, které¢ se vyskytuji zejména ve
slupce, stopkach, listech a hroznovych seminkéch, zatimco duzina je na tyto latky
pomérné chuda (Ali et al., 2010).

Semena révy vinné nalezi k typu anatropnich semen. Zralé semeno miva
hruskovity tvar s prodlouzenym zobackem. Délka semen obvykle byva 3-8 mm, sitka 3-
5 mm a tvoii 0-6 % z celkové hmotnosti bobule. Semena jsou vyznamny zdrojem
fenolickych latek (20-55 %), diky ¢emuz maji vyznam pro kvalitu modrych hroznl
a cervenych vin. Morfologie semen je vlastnosti odridovou. Pocet semen v bobuli
a jejich hmotnost miize byt rizna v zavislosti na oblasti, oSetfovani vinice a ro¢niku.
Potencialni velikost bobuli je odridovou vlastnosti a je ovliviiovana dal$imi faktory
jako je pocet semen v bobuli, svétlem, teplotou a zasobovani vodou (Diakou-Verdin

et al., 2002).

vvvvvv

-----

2.2.1 Fenolické latky
Fenolické slouceniny jsou velice rozsahlou skupinou sekundarnich rostlinnych
metaboliti a pfedpoklada se, Ze 40 % veskerého organicky vézaného uhliku, ktery se
vyskytuje v biosféte je tvofeno fenolickymi strukturami. Ty se vyskytuji v rostlinnych
organismech zivych i v jejich odumfelych ¢astech, které se rozkladaji a vytvareji tak
zivotodarnou puidu pro svou vlastni potfebu i pro mnohé mikroorganismy (Ali et al.,
2010).

Fenolické slouceniny maji dualezitou roli pifi riistu a rozmnozovani rostlin
a poskytuji ochranu pred patogeny. Rostlindm slouZzi jako obranné latky chranici pted
chladem, infekcemi, $ktdci, stresem a mechanickym poskozenim. Dale jsou stavebné
strukturnimi slozkami a jako signalni slozky lakaji opylovace — vonné, barevné
a chut'ové latky kvétd a plodi podnécuji vznik symbiodzy s jinymi organismy (Vaquero
et al., 2007).

Ve slozeni fenolickych latek a jejich obsahu v hroznech existuje znacny
meziodradovy rozdil. Odpovidaji za mnoho dulezitych charakteristik vina, a to

pfedevS§im za barvu, tiislovity a hotky chutovy projev a za antioxidacni vlastnosti.
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Fenolické latky vykazuji vyznamnou proménlivost ve struktute a déli se na flavonoidy

a neflavonoidy (Pavlousek, 2011).

2.2.2 Flavonoidy

ptirodnich pigment. Dalsi flavonoidni slouceniny jsou vyznamné svou chuti ¢i
biologickymi uc¢inky. Tato velice rozsahla rodina ptirodnich fenoli v soucCasnosti Cita
vice nez 6 000 riznych druhii flavonoidi a jejich pocet diky rozsdhlym vyzkumtm stale
stoupa (Jaganath et al., 2009).

Flavonoidni glykosidy se nachazeji zejména v kvétech, listech a ve vnéjsich
¢astech rostliny — pokozce a slupce. Jejich koncentrace se sniZzuje smérem k vnitinim
strukturdm. Jen stopové mnozstvi flavonoidil se nachazi v podzemnich ¢astech rostliny.
Jejich distribuce v rostling je zavisla na dostupnosti svétla, jelikoz jejich tvorba je jim
urychlovana (Aherne et al., 2002).

Mezi zdroje flavonoidnich slou€enin patii zejména ovoce a zelenina. Nejcetnéji
zastoupenymi flavonoidy v ovoci jsou katechiny — jejich nejbohat$im zdrojem jsou
hrozny modrych odrad révy vinné. Katechiny, proanthokyanidiny a flavonoly se
vyskytuji v plodech ovoce, zejména v jejich duzniné (Andersen et al., 2006).

Flavonoidy zastupuji nejvyznamnéjsi skupinu fenolickych latek révy vinné
ajsou obsazeny zejména v hroznovych seminkach a ve stopkach. V hroznech se
nachazeji dvé hlavni skupiny flavonoidi — antokyany a flavanoly. Mezi vyznamné
flavanoly (jez maji schopnost ptisobit jako ochrana pted UV zafenim) révy vinné se fadi

katechin, epikatechin, epigallokatechin a epikatechin galat (Yilmaz a Toledo, 2006).

Tabulka 1: Rozdéleni flavonoidii a zastoupeni v potravinovych zdrojich

Flavonoidy — Flavonoidy Nékteré bézné potravinové
podtrida zdroje

Antokyany cyan_ld_ln, delphlnl_dlp, modré hroz_ny, cervené vino,
malvidin, pelargonidin, jahody

peonidin, petunidin

katechin, epikatechin, ¢aje, vinné hrozny a éervené
Flavanoly epi‘galloke.ltechin, vino, jahody a jablka
epikatechin galat

Zdroj: Higdon a Frei (2003), Flavonoids and related compounds
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2.2.3 Antokyany

Antokyany jsou fenolické flavonoidni latky. Pigmenty téchto latek jsou ve vodé
rozpustné a nachazejici se ve vakuolach nékterych bunck. Patii tedy ke tiid¢ flavonoida
a Vv rostlinach se vyskytuji ve formé glykosidu. Barva antokyanti se méni podle hodnoty
pH. V kyselém prostfedi jsou Cervené, v zasaditém modré a v neutrdlnim prostiedi
fialové. V pfirod¢ jsou zna¢né rozsifeny — zpusobuji zabarveni kvétu, listt i plodt (Ali
etal., 2010).

Antokyanova barviva se nalézaji predevSim u modrych odrid hrozni — ve
veétsiné piipadd ve vakuolach bun€k ve slupce, u nékterych lze najit zbarvenou
I duzninu (takové odridy se nazyvaji barviiky). Zakladem barviv u modrych odrid jsou
antokyanidiny — cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin.
V hroznech jsou vSak antokyanidiny nestabilni a vyskytuji se proto jako antokyany
vazané na glukozu, kterd je stabilizuje. Antokyany se tvofi v priubéhu zrani hroznt
a jejich obsah v bobulich byva ovlivnén péstitelskymi podminkami, roénikem a extrakci
béhem vyroby vina. SloZeni anokyant, které vznikaji ve slupce bobuli v pribéhu
dozravani, se méni podle odridy. Kazda ma tedy vlastni vzorec téchto sekundarnich

metabolitd, které 1ze vyuzit pro klasifikaci odrid (Vaquero et al., 2007).

2.2.4 Flavanoly
Pro chut'ové vlastnosti a strukturu vina maji vyznam flavan-3-oly a jejich polymery,
které jsou oznacCované jako taniny (tfisloviny). Slupka a semeno obsahuji jednoduché
flavan-3-oly — katechin, epikatechin, epikatechin galat a epigallokatechin. Trapina
obsahuje taniny také, ovsem pouze v mnozstvi do 5 % celkovych taninti v hroznech
(Souquet et al., 2000).

Taniny (tfisloviny) se ve viné rozdéluji na dvé skupiny — hydrolyzované a
kondenzované. Hydrolyzované taniny nemaji ptivod v hroznech a pro péstitele révy
vinné jsou dulezité zejména taniny kondenzované, které¢ se nachéazeji se ve slupkach,

semenech a trapinach (Mysic¢kova, 2015).

2.2.5 Resveratrol

Resveratrol (3,5,4¢-trihydroxystilben) je polyfenolicka latka a derivat stilbenu patiici
mezi fytoalexiny, tedy nizkomolekularni latky, jez maji antimikrobidlni vlastnosti.
Vznikaji diky vzajemnému plsobeni mezi rostlinou a mikroorganismem a vyznacuji se

pozitivnimi zdravotnimi ucinky. Resveratrol obsahuje dvojnou vazbu v postrannim
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fetézci, diky Cemuz se mize vyskytovat ve formé cis i trans konfigurace — trans
konfigurace je ovsem castéjsi (Orallo, 2006).

Resveratrol se vyskytuje ve formé glukosidt, kde S- glukosyloxy skupina je
vazana v poloze 3 nebo Vvpoloze 4. V rostlinném materialu jsou také pfitomny
oligomery resveratrolu, tzv. konstitutivni stilbeny, které jsou jeho oxida¢nimi produkty.
Spada sem dimer resveratrolu e-viniferin a trimer a-viniferin (Walle, 2011).

Fytoalexiny neboli ,,pfirodni antibiotika“ jsou antimikrobialni a antioxida¢ni
sekundarni metabolity rostlin, které jsou syntetizovany V rostlindich a akumuluji se
v oblasti infekci jako reakce na stres po napadeni houbami, viry, bakteriemi, po
mechanickém poskozeni ¢i ptisobeni UV zéieni. Nékteré fytoalexiny maji antifungalni
¢1 antibakteridlni Gc¢innost, zatimco jiné jsou pifi dané infekci neti¢inné. Nejsou tedy
svym uU¢inkem ekvivalentni protilatkdm, které tvofi vysS$i organismy pii infekcich
(Martin, 2006).

Resveratrol poskytuje réveé vinné prirozenou ochranu proti plisiovym chorobam,
slouzi jako ochrana pied ultrafialovym zéafenim a chrani rostlinu pfed oxida¢nim
stresem. Rostliny jej produkuji pfi stresové situaci ¢i napadeni parazitem (bakterii,
houbou). Jeho nejvyssi koncentrace vSak neni patrna v misté infekce, ale v jejim
nejbliz§im okoli. Dochazi k vytvofeni ,resveratrolové bariéry®, ktera rostliny chrani
pfed oxida¢nimi U¢inky metabolismu paraziti. Po napadeni révy vinné plisni lze
pozorovat, jak rostlina vytvaii bariéru okolo centra napadeni. V misté postizeni je
koncentrace resveratrolu nizka, zatimco jeho maximalni hladiny (az 4x vyssi nez
v napadeném mist€) se nachazi v okolni zon¢ (Baur a Sinclair, 2006).

Modré odridy révy vinné obsahuji resveratrolu a fenolickych latek vice nez
odrudy bilé. Na obsah téchto latek maji vSak vliv i puda, stresové podminky a doba
sklizné hroznu (Bertelli, 2009).

Resveratrol byl poprvé izolovan z podzemni casti rostliny Veratrum
grandiflorum. Od té doby byl nalezen ve vice, nez 70 rostlinnych druzich a s postupnym
zdokonalovanim analytickych metod a s nové ziskanymi poznatky se pocet zndmych
rostlinnych druhti s jeho obsahem zvySuje (Goswami, 2009).

Vyskytuje se v sirokém spektru krytosemennych rostlin, z nichz réva vinna,
podzemnice olejna a borovice jsou hlavnimi predstaviteli. Déale se vyskytuje ve
slupkach a jadérkach bortvek, moruse, cerného rybizu a grapefruitu (Ghanim et al.,
2010).
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Nejvétsi pozornost je vSak v soucasnosti vénovana resveratrolu nachazejicimu se
vV jadérkdch modré révy vinné diky jeho schopnosti slouzit jako marker infekci
zpusobenych Sirokym spektrem patogent. Pool et al. (1981) byli prvnimi, jez tyto
schopnosti pozorovali. Stein a Hoos poté provedli detailnéj$i vyzkum vztahu mezi
citlivosti k plisnovym infekcim a koncentraci stilbeni (resveratrolu a e-viniferinu)
v listech a plodech rozli¢nych zastupcich révovité celedi (Stein a Hoos, 1984). Stein
aBlaich tyto poznatky rozsifili zvefejnénim studie o korelaci mezi syntézou

resveratrolu v bobulich a rezistenci k infekcim (Stein a Blaich, 1985).

Obrazek 1: Molekularni struktura resveratrolu

OH

HO S

OH

Zdroj: Anonym 1 (2015)

2.3 Analyzované krevni parametry potkani

Triacylglycerol

Tuky jsou estery vyssich mastnych kyselin (MK) a trojsytného alkoholu, glycerolu.
Podle poctu esterifikovanych hydroxylovych skupin glycerolu se déli na
monoacylglyceroly (esterifikovana jedna OH skupina glycerolu MK), diacylglyceroly
(esterifikovany dvé OH skupiny glycerolu MK) a triacylglyceroly (esterifikovany
vSechny tii OH skupiny glycerolu MK). Délka fetézci MK v pfirozené se vyskytujicich
triacylglycerolech muze byt rizna, nejcastéji se vsak jedna o fetézce s 16, 18 ¢i 20
atomy uhliku (Vietzke, 2001).

Triacylglyceroly se ve stievech $tépi na monoacylglyceroly a volné mastné
kyseliny béhem procesu lipolyzy. Tento proces probihd za pfitomnosti lipaz a Zluci.
Latky jsou absorbovany enterocyty, ve kterych se opét sestavuji triacylglyceroly
a spole¢né s bilkovinami a cholesterolem jsou vytvafeny chylomikrony, které prendseji

vstiebané tuky ze stfeva do ostatnich tkdni. V krevnim fecisti jsou triacylglyceroly,
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které jsou obsazené v jadife chylomikront Stépeny lipoproteinovou lipazou za vzniku
chylomikronovych zbytki a MK. Ty se vdZou na albumin jako volné MK a slouzi jako
zdroj energie ¢i se ukladaji v tukové tkani jako zasoba triacylglycerola (Fox, 2013).

Syntéza triacylglycerolu probiha pfedevsim v bunikach tukovych tkani. Z fostatu
se nejprve odstépuje ucinkem fosfohydrolazy fosfat za vzniku diacylglycerolu, ktery
nasledovné reaguje s molekulou aktivované MK z acetyl-COA za vzniku
triacylglycerolu. Ten patii spolecné¢ s HDL- a LDL- cholesterolem mezi krevni tuky.
Hormon glukagon je schopen signalizovat lipaze, aby doSlo k zahajeni Stépeni
triacylglycerolt na volné mastné kyseliny, pokud organismus potiebuje mastné kyseliny
jako zdroj energie. Jelikoz mozek neni schopen vyuzivat mastné kyseliny jako zdroj
energie, muze byt glycerolovd slozka pfevedena na glukézu pomoci procesu
glukoneogeneze (Vietzke, 2001).

Tvofti se komplexn¢ z produktli odbouravani sacharidii — pfi jejich nadmérném
piisunu vznika rezervni neboli organovy tuk. Triacylglyceroly jsou tedy tuky ulozené
v tukové tkani (zejména podkozi) a slouzi organismu jako zasobarna energie.
V porovnani se sacharidy a bilkovinami obsahuji vice nez dvojnasobek energie (Vacha
et al., 2004).

Triacylglyceroly jsou v krvi pfenaSeny ve formé rozpustnych lipoproteinovych
¢astic. Jsou hlavni slozkou lipoproteinii s velmi nizkou hustotou, které vznikaji v jatrech
(VLDL) achylomikronii (nejvétsi lipoproteinové cCastice). Maji  dilezitou roli

v metabolismu, jakozto zdroje energie a prenasece tuku (Fox, 2013).

Obrazek 2: Schéma vzniku triacylglycerolu

I
H,C—OH H,C—O0—C—R
O
0 |
HC—OH [ HC—O——C—R
HO—C—R <|3|
H,C—OH H,C—O——C—R
glvcerol mastna kyselina triacylglycerol

Zdroj: Anonym 2 (2007)
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Kyselina mocova

Kyselina mocova neboli také 2,6,8-trioxypurin je bezbarva krystalicka latka, jejiz
rozpustnost ve vod¢ a jinych rozpoustédlech je velmi nizka. Je koncovym produktem
metabolismu purini, které spadaji mezi zékladni stavebni slozky nukleovych kyselin
(DNA a RNA). Puriny jsou také soucasti mnohych koenzymu a ve formé¢ ATP slouzi
jako dulezity zdroj energie pro buiikky. Do krevniho obéhu se dostavaji z potravy, pfi
rozpadu tkanovych nukleotidi nebo z vlastni biosyntézy organismu. Kyselina mocova
je vylucovana piedevsim ledvinami (ze 75 80 %) a zbyla ¢ast (20-25 %) je eliminovéana
gastrointestinalnim traktem, kde mutize dochazet k degradaci bakteriemi na amoniak
a oxid uhli¢ity. Avsak vice nez 90 % kyseliny mocové se zpétné resorbuje do krve
apodili se na antioxida¢ni ochrané organismu pted plsobenim kyslikovych radikali
(Bubnova et al., 1998).

Béhem katabolickych déji jsou nukleové kyseliny, které pochazeji z bunéénych
jader organismu i z potravy S$tépeny na nukleosidy, nukleotidy a baze, jez jsou
v zavéretné fazi CasteCné preménovany pomoci enzymu xanthinoxidazy na kyselinu
mocovou. V této fazi je u primath a ¢lovéka odbourdvani purinovych bazi ukonceno.
Jini savci vSak kyselinu mocovou dale pfeménuji pomoci enzymu urikdzy na allantoin,
jez je ve srovnani s kyselinou mocovou rozpustnéjdi ve vodé. Cést bazi purinu je
pomoci enzymu vyuzita k resyntéze nukleotidt (Teplan et al., 2006).

Kyselina mocova je slouceninou $patné rozpustnou ve vodé. Pii pH pod 5,5 je
vetSina molekul kyseliny mo€ové v nedisociovaném stavu a je tedy v méné rozpustné
formé¢. V takovém piipadé miize vytvaret krystalky. Se stoupajicim pH se vsSak jeji
rozpustnost zvySuje. Pii fyziologickém pH krve je pfitomna zejména v ionizované
formée a s kationty drasliku a sodiku vytvaii urat draselny ¢i sodny, jez jsou Ve vodném
roztoku rozpustnéj$i. K dikazu kyseliny mocové lze vyuzit oxida¢niho Stépeni
koncentrovanou kyselinou dusi¢nou. Pfi reakci dochazi k otevirani imidazolového
kruhu purinu a dvé molekuly produktu pak kondenzuji na kyselinu purpurovou, jejiz
soli jsou barevné. Pridame-li ke kyselin¢ purpurové amoniak, vznika murexid (amonna
sul kyseliny purpurové). Murexidové reakce se pouzivaji k dikazu kyseliny mocové pfi
analyze mocovych kameni (Fox, 2013).

VétsSina modernich metod pro stanoveni koncentrace kyseliny mocové vyuziva
enzymu urikazy, jez premeéiuje kyselinu mocovou na allantoin, oxid uhli¢ity a peroxid

vodiku. Pokles koncentrace kyseliny mocové v reakéni smési je mozné stanovit piimo
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méfenim Ubytku absorbance. Princip této metody vychazi z rozdilnosti absorpénich
spekter allantoinu a kyseliny mocové (Chromy a Fisher, 2000).

Koncentrace kyseliny mocové v krevni plazmé je zéavisla na piijmu purint
potravou, na jejim vyluCovani a na intenzité jeji vlastni tvorby. Klinicky vyznam maji
zejména jeji zvySené plazmatické koncentrace. Hyperurikemie (zvySena hladina
kyseliny mocové v krvi) nastava pfi snizeném vylucovani kyseliny mocové ¢i pii jeji

nadprodukci (Bubnova et al., 1998).

Obrazek 3: Molekularni struktura kyseliny mocové
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Zdroj: Anonym 3 (2015)

Sodik

Sodik je kovem me&kkym, lehkym a stiibrolesklym, ktery 1ze krajet noZem. Dobte vede
teplo 1 elektricky proud, je leh¢i nez voda a plave na ni. V parach sodiku, jez maji
purpurovou barvu, se kromé jednoatomovych ¢astic mizeme setkavat i s molekulami
dvouatomovymi. Rozpousti se v kapalném amoniaku za vzniku temné modrého
roztoku. V piirod¢ sodik vytvaii pouze jeden stabilni izotop, ale v laboratornich
podminkach se podafilo ptipravit nékolik dalSich, siln€¢ nestabilnich izotopt.
Elementarni kovovy sodik lze dlouhodobé uchovévat prekryty vrstvou alifatickych
uhlovodiki jako je nafta nebo petrolej, s nimiz nereaguje (Jursik, 2002).

V piirodé se natrium kvili své vysoké reaktivite vyskytuje jen ve vazbé se
slou€eninami, ve kterych se nachdzi vzdy ve formé jednomocného kationu. Primérny
obsah sodiku v zemské kuie ¢ini 2,3 %. Je tedy ctvrtym nejrozsitenéjSim kovem
a Sestym nejrozsifenéjSim prvkem na Zemi. V mnozstvi 1,05 % je obsazen také

vV moiské vod¢ a vyznamné se tak podili na sloZeni hydrosféry. Ptirodni sodik je tvofen
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stabilnim izotopem 23Na. Nejdulezit¢jSim minerdlem sodiku je kamennd stl (halit)
NaCl. Celkem bylo mineralogicky popsano pies tisic minerald, které tento prvek
obsahuji (Greenwood a Earnshaw, 1993).

Sodik je biogenni prvek (prvek nezbytny pro zivot) a je nejcetnéji zastoupenym
kovem v organismu. Je hlavnim kationtem extracelularnich tekutin, pfi¢emz jeho
koncentrace by méla byt v neménném rozpéti. Pii nizké koncentraci dochazi
k vylu¢ovani vody, ¢imz klesa objem krve, zvySuje se hodnota hematokritu, Klesa
krevni tlak a objevuji se svalové kieCe. Snizuje se také piijem vody a krmiva, ¢imz
klesa uzitkovost zvifat (Zelenka, 2014).

Sodik ma v organismu spolecné s draslikem nezastupitelnou roli pii prenosu
nervovych vzruchid. Princip tohoto procesu spociva v tvorbé elektrického napéti na
povrchu bunétnych membran. Pti ptechodu sodikového kationtu z nitra bunék do
vngjSiho prostfedi vznika elektricky potencial na bunétnych sténach. Uvniti bunék
dochazi k nahrazovani sodiku draslikem. Tento proces je oznacovan jako tzv. sodno-
draselna pumpa (Velisek, 2002).

Spole¢né s draslikem a chlorem reguluje osmoticky tlak v télnich tekutinach
a udrzuje acidobazickou rovnovahu. Dostatek tohoto prvku v potravé udrzuje chut’
k jidlu, ptiznivé ovliviiuje ¢innost srdce, vyvin kosti a hospodareni téla s vodou. Asi
30 % sodiku je ulozeno v kostech a bunécnych strukturach. Vylucovan je nejvice moci,
potem a stolici. Zdroji sodiku je pfedevsim chlorid sodny, dale také hydrogenuhlic¢itan

sodny a chlorid cholinu (Masopust a Prasa, 2004).

Alaninaminotransferaza

Zkracen¢ ALT je cytoplazmaticky enzym nachdzejici se v jaternich bunkach, jez
se uCastni metabolismu a zpracovavani aminokyselin a bilkovin. V mens$i mife se
vyskytuje také v myokardu, kosterni svaloving a v ledvinach (Brodanova, 1997).

Béhem zpracovavani aminokyselin a bilkovin se odehrava proces nazyvany
transaminace. Tato reakce je katalyzovand enzymy, jeZ se nazyvaji transaminazy nebo
aminotransferazy. Pti reakci dochazi k pfenosu amino- skupiny z aminokyseliny na
ketokyseliny a naopak (Murray, 2003).

Funkci alaninaminotransferazy je tedy katalyza reakce, pii které se uskuteciuje
pfenos aminoskupiny z alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku pyruvatu a glutamatu,
ptic¢emz kofaktorem této reakce je pyridoxal-5-fosfat. Uz pii malém poskozeni jaternich

bunék dochazi ke zvySeni permeability cytoplazmatické membrany a ALT se do krve
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dostava ve zvySené mife. Pfi zanétu jater (napf. virové hepatitidy) je zvySeni ALT
nejcasnéjSim indikatorem poruSeni celistvosti membrany hepatocytu, tudiz detekce jeji
vyS$8i koncentrace je ukazatelem na poskozeni jaternich bunék. Aktivita ALT naopak
Klesd pii nedostatku vitaminu B6, jelikoz derivat vitaminu B6 pyridoxalfosfat je
koenzymem aminotransferaz. Predavkovani B—komplexem naopak aktivitu ALT

zvysuje (Brodanova, 1997).

Obrazek 4: Katalyza pi‘enosu -NH; skupiny L-alaninaminotransferazou

COoO0OH COoOOH COOH COoO0OH
| | | |
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CH, CH,
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COOH COOH

Zdroj: Anonym 4 (2015)

Alkalicka fosfataza
Zkracené ALP je enzym patfici do skupiny hydroldz, jez podporuje Cinnost bunék.
Alkalickd fosfataza je glykoproteinem, ktery ve své molekule obsahuje cukerné slozky
(véetné kyseliny sialové). Pro jeji aktivitu je vyzadovana piitomnost Zn?* iontil
v aktivnim centru — je tedy metaloproteinem a zinek slouZi jako kofaktor. V séru vSak
pridavek zine¢natych soli plisobi vzdy inhibi¢né. Nespecifickymi inhibitory alkalické
fosfatazy, jez vazi zinek do silnéjsiho komplexu, nez je samotna vazba s enzymem, patii
naptiklad EDTA a cystein. Enzym je aktivovan ionty Mg?*, Co?" a Mn?* (Racek, 2006).
Vyskytuje se zejména v cytoplazmatickych membranach vystelky zlucovych
cest, kosti, ledvin, stfev a v leukocytech. Rozlisujeme tedy nékolik typii tohoto enzymu
(izoenzymu) podle jeho lokalizace a hovotime pak napiiklad o izoenzymu jaternim
¢i izoenzymu kostnim. Pfi fyziologickych podminkach se v krevni plasmé nachazi
pfevazné jaterni a kostni forma. ALP se z jater, Zlu¢niku a Zlu€ovych cest dostava do
zluci. Strevni izoenzym je odbourava v jatrech a kostni izoenzym se vylucuje
ledvinami. Aktivita celkové alkalické fosfatazy se zvySuje pii onemocnéni jater

a onemocnénich kosti. EXistuje ptredpoklad, ze sérové hladiny kostniho izoenzymu ALP
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zrcadli metabolicky stav osteoblastt — bunck, které jsou odpovédné za kostni
novotvorbu (Brodanova, 1997).

Vyznacuje se schopnosti odstrafiovat fosfatovou skupinu na 3- a 5- pozici
proteinti, nukleotidi a alkaloidii. Tento proces se nazyva defosforylace. Ma vliv na
metabolismus fosfatovych vazeb a podili se na transportu anorganickych fosfati skrz
bunécnou membranu. Ovliviiuje tedy metabolismus makroenergickych fosfatovych
vazeb a tcastni se transportu anorganickych fosfati pfes bunéénou membranu. Jak jiz
jeji nazev naznacuje, funguje nejlépe v alkalickém prostiedi a také neni pfilis
termostabilni. Aktivita celkové ALP se zvySuje pfedevSim pii onemocnéni jater a kosti
(Murray, 2003).

Kreatinkinaza
Zkracen¢ CK je prevazné cytoplazmaticky enzym nachazejici se ve vysokych
koncentracich zejména v srde¢nim a kosterni svalstvu, kde se uplatiuje pii svalovém
stahu. Dale se nachazi v mozku, ale kreatinkinaza z n&j témét nikdy nepiechazi do
krve. Mensi mnozstvi kreatinkinazy je obsazeno také v plicich, v travicim ustroji,
Vv ledvinach, v d¢loze a v jatrech (Vacha, 2004).

Kreatinkinaza je tvofena dvéma podjednotkami, jez jsou dvojiho typu —

M (muscle) aB (brain). Existuji tfi izoenzymy, jez se odliSuji zastoupenim

podjednotek: myokardialni CK-MB (hybridni dimer charakteristicky pro myokard),
svalovy CK-MM (dvé podjednotky M) a mozkovy CK-BB se dvéma podjednotkami
B (Fox, 2013).

Kreatinkinaza katalyzuje fosforylaci (adici fosfatovych skupin na proteiny nebo
jiné organické molekuly) kreatinu na kreatinfosfat pomoci adenosintrifosfatu (ATP). Pti
nedostatku ATP reakce probiha opaénym smérem. Vznikajici kreatinfosfat je
slouceninou energeticky bohatou a dulezitou zejména pro svalovy metabolismus. Jeho
aktivita se vkrvi zvySuje zejména pii poskozeni srdecniho ¢i kosterniho svalstva
(Schlattner et al., 2006).

Mitochondrialni kreatinkindza obsahuje dva typy CK (sarkomerickou a
ubikvitni). Mitochondrialni izoenzymy jsou od cytoplazmy oddéleny vnéjSi membranou
mitochondrie, coz znamena, ze spolu cytoplazmatické a mitochondrialni typy enzymi
nijak nekomunikuji. Pfes vnéj$§i mitochondridlni membranu miiZe pronikat kreatin

a kreatinfosfat, nikoli ATP vytvafeny uvniti mitochondrie (Fox, 2013).
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Obrazek 5: Vratna fosforylace kreatinu
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Zdroj: Anonym 5 (2015)

Cholesterol

Cholesterol je sterol (kombinace steroidu a alkoholu), ktery se nachazi v membranach
bunék vsSech tkani organismu. Nejvyssi koncentrace je v jatrech, mozku, mise,
nadledvinkach a gonadach. Nazev cholesterolu pochazi z feckého cholé (zIuc), stereos
(pevny) a chemické piipony -ol pro alkohol (Silbernagl, 2004).

Jedna se o steroidni latku, jez t€lu pomaha zpracovavat tuky. Spadd mezi
amfipatické slouceniny, coz znamena, ze obsahuje polarni i nepolarni ¢ast. Hydroxylova
skupina reprezentuje polarni ¢ast, diky niz je molekula rozpustnd ve vod¢. Nepolarni
¢ast je zastoupena steroidnim jadrem a uhlovodikovym fetézcem, které jsou rozpustné
Vv tucich. Samotny cholesterol vSak neni dostatecné rozpustny, aby mohl existovat
samostatné v Krvi, a proto se vaze na apolipoproteiny za vzniku lipoproteini. VéEtSina
cholesterolu je v bunkach lidského organismu syntetizovana ,,de novo* a to predevsim
V jatrech a perifernich tkanich. Cast se viak do organismu dostava i exogenni cestou —
resorpci z potravy ve stieve. V krevni plazmé se nachazi asi 30-40 % cholesterolu ve
volné formé, a asi 60-70 % ve formé& vazané (estery cholesterolu). Obvykle je vSak
Vv séru ¢i plazmé stanovovan cholesterol celkovy — tedy volna i esterifikovana forma
soucasng. V<étSina cholesterolu je v séru a plazmé transportovana ve formé LDL
lipoproteint (low density lipoprotein — lipoprotein s nizkou hustotou), méné pak ve
formé¢ HDL (high density lipoprotein — lipoprotein s vysokou hustotou) a VLDL (very
low density lipoprotein — lipoprotein s velmi nizkou hustotou). Jen velmi mala ¢ast
cholesterolu je transportovana v chylomikronech (Myant, 2014).

Koncentrace cholesterolu v krevnim séru je dana vzajemnou interakci mezi
syntézou cholesterolu, jeho resorpci ve stfevé, vyluCovanim a aktivitou
intravaskuldrniho metabolismu. Syntéza cholesterolu v jatrech a v extrahepatalnich

tkanich podléha ptisné regulaci diky zpétné vazbé a hormonalni regulaci (regulace
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syntézy cholesterolu). Zna¢nou mérou se tedy na cholesterolové koncentraci podili
intravaskuldrni metabolismus lipoproteint. ZvySena koncentrace cholesterolu v krevnim
séru nebo plazmé je vysledkem primarni ¢i sekundarni poruchy v metabolismu
lipoproteinu (Silbernagl, 2004).

Cholesterol je tfeba pro vystavbu vSech bunéfnych membran, urCuje jejich
vlastnosti (zajistuje permeabilitu), jejich viskozitu (vy$si podil cholesterolu viskozitu
snizuje) a udrzuje viskozitu stabilni pii zménach télesné teploty. Je také soucasti
bunéénych membran, kde stabilizuje jejich strukturu vazbami OH skupin s polarnimi
¢astmi fosfolipidii a vazbou steroidni ¢asti cholesterolu s fetézci mastnych kyselin. Je
obsazen v intracelularnich organelach (endoplazmatickém retikulu a mitochondriich)
a podili se na mezibuné¢né komunikaci (Myant, 2014).

Dulezita je také ucast cholesterolu pfi syntéze zluci, tedy kyseliny cholové
a chenodesoxycholové (ta mé roli v metabolismu tukl a resorpci v tucich rozpustnych
vitamind — A, D, E, K). Cholesterol je hlavni prekurzor syntézy vitaminu D, steroidnich
hormonti (v€etné aldosteronu a kortizolu), pohlavnich hormonti — estrogenu,
progesteronu a testosteronu. Ma také dilezitou ulohu pro spravnou funkci mozkovych
synapsll a pro imunitni systém. Je cetn¢ zastoupen v lipoproteinech krevni plazmy
a nebyla by bez n& mozna resorpce, transport a utilizace triacylglycerolii a vitamint
rozpustnych v tucich (Masterjohn, 2005).

Pfi stanovovani cholesterolu se pouzivaji v bézné praxi enzymatické metody.
Estery cholesterolu jsou enzymem cholesterol esterazou ptfevedeny na mastné kyseliny
a volny cholesterol. Tento volny cholesterol je oxidovan enzymem cholesterol oxidazou
na peroxid vodiku a cholestenon. Vznikly peroxid je stanovovan fotometricky (Myant,
2014).

Obrazek 6: Molekularni struktura cholesterolu
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Zdroj: Anonym 6 (2015)
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24  Enzymy

Enzymy jsou bilkoviny tvotené ze 100 — 1000 aminokyselin, které v zivych soustavach
katalyzuji biochemické reakce a urcuji jejich smér a specificnost. Donedavna existoval
predpoklad, Ze katalytickou aktivitu maji vylucné bilkoviny, ale poté byla tato aktivita
zjisténa také u jistych RNA (ribozomi). Predpoklada se, ze prvnimi biokatalyzatory
byly nukleové kyseliny a teprve po nich tuto funkci pievzaly enzymy (Murray, 2003).

Enzym je tedy bud’ ¢isté bilkovinné povahy (mimo uvedenou vyjimku) nebo
obsahuje jesté nizkomolekularni skupinu, jez muze byt pevné navazand na bilkovinny
nosic (apoenzym) — pak se nazyva prosteticka skupina. Pokud je disociabilni, nazyva se
koenzym ¢i také kosubstrat (Alberts, 2002).

Specifi¢nost enzymil znamend, Ze enzymy obvykle pfeménuji jeden nebo
nckolik malo substrati, a to jednim definovanym zplsobem. Pro vSechny enzymy
je charakteristicka katalyticka funkce, coz znamena, Ze snizuji aktivaéni energii, ktera
je nutna pro prubéh chemické reakce — ovliviiuji jeji rychlost. S nartstajici koncentraci
substratu se rychlost reakce zvysuje proto, Ze se stale vice molekul enzymu zapojuje do
reakce — zvySuje se mnozstvi reagujicich molekul, a tedy i produktu. Rychlost reakce
se vSak postupné zpomaluje se zvySujici se koncentraci substratu. A to proto, Ze
je obsazovano stale vice molekul enzymu. Molekuly substratu se k enzymu dostavaji
zavisla na schopnosti enzymu zpracovat substrat na produkt. Tato schopnost je
nazyvana jako ¢islo pfemény (Vodrazka, 2007).

Mechanismus ucinku enzymii, tedy zpasob, jakym snizuji aktivacni energii, je
rizny. Prvnim z nich je zména trojrozmérného tvaru substratu molekulou enzymu. Ten
uvede substrat do takové polohy, pfi které v ném vyvold na dané vazbé pnuti, které
navic ovlivni vhodné umisténymi postrannimi fetézci aminokyselin takovym zplisobem,
ze dojde ke snazSimu Sté€peni této vazby. Jiny mechanismus se nachdzi pii reakcich
s vice ligandy, kdy enzym reaktantim umoziuje vzajemnou orientaci optimalni pro
reakci nasledujici. Mnohé enzymy také pfechodné vytvareji kovalentni vazby mezi
svym postrannim fetézcem a substratem — dochazi pak k tvorbé produktu a postranni
fetézec se navraci do puvodniho stavu (Matous, 2010).

Pusobeni enzymi se vysvétluje tvorbou enzym-substratového komplexu.
Obdobn¢ jako protilatka, vyuziva i enzym svou schopnost vazat jiné makromolekuly ¢i
latky nizkomolekularni — ligandy. Tyto vazby jsou zejména nekovalentni (pfedevsim se

jedna o vodikové mustky). Enzymy vazou ligandy (zvané v tomto piipad¢ substraty),

24



V mist¢ nazyvaném aktivni centrum enzymu a vytvaii snimi enzym-substratové
komplexy, jez se nasledné rozpadaji na produkty. Ze specifické interakce enzymu se
substratem za vzniku enzym-substratového komplexu a zjeho bilkovinné povahy
vyplyvaji 1 dal$i vlastnosti enzymovych systému, jako napiiklad ovlivnéni faktory
chemické a fyzikalni povahy. Hlavni vliv zde ma teplota, pH, a kompetitivni nebo
nekompetitivni inhibitory (Murray, 2003).

Enzymy lze rozdélit do Sesti hlavnich enzymovych tfid podle typu reakce, kterou
katalyzuji. V zivych soustavach jsou nejcetnéjsi transferazy (alaninaminotransferaza,
kreatinkinaza), dale oxidoreduktdzy, hydrolazy (alkalickd fosfataza), lydzy, izomerazy
a v nejmensim poctu jsou zastoupeny ligazy (Vodrazka et al., 1998).

Znalost enzymologie je dulezitd pro pochopeni normélnich i patologickych
pochodl v organismu. Enzymy tedy mohou slouzit jako indikatory patologickych
procesit — stanovuje se katalyticka koncentrace enzymi. Vzhledem k jejich relativné
snadné dostupnosti pti odbéru krve ze zily se nejcastéji vyuzivaji plasmatické (sérové)

enzymy (Matous, 2010).

2.5  Tézké kovy
Pojem tézky kov vznikl v souvislosti se $kodlivymi ucinky kadmia, olova a rtuti
a spojuje je vyssi hustota, neZ ma zelezo. Dnes se ovSem oznaceni pouziva i pro jiné
podobné toxické kovy a polokovy bez ohledu na jejich hustotu — naptiklad arsen,
kobalt, méd’ ¢i nikl (Kumar, 2013).

V ptirodé vznikaji téZké kovy nej€astéji zvétravanim hornin a rud danych kovi.
V atmosféie pak vznikaji vétSinou lidskou cEinnosti (metalurgickym primyslem,
spalovanim fosilnich paliv, automobilovou dopravou) a vyskytuji se ve formé aerosolu
a popilku. Jedna se zejména o polutanty kadmia, olova, rtuti ¢i arsenu (Nagajyoty,
2010).

Mezi t€zkymi kovy lze nalézt prvky, které jsou pro organismus nezbytné
a prospésné jako je méd’ ¢i zinek. Ve vétSim mnoZzstvi vSak zdravi poskozuji, jelikoz
jsou schopné vazat strukturni bilkoviny, nukleové kyseliny a enzymy, ¢imz ovliviiuji
jejich funkénost. Na bunécéné trovni jsou toxické ucinky vysledkem vazby kovu
aenzymu, kde dochazi k tvorb¢ stabilniho, ale neaktivniho komplexu, jez inhibuje
zivotné dulezité bunééné pochody. Ptiznaky otravy tézkymi kovy se 1isi dle druhu
a mnozstvi, jez bylo piijato. Toxické ucinky se projevuji ruizné¢ — od dermatitid, pies

poruchy traviciho traktu az k poskozeni a selhavani organi. Obecné vSak lze fici, ze
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dlouhodobé vystaveni témto koviim ma karcinogenni U¢inky a dochazi k poskozeni

ob&hové a nervové soustavy (Raikwar, 2008).

251 Kadmium

Kadmium je mékky, lehce tavitelny a toxicky t€zky kov, ktery je do biosféry uvoliiovan
mnoha antropogennimi ¢innostmi. Tyto emise predstavuji asi jen deset procent kadmia
uvoliiovaného do atmosféry — zbytek piipada na cinnosti pfirodni. Kontaminanty
produkované lidskou ¢innosti jsou vSak mnohem Skodlivéjsi a casto vedou k silnému
lokalnimu znecisténi. Environmentalni znecisténi kadmiem piinaSi zdravotni rizika,
a proto bylo v poslednim desetileti pfedmétem mnoha vyzkumu (Sandbichler, 2016).

Nebezpeci kadmia spociva v jeho chemickém sloZzeni — to je velice podobné
zinku, diky ¢emuz mulze snadno vstupovat do mnoha enzymatickych procest
v organismu a nasledné biochemické pochody poté neprobihaji obvyklym zptisobem
(Hayes, 2008). Tento stav mize vést k malfunkcim proteini a mulze zpisobovat
bunéénou smrt. Ma schopnost naruSovat metabolismus nékterych prvkii — nejcastéji
Zeleza a vapniku. NaruSeni metabolismu Zeleza zptisobuje rozpad enterocyti a v piipadé
naruseni metabolismu vapniku dochézi k odvapnéni kosti. Dale zptisobuje také vysoky
krevni tlak, poskozeni ledvin a reprodukénich organti. Kadmium ma navic schopnost
zesilovat toxické ucinky jinych kovi (Serero, 2008).

DalSim rizikem je fakt, Ze se jednd o mimofadné kumulativni jed. Kadmium, jez
se do organismu primarné dostava vdechovanim, z potravy a z vody se z téla vylucuje
jen velice pozvolna a komplikované — polo€as vylucovani mize byt az 30 let.
Ke kumulaci dochazi zejména v ledvinach a jatrech, ¢imz dochazi K jejich poskozeni.
Akutni vystaveni kadmiu primarné zptsobuje poskozeni jater. Dale pfispiva k anémii,
zvySuje riziko srdecné¢ cévnich onemocnéni a dlouhodobd expozice mulZe vést
k chronickému emfyzému (vzduchové rozedme). Toxicky Géinek kadmia spociva v jeho
schopnosti inhibovat sulfhydrylové enzymy. Jedna se navic o prokazatelné karcinogenni
prvek se schopnosti oxida¢niho stresu a jeho vysoké hladiny v organismu zvysuji riziko
rakovinného bujeni (Johri et al., 2010).

2.5.2 Znec€isténi Zivotniho prostredi
Dle oblasti vyskytu lze rozdélit znecisténi Zivotniho prostiedi kadmiem na zneciSténi
pudni, vodni a atmosférické. Jelikoz se vSak tyto oblasti vzajemné prolinaji a ovliviuji,

nelze jejich piisobeni jednoznaéné rozlisit. Kadmium, jez je emitovdno do ovzdusi se
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posléze hromadi ve vod¢ a ptid¢, ze kterych vstupuje do potravinového fetézce. Mezi
hlavni zdroje znecisténi zivotniho prostiedi patii exhalaty ocelafského a energetického
pramyslu, odpadni vody a naftové motory. Kadmium je také obsazeno ve fosforecnych
hnojivech (Jarup a Akesson, 2009).

Pfi znecisténi ovzdusi se kontaminujici latky atmosférou §ifi pomoci proudéni
adifuzi. Jedna se o nejsnadnéjS$i a nejrychlejsi zpusob Sifeni kadmia v Zivotnim
prostiedi. Z ovzdusi jsou pak odstranovany mokrym a suchym spadem. Kadmium se
vaze prevazné na castice jemné frakce (s aerodynamickym pramérem do 2,5 um), jez
jsou spojovany s nejvetsim negativnim vlivem na zdravi (Martin, 2012).

Pii znecisténi vody je toxicita zna¢né ovlivnéna formou, ve které¢ se kadmium
vyskytuje. Organické, anorganick¢é a méné rozpustné komplexy zpravidla vykazuji
mensi toxicitu nez ionty jednoduché (Forstner et al., 2012). Povoleny limit kadmia
v pitné¢ vod¢ stanovuje vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., ve znéni pozdé¢jsSich zékond,
0 hygienickych pozadavcich na pitnou vodu. Limitni hladina ve vyhlasce je stanovena
na 5 pg/l (NMH — nejvyssi mezni hodnota). Natizeni vlady 61/2003 Sb., udava hodnoty

ptipustného znecisténi povrchovych vod, které pro kadmium ¢ini 1 pg/l.

2.6 Volné radikaly
Radikal ¢i volny radikal je ve fyziologii oznaCeni chemického radikélu, ktery zvySuje
oxidativni charakter a redoxni reakce ve vnitinim prostfedi organismu — bunék, krve,
tkani a organti. Snizuje antioxidacni rezistenci vnitiniho prostfedi a stava se tak
radikalem biologickym. Latky s charakterem radikalii se do organismu mohou dostavat
endogenni 1 exogenni cestou. Vznikaji vystavenim organismu priamyslovym
polutantiim, zafeni, nemoci, stresu ¢i chemickym latkam z pesticida (Rattan, 2006).
Volnymi radikdly jsou oznafovany molekuly s neparovym elektronem ve
valenéni sféfe, které jsou schopny samostatné existence. Vznikaji tfemi zplsoby:
Stépenim kovalentni vazby, redukci (tedy pfidanim jednoho elektronu) ¢i oxidaci
(ztratou jednoho elektronu). Pfi oxidaci se na misto neparového elektronu navéze
molekula kysliku, ¢imZ vznika peroxylovy radikal. Ten se snaZi z jiné slouceniny ziskat
chyb¢jici elektron — dochazi ke vzniku volného radikalu, ktery vlastni neutralizaci
vytvaii dalsi volny radikal. Vznika fetézova reakce a k jejimu pireruseni dochéazi vazbou
dvou radikalli na sebe ¢i reakci volného radikélu s antioxidantem. Nez vSak k tomuto
jevu dojde, mohou od poc¢atku reakce béhem nékolika vtetin vzniknout tisice volnych

radik4ld (Bland, 2009).
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Volné radikaly plni v organismu mnoho dtlezitych fyziologickych funkci.
Dnesni formy Zivota by se bez radikalovych reakci nevyvinuly, jelikoz tak velké
mnozstvi energie, které bylo tieba k jejich vystavbé, bylo mozné za danych podminek
uvolnit jen pfenosem elektronti ze Zivin na kyslik. Volné radikaly jsou tedy béznymi
produkty aerobniho metabolismu, které vsak mohou byt vlivem patofyziologickych
podminek (nemoci, po poziti jedu ¢i tézkych kovii) tvofeny ve zvySené mite (Pham-huy
et al., 2008).

Pro Zzivé organismy jsou volné radikdly vysoce rizikové jejich vysokou
reaktivitou. Pii biochemickych reakcich vznikaji reaktivni formy dusiku (reactive
nitrogen species — RNS) a reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS).
ROS tvofi kyslikové ¢i oxidaéni radikaly, které jsou zodpovédné za oxidativni stres.
Vznikaji jako meziprodukt respirace pii oxidaci vodiku kyslikem na vodu (za tcasti
enzymu cytochromoxidazy). Spadaji sem hydroxylové radikaly, superoxidovy radikal,
peroxid vodiku, singletovy kyslik a rozli¢né lipidové peroxidy. Urcité mnozstvi ROS je
V organismu tifeba k imunitni ochrané organismu, ale ve vétS§im mnozstvi mohou byt
nebezpecné, jelikoz zplsobuji oxidacni poSkozeni lipida tzv. lipoperoxidaci — oxidacni
poskozeni mastnych kyselin, bilkovin, enzymi a makromolekul. Organismus se jejich

Skodlivému plsobeni brani antioxida¢nimi obrannymi systémy (Luis et al., 2006).

2.7  Antioxidanty

Studium antioxidacnich komponent u hroznovych semen a jejich potencidlni benefit na
organismus predstavuje nejveétsi piinos v jejich vyzkumu. Z vysledki vyplyva, zZe
seminka révy vinné obsahuji velmi vysoky obsah antioxida¢nich slozek, které jsou
zdravi prospésné (Sen et al., 2010).

Antioxidant je molekula, ktera inhibuje oxidaci jinych molekul. K vyrovnavani
se spusobenim reaktivnich oxida¢nich forem si rostliny i zivocichové vytvofili
antioxida¢ni ochranné systémy. Ty zahrnuji rozmanit¢ komponenty, endogenni
I exogenni povahy, které synergicky neutralizuji volné radikaly (Navrot et al., 2007).

Terminem exogenni antioxidanty jsou oznacovany zejména dvé skupiny latek.
Jedna se o primyslové chemické latky, které jsou ptfidavany k produktim, aby
zabranovaly jejich oxidaci a poté ptirodni chemické slozky potravin, které by mély
ptiznivé ovliviiovat zdravi (Valko et al., 2007).

Antioxidanty Ize rozdé¢lit do tii zakladnich skupin. Prvni z nich jsou enzymové

antioxidanty, mezi které patii superoxid dismutaza ¢i glutation peroxidaza. Superoxid
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dismutaza katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku. Na jeho nasledné
odstranéni V téle existuje vice mechanismil, napt. glutathion peroxiddza, kterd jej
redukuje. Druhou skupinou jsou hydrofilni antioxidanty, mezi které spada vitamin C,
kyselina mocova Ci selen. Jedna se o antioxidanty rozpustné ve vodé a uc¢inkuji zejména
v extracelularni tekutin€. Tteti skupinou jsou hydrofobni antioxidanty, kde patii vitamin
E, ubichinon (koenzym Q 10) a B-karoten. Tyto antioxidanty rozpustné v tuku mohou
pronikat buné¢nou membranou a pisobit tak intracelularné (Pham-huy et al., 2008).

Patii sem také kovy vazajici proteiny jako ferritin, laktoferin, albumin a
ceruloplazmin, které jimaji volné Zelezné ionty a jsou schopné katalyzovat oxidativni
reakce. Neméné vyznamné jsou i fytonutrientni antioxidanty pochazejici z Sirokého
spektra rostlinné potravy (Bland, 2009).

Je vSak nutné brat v potaz, ze polyfenoly, u kterych byly védeckymi studiemi
prokazany antioxida¢ni vlastnosti in vitro, nebyly prokazany jako dietetické

antioxidanty in vivo (Goldberg a Soles, 2011).

2.8 Vyuziti hroznovych semen

Jelikoz se neupravena hroznova semena pouzivaji jen velice malo, vyuzivaji se spise
jejich pokrutiny (po extrakci vhodnym rozpoustédlem vznika extrahovany Srot),
popiipadé se semena Srotuji a vyrabi se z nich pelety (Khanal et al., 2009).

Odpadem z produkce vina jsou pokrutiny hroznovych semen v objemech
milionti tun. Ty i poté, co prosly kvasenim a maceraci obsahuji vysoky podil antokyanti,
které mohou byt dale vyuzivany. Jsou dobrym zdrojem prospéSnych polyfenolt
a antioxidantd, zejména pro prezvykavce (Sousa et al., 2014).

Kvuli vysokému obsahu vlakniny (ligninu) a nékterych fenolickych sloucenin
jsou pokrutiny hroznovych semen pomérn¢ Spatné stravitelné pro prasata i dribez
a pouziti v jejich vyziveé jako zdrojui energie a bilkovin se pfili§ nedoporucuje. Mohou
vsak byt (vzhledem k rozdilnosti ve fyziologii traviciho ustroji) vyuzivany ke krmeni
prezvykavci, koni a kralikti. Pokrutiny mohou byt zkrmovany Vv Cerstvém stavu, ale
vzhledem K tomu, Ze snadno podléhaji zkaze a jsou produkovany sezénné, je pro
dlouhodobé uchovavani ¢astéjsi jejich suseni ¢i silazovani (Khanal et al., 2009).

V roce 2016 bylo vyprodukovano 40 miliont tun Cerstvych hroznt, jez byly
zpracovany na vino ¢i ovocné S§tavy. Snadnym vypoctem s pouzitim koeficientu 0,15
(ktery predstavuje mnozstvi ziskanych pokrutin z pivodni suroviny) se mnoZzstvi

vysuSenych pokrutin celosvétové pohybovalo okolo 6 milionu tun (Wadhwa, 2013).
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Pokrutiny obsahuji slupky, duzninu a obvykle také hroznova semena. Ponechani
trapiny na hroznech béhem jejich mackéni, lisovani a dokonce i b&hem jejich
fermentace byvalo v minulosti soucasti bézné praxe. Na taniny bohata tfapina davala
vinu nahotklou, sviravou a bylinnou chut. Nicmén¢ se tento typ vina stal nepopularni
a pii soucasné vyrob¢ vina se tento postup jiz davno nevyuziva (vino se lisuje az po
odstranéni trapiny). Pokrutiny bez tfapin se skladaji ze 40 % z hroznovych semen a z 60
% ze slupek a duzniny (Khanal et al., 2009).

Cerstvé hroznové pokrutiny obsahuji 65-68 % vody a rychle podléhaji zkaze,
a proto musi byt (pokud nejsou pouzity k pfimému zkrmovani) suseny ¢i silazovany.
Pokrutiny jsou obvykle suseny ve velkych rota¢nich valcovych susi¢kach. Material je
vkladan vrchem, kde se horky vzduch vhanény velkymi vétraky misi s pokrutinami
a odparovana vlhkost je odvadéna ze suSicky ven. Jeste¢ caste¢né vlhké pokrutiny
prochazeji zéonou s horkym vzduchem, ktery vznika spalovanim plyni v koncové casti
suSicky. VysuSené pokrutiny jsou poté mlety kladivkovym Srotovnikem na jemny
prasek, ktery mize byt ddle michan s malym mnozstvim melasy pro zlepSeni obsahu
energie a chutnosti (Février et al., 2009). Suseni by mé¢lo probihat kontinualné po dobu
20 minut pii teploté 120 °C. Vysledny suchy prasek se mele a miize byt formovan do
pelet pii teploté 85 °C (Moate et al., 2014).

SilaZovani pokrutin je vyuZivano ve vychodni Evropé jiz od 19. stoleti jako
efektivni metoda konzervace pro zimni krmeni hospodaiskych zvifat. JelikoZ jsou
pokrutiny jiz samy o sob¢ kyselé, mohou byt pomérn¢ snadno silazovany. Pro zajisténi
dobré kvality silaze je nejvhodnéjsi vyuzivat uzaviratelnych polyetylenovych pytli.
Bylo prokéazano, Ze silaZovanim dochazi ke snizeni obsahu kondenzovanych tanint
I saponint a ke zleps$eni vyzivovych hodnot pokrutin (Winkler et al., 2015).

Pokrutiny a jiné zbytky po zpracovani hrozni mohou pii kontaktu se zivotnim
prostiedim zptsobovat jeho znecisténi — maji negativni vliv na kvalitu pidy, podzemni
vody a mohou nepiijemné zapachat. Pfitahuji také mouchy a jiné Skidce. Pouziti
pokrutin jako hnojiva pro vinice mize zplisobovat fytopatologické problémy. Nalezeni
vhodnéjsiho vyuziti téchto odpadnich produktd (véetné vyuziti jako krmiva pro
hospodaiska zvifata) je nezbytné¢ nutné a je na né vytvaren silny legislativni tlak

(Bordiga, 2016).
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3 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vliv hroznovych seminek na zdravotni stav

laboratornich potkanti v zavislosti na ptidavku kadmia do diety.

Hypotéza: Hroznova semena diky své antioxidacni aktivit¢ zmirni negativni dopad

kadmia na zivo¢i$ny organismus.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1  Biologické vzorky

Predmétem experimentalni studie byla semena odridy Vitis vinifera L., konkrétné
odridy Frankovka. Material byl ziskan z ustavu vinohradnictvi a vinafstvi v Lednici.
Lednice je obec lezici na jizni Moravé v Mikulovské vinatské podoblasti v nadmotské
obci dosahujici primérnych hodnot ro¢niho thrnu srazek okolo 550 mm, primeérné

ro¢ni teploty ptes 9 °C a vice nez 2000 hodin plného slune¢niho svitu.

4.2 Pribéh pokusu

Pokus byl uskuteénény v experimentalnim zafizeni Ustavu vyzivy zvifat a picninafstvi
Mendelovy univerzity v Brné (v souladu se zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani
¢. 246/1992 Sh.).

V laboratofi byly monitorovany mikroklimatické podminky, které byly
limitovany zejména teplotou, jez byla méfena piistrojem Datalogger S3120. Teplota
byla udrzovana v rozmezi 23 °C + 1 °C. Dale byla shodnym pfistrojem monitorovana
stald vlhkost vzduchu, kterd byla udrZzovana klimatiza¢ni jednotkou na hladiné 60 %.
Fotoperioda byla fizena uméle dle schématu 12 hodin den a 12 hodin noc, o maximalni
intenzité osvétleni 200 IX.

Jako modelova zvifata pro tento experiment byli pouziti laboratorni potkani
kmene Wistar albino. Primérna hmotnost potkanti na zacatku pokusu byla 235 + 3
gramy. Experimentdlni sledovani trvalo 28 dni. Pokusnd zvifata byla ustijena
v plastovych boxech s rosty a méla po celou dobu trvani experimentu piistup ke krmivu
ad libitum.

Potkani byli rozdéleni do 4 skupin a v kazdé skupiné¢ bylo ustajeno 6 potkand.
Prvni skupina (kontrola) potkanli (n = 6) slouZila jako kontrolni a zvifatim nebyl
podavan extrakt z hroznovych semen ani kadmium. Druhé skupiné (extrakt) zvifat
(n=6) byl davkovan extrakt v davce 1800 mg extraktu/potkana/den. Tieti skupiné
(extrakt a kadmium) potkani (n = 6) byl davkovan extrakt v davce 1800 mg
extraktu/potkana/den a kadmium v mnozstvi 60 mg kadmia/potkana/den. Ctvrté skuping
(kadmium) potkant (n = 6) bylo davkovano kadmium ve formé chloridu kademnatého

v mnozstvi 60 mg kadmia/potkana/den.
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Pokusnym zvifatim (druhé, tieti a ¢tvrté skupin€) byl hroznovy extrakt ¢i
kadmium (popiipad¢ jejich kombinace) podavan ve formé roztoku — rozmichanim
V napdjeci vod¢ s piidavkem Izicky cukru vzdy ve stejnou denni dobu. VSem skupinam
byla zkrmovana monodieta ze seSrotované pSenice ad libitum.

Polovina potkanti z kazdé skupiny byla po 14 dnech trvani pokusu usmrcena.
Druhd polovina byla usmrcena po 28 dnech trvani pokusu. Ze zvitat byly ziskany
vzorky plné krve. K jejich odbéru byly pouzity zkumavky s antikoagulantem heparin.
Vzorky byly po odbéru podrobeny patfiénym analyzam ve Veterinarni laboratofi
VLAB, LABtechnik s.r.0. v Brné.

4.3  Analyza vzorki
U vzorkl plné krve byly stanovovany biochemické markery. Biochemické analyzy byly
provadény na automatickém biochemickém analyzatoru Mindray 400 (Vyrobce
CORMAY, Polsko). Reagencie pro analyzatory Mindray BS400 jsou dodéavany
v reagen¢nich nadobkach vyrobce a kazdd nadobka je opatfena carovym kodem
umoznujici pfimé vloZeni a nacteni informaci o reagencii analyzdtorem. Reagencie
spliuji pfisné pozadavky na kvalitu a jsou pln¢ certifikovany jako in vitro diagnostika
dle norem EU.

Vysledky analyz byly vyjadfeny jako aritmeticky primér tfi stanovenych hodnot
krevniho parametru ve skupiné + smérodatna odchylka. Tabulky ivypocty byly
zpracovany v programu EXCEL, ktery je sou¢asti MS OFFICE 365 ProPlus.

4.4  Statisticka analyza

Data z laboratofe byla statisticky zpracovana pomoci programu STATISTICA.CZ,
verze 10.0 (Ceskd republika). Vysledky byly vyjadfeny jako stfedni hodnoty
+ smérodatnd odchylka (Standard Deviation, SD). Statistickda vyznamnost byla
stanovena zkoumanim zakladnich rozdilt mezi skupinami s pouzitim Scheffova testu

(ANOVA) jednofaktorové analyzy. Rozdily s P < 0,05 byly povazovany za vyznamné.
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5 VYSLEDKY

Je znamo, Ze hroznova semena obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich
komponent. Dukazy pro toto tvrzeni zahrnuji mnohé védecké studie poukazujici na
jejich farmakologicky a terapeuticky potencial. Na druhou stranu, problematika
zabyvajici se ochrannym efektem extraktu z hroznovych semen proti poskozeni
organismu zpusobenému stresory (kadmiem) vSak prozatim nebyla dostateCné
prostudovana.

Béhem experimentu byly pokusnym potkaniim ve vod¢ podavany rizné hladiny
hroznového extraktu (0 mg a 1800 mg extrakt/potkan/den) a kadmia (0 mg a 60 mg
CdCly/potkan/den). Byl sledovan vliv pfidavku hroznového extraktu z odridy

Frankovka na biochemické markery v krvi experimentalnich zvirat.

5.1  Vliv riznych hladin hroznového extraktu a kadmia na mineralni profil
Souhrnné vysledky koncentraci mineralnich latek v krevni plazmé laboratornich
potkanii zobrazuje tabulka 2. Z této tabulky muzeme vypozorovat, ze koncentrace
sodiku byla nejvyssi 14. den experimentu u skupiny potkant s ptidavkem kadmia (0 9,9
mmol/l). Na konci pokusného sledovani (28. den) jsme sledovali prikazné snizeni
sodiku (P < 0,05) u skupiny s pfidavkem extraktu a kadmia do diety o 14,5 mmol/l
V porovnani s kontrolni skupinou zvifat.

Mnozstvi drasliku v krevnim séru 14. den pokusu bylo nejniz§i u skupiny
s ptidavkem kadmia o 0,7 mmol/l v porovnani s kontrolni skupinou zvifat. Na konci
experimentu bylo pozorovano zvySeni drasliku u skupiny s pfidavkem extraktu
a kadmia do diety o 2,8 mmol/l a sniZeni u skupiny s ptidavkem kadmia o 1,1 mmol/I.

Koncentrace chloridi v krevnim séru byla nejvyssi 14. den experimentu
u skupiny potkant s ptidavkem kadmia (o 4,7 mmol/l) v porovnani s kontrolni skupinou
zvitat. 28. den pokusného sledovani bylo pozorovano prikazné snizeni chlorida (P
< 0,05) u skupiny s piidavkem extraktu a kadmia do diety o 4 mmol/l.

Hodnoty véapniku ztstaly témét nepozménény. 14. den pokusu byl zaznamenan
mirny pokles koncentrace vapniku v krevnim séru u skupiny s pfidavkem extraktu
a u skupiny s pridavkem extraktu a kadmia (o 0,1 mmol/l). Na konci pokusného
sledovani 28. den jsme sledovali sniZzeni vépniku u skupiny s pfidavkem extraktu

a kadmia do diety 0 0,1 mmol/l v porovnani s kontrolni skupinou zvifat.
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Koncentrace hoi¢iku 14. den experimentu poklesla u skupiny s piidavkem
extraktu (00,1 mmol/l). Na konci experimentu bylo pozorovano prikazné snizeni
hoi¢iku (P < 0,05) u skupiny s piidavkem extraktu 0 0,2 mmol/l a priukazné snizeni (P

< 0,05) u skupiny s piidavkem kadmia o 0,2 mmol/l v porovnani se skupinou kontrolni.

Tabulka 2: Mineralni profil

Mineralni Dn Kontrola Extrakt Extrakt + Cd Cd
latky y (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
Sodik 14 133,84+ 1,91 131,6 +£10,69 140,3+2,08 143,7+9,03

odi
28 130,9+8,61 1272+6,61 1164+144 129,8+5,55
14 4,9+0,31 54+1,72 4,4+ 0,46 4,2+0,97
Draslik
28 7,4 +0,91 7.4+ 2,08 10,2 £ 2,41 6,3+1,13
) 14 100,4 + 0,67 97,8 +2,88 102,5+ 1,27 105,1 +£6,94
Chloridy
28 98,6 £2,55 97,4 +2,10 946 +1,31 97,4 £ 3,55
14 2,2+0,07 2,1+0,15 2,1 £0,08 2,2+0,12
Vapnik
28 2,2+0,19 2,2+0,04 2,1 £0,15 2,2+0,02
14 0,9 +0,02 0,8 +£0,09 0,9+0,13 0,9 +£0,07
Hor¢ik
28 1,3+0,02 1,1 £0,15 1,3+ 0,06 1,1 £0,04

5.2 Vliv riznych hladin hroznového extraktu a kadmia na enzymaticky profil

Tabulka 3 uvadi koncentrace enzymu v krevni plazmé laboratornich potkant. V této
tabulce mizeme vidét, ze koncentrace alaninaminotransferazy byla nejvyssi 14. den
experimentu u skupiny potkanti s ptfidavkem kadmia (o 1,3 mmol/l). Na konci
pokusného sledovani 28. den jsme pozorovali zvySeni alaninaminotransferazy u skupiny
s pfidavkem extraktu a kadmia do diety 0 5,1 mmol/l v porovnani s kontrolni skupinou
zvirat.

Hodnota alkalické fosfatazy v krevnim séru se 14. den pokusu priukazné
snizila (P < 0,05) u skupiny potkani s ptidavkem extraktu a kadmia o 0,39 mmol/l
Vv porovnani s kontrolni skupinou zvifat. Na konci pozorovani bylo sledovano prikazné
snizeni (P < 0,05) alkalické fosfatazy u skupiny s ptidavkem kadmia do diety o 0,65
mmol/l.

v

potkant s ptidavkem kadmia (o 3,1 mmol/l). Na konci pokusného sledovani, 28. den
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jsme sledovali snizeni amylazy u skupiny s piidavkem extraktu do diety o 0,5 mmol/I

V porovnani s kontrolni skupinou zvifat.

Tabulka 3: Enzymaticky profil

Enzymy Dny Kontrola Extrakt Extrakt + Cd Cd
(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
ALT 14 0,9+0,16 1,4+0,64 1,1+0,21 2,2+1,23
28 2,0+ 0,87 1,6+1,10 7,1 +£5,59 1,2+0,23
ALP 14 1,4+0,31 1,5+0,52 1,01 £0,06 1,20+ 0,75
28 1,9+0,22 1,8 +0,55 1,32+ 0,19 1,25+ 0,13
14 12,3+1,05 10,8 +1,06 11,4+ 0,96 9,2+2,37
AMYL

28 14,1+0,85 13,6+1,55 144+1091 14,0+ 0,79

5.3  Vliv riznych hladin hroznového extraktu a kadmia na krevni profil
Tabulka 4 zobrazuje vysledné koncentrace vybranych krevnich parametrti v krevni
plazmé potkand. Z této tabulky muzeme vyvodit, Ze koncentrace triacylglycerola byla
mmol/l) a u skupiny s pfidavkem kadmia (o 0,1 mmol/l). Na konci pokusného sledovani
28. den jsme sledovali zvyseni triacylglycerolt u skupiny s piidavkem extraktu do diety
0 0,7 mmol/l v porovnani s kontrolni skupinou zvitat.

Hodnota urey v krevnim séru byla nejvyssi 14. den pokusu u skupiny potkanti
s ptidavkem kadmia o 1,7 mmol/l v porovnani s kontrolni skupinou zvifat. Na konci
pozorovani bylo sledovano snizeni urey u skupiny s ptidavkem extraktu do diety o 1,1
mmol/I.
u skupiny potkanti s piidavkem extraktu (o 0,3 mmol/l). Na konci pokusného sledovani
28. den jsme sledovali snizeni cholesterolu u skupiny s piidavkem extraktu do diety

0 0,1 mmol/l v porovnani s kontrolni skupinou zvitat.
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Tabulka 4: Krevni profil

Krevni bn Kontrola Extrakt Extrakt + Cd Cd
parametry y (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)
14 0,8+0,13 0,8+0,12 0,7+ 0,09 0,7+0,27
TG
28 0,8+0,27 1,5+0,83 1,2+0,61 1,3+0,83
14 7,4+1,36 7,4 +2,08 7,7+£0,56 9,1+1,63
Urea
28 7,3+0,52 6,2 +0,92 72+1,11 7,4+1,50
14 1,9+0,31 1,6 £0,41 1,8+0,52 1,8+0,38
CHOL
28 1,7+0,12 1,6 +0,29 1,7+0,11 1,8+0,28
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6 DISKUZE

O studiu ucinku biologicky aktivnich komponent hroznovych semen v kombinaci
s kadmiem prozatim nebylo vypracovano mnoho studii. Autofi se specializuji spiSe na
antioxidacni potencial hroznovych semen, na studium resveratrolu a na obsah
polyfenolickych sloucenin —tato problematika byla popsana v Casti literarni reSerSe.
V diskuzi jsou tedy uvedeny védecké prace, ve kterych byl studovan vliv kadmia
a hroznovych semen na krevni parametry u potkant.

Kadmium je toxicky kov, ktery je ¢asto vyuzivan v riznych odvétvich primyslu.
Zpisobuje oxidativni stres a poté prispiva k rozvoji zavaznych patologickych stavi,
jelikoz se vyznacuje dlouhou retenci v nékterych tkanich (Bagchi et al., 2000).
Vysledky naseho pokusu demonstruji schopnost kadmia negativné ptisobit na mineralni
profil pfi jeho aplikaci do diety potkant. Obecné lze z vysledkll pozorovani fici, ze
kadmium snizuje koncentraci minerdlnich latek v krevni plazmé po 28 dnech
Vv porovnani s kontrolni skupinou. Totozna zména byla pozorovana v pokusu Noél et al.
(2004). V tomto experimentu, ktery trval 13 tydnt bylo podavano kadmium tfem
skupinam potkant kmene Wistar albino v rozdilném mnozstvi a to 0, 10 a 50 mg
CdCly/potkan/den. Z vysledkti vyplynulo, Ze u laboratornich potkanid dochazelo
k poklesu koncentrace mineralnich latek (hoi¢iku, vapniku, sodiku, zeleza a zinku)
v krevni plazmé se zvySujici se davkou kadmia Vv porovnani se skupinou kontrolni
(0 mg CdClz/potkan/den). Na konci pokusu vsak pozorovali zvyseni koncentrace
drasliku, coz je v rozporu s nasimi vysledky. Tato rozdilnost miize byt dana tim, ze
Noél et al. (2004) pozorovali pokusna zvifata podstatné déle, a také niz§im mnozstvim
ptfidavaného kadmia do diety (i pifi nejvyssi davce bylo o 10 mg CdCl; nizs§i nez
V nasem piipad¢).

V ptipadé¢ podavani kombinace kadmia a extraktu z hroznovych semen byly
vSak u sodiku a chloridi hodnoty téchto mineralnich latek v krevni plazmé po 28 dnech
pokusu prokazatelné niz$i nez u skupiny, které¢ bylo podavano pouze kadmium. To je
VvV rozporu s pozorovanim ve studii Reeves et al. (2001), ktefi naopak zaznamenali
pozitivni efekt piidavku hroznovych semen ke kadmiu na koncentraci mineralnich latek
v krevni plazmé. Rozdilné vysledky pozorovani by mohly byt zplsobeny rozdilnosti
pohlavi, jelikoz samice potkani (které Reeves et al. (2001) ve svém pokusu pouzili)
mohou mit tendenci zadrZovat vys§i mnoZstvi metabolicky uc¢innych latek z hroznovych

Semen nez samci.
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Aplikace samotného hroznového extraktu neméla vyznamny vliv na koncentraci
mineralnich latek v krevnim séru.

Negativni efekt piidavani kadmia do diety byl zaznamenan i u enzymatické
aktivity, ktera po 28 dnech podavani CdCl, poklesla v porovnani s kontrolni skupinou.
Toto zjisténi je v souladu se studii Sarkar et al. (1997) demonstrujici shodny negativni
vliv kadmia na koncentraci amylazy v krevnim séru Rattus norvegicus. Stejné tak i ve
studii EI-Demerdash et al. (2004) pozorovali prokazatelné (P < 0,05) snizeni aktivity
alkalické fosfatazy a alaninaminotransferazy v krevni plazmé 56 laboratornich potkana
po 30 dnech pozorovani.

Pti podavani kadmia v kombinaci s hroznovym extraktem lze z tabulky 3
vypozorovat vy$§i enzymatickou aktivitu v krevnim séru nez u skupiny, které bylo
podavano pouze kadmium. To je opét v souladu s vysledky studie EI-Demerdash et al.
(2004), ktefti stejné jako my ve svém pokusu zaznamenali snizeni negativniho ucinku
kadmia na enzymatickou aktivitu v pfipadé podani kadmia v kombinaci s extraktem
Z hroznovych semen.

Naopak u krevnich parametrii triacylglycerolu, urey a cholesterolu doslo ke
zvyseni jejich koncentrace v krevnim séru na konci pokusu, coz je v rozporu se studii
Newairy et al. (2007), kteti po 20 dnech na konci experimentu pozorovali pokles
hladiny triacylglycerolu i cholesterolu v krevnim séru potkant pii porovnani se
skupinou kontrolni. Doba tohoto pokusu byla vsak o 8 dni kratsi neZ v naSem pfipadg,
takze je tfeba zvazit, zdali by prodlouzeni doby plsobeni kadmia na organismus
vysledky nepozménilo. Ve studii Haouem et al. (2007) uvedli, Zze koncentrace urey
v krevni plazmé byla po 12 tydnech pfidavku kadmia (1,1 mg/kg krmiva) do diety
potkan prokazatelné vys$i pii porovnani s kontrolni skupinou, coz je v souladu
s nasimi vysledky.

V piipadé podavani kadmia v kombinaci s extraktem z hroznovych semen po 28
dnech trvani pokusu byly hodnoty mirn€ niz$i neZ u skupiny, které byl podavan pouze
pfidavek kadmia, z ¢ehoz lze usuzovat ochranny efekt hroznového extraktu. Je vSak
nutné brat v potaz, ze pfidavek samotného extraktu z hroznovych semen sice po 28
dnech pokusu snizil hodnoty urey a cholesterolu v krevnim séru potkant pfi porovnani
s kontrolni skupinou, ovSem u triacylglyceroli doSlo naopak ke zvySeni koncentrace
ato o 0,7 mmol/l. Tato odchylka mlize byt vysvétlena chybou méteni.

Néami vytvofend hypotéza piidavku kadmia jako stresogenniho faktoru za

pfedpokladu ovlivnéni metabolického profilu minerdlnich latek, enzymii a vybranych
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krevnich parametri se nam dle naSich vysledkt (viz tabulka 2, 3 a 4) nepotvrdila.
Nebyly sledovany prikazné rozdily v rdmci Casového sledovani. Ze zavért naseho
pokusu lze vyvodit, Ze piidavek kadmia ani piidavek hroznovych semen nema
vyznamny vliv na metabolické profily u laboratornich potkand.

Je dulezité zvazit, zda pti vytvareni usudku 0 biologické ucinnosti hroznovych
semen byla pouzita spravna experimentalni metoda. V naSem pokusu probihalo
vystaveni potkanii i€inku hroznovych semen po pomérné kratkou dobu (4 tydnti) a bylo
by mozné oponovat, ze by bylo dobré studii provadét po delsi dobu pro zjisténi

dlouhodobého tc¢inku metabolicky u¢innych latek na organismus pokusnych zvifat.

40



7 ZAVER

V provedeném experimentu byl zjistovan vliv diety obohacené o extrakt z hroznovych
semen, o kadmium ¢i o jejich kombinaci na krevni parametry laboratornich potkant —
konkrétn¢€ na mineralni, enzymaticky a krevni profil.

Z vysledkii naseho pozorovani vyplyva, ze podavani extraktu z hroznovych
semen me¢lo minimalni vliv na koncentraci minerdlnich latek v krevni plazmé.
Po pridani kadmia do diety, hladiny mineralnich latek poklesly v porovnani s kontrolni
skupinou. Ovsem pridavek kadmia v kombinaci s extraktem z hroznovych semen zadny
pozitivni vliv neprokazalo.

Byl pozorovan pokles enzymatické aktivity pfi poddvani kadmia a tento
negativni vliv byl mirné eliminovan v piipadé podavani kadmia v kombinaci
S hroznovym extraktem. Pfi podavani samotného extraktu nebyl zaznamenan zadny
ptiznivy ucinek.

V ptipad€ piidavku kadmia do diety bylo zaznamenéno zvySeni koncentrace
triacylglycerold, urey a cholesterolu v krevni plazmé. Pti kombinaci podavani kadmia
S hroznovym extraktem byly hodnoty mirn¢ niz$i nez u kadmia samotného. Pozitivni
vliv zkrmovéni samostatného extraktu z hroznovych semen vsak nebyl zaznamenén.

Cely pokus byl komplexnim zhodnocenim krevniho obrazu. Neptedpokladali
jsme, Ze by ptidavek hroznovych semen mél mit vliv na vSechny krevni parametry, ale
| pfesto jsme se rozhodli tyto pokusy provést, jelikoz vysledkti obdobného pozorovani
neni v soucasné dobé mnoho.

Jelikoz jsou hroznova semena dostupna ze zemédélsko-primyslového odpadu,
nepiedstavuji vyznamnou ekonomickou zatéZz pii vyrobé konecnych produkti. Maji
proto potencial vyuZiti pi1 vyrobé krmnych aditiv pro hospodatska zvirata.

I kdyz vysledky naSeho vyzkumu jednoznacn€ neprokazaly pozitivni vliv
ptidavku extraktu z hroznového semene do diety pokusnych zvifat, existuje mnoho
studii, které na jejich pfiznivy ucinek na organismus poukazuji. Prokazani pozitivniho
vlivu hroznovych semen na ochranu organismu pied tézkymi kovy je tedy pfedmétem

pro dalsi studie.
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10 SEZNAM ZKRATEK

ALP — alkalické fosfataza

ALT — alaninaminotrasferdza

AMYL — enzym amylaza

AST — aspartataminotransferaza

ATP — adenosintrifosfat

CdCl; — chlorid kademnaty

CK — kreatinkinaza

CK-BB — mozkovy izoenzym kreatinkinazy
CK-MB — myokardialni izoenzym kreatinkinazy
CK-MM - svalovy izoenzym kreatinkinazy
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
GGT - gama-glutamyltransferaza

HDL — vysokodenzitni lipoprotein

CHOL — cholesterol

LDL — nizkodenzitni lipoprotein

IX — jednotka intenzity osvétleni

MK — mastna kyselina

NaCl — chlorid sodny

NH: — amidova skupina

NMH — nejvys$si mezni hodnota zdravotniho ukazatele pitné vody
OH — hydroxylova skupina

RNA — ribonukleova kyselina

RNS — reaktivni formy dusiku

ROS — reaktivni formy kysliku

TG — triacylglycerol

VLDL — velmi nizkodenzitni lipoprotein
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