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Vliv organickych forem selenu na inhibici produkce
zanétlivych markeri

Souhrn

Selen patfi mezi esencialni mineralie nezbytné pro zdravi. Jeho vyznam spociva v ucasti
celé tady biologickych pochodt v burice, kde je vétSinou soucasti selenoproteint. Tyto
selenoproteiny maji mimo jiné antioxidacni efekt jako napfiklad glutationperoxidéaza, ktera
funguje jako endogenni antioxidant zhaSejici reaktivni formy kysliku. Dal§i vyznamné
organické formy jsou selenocystein (SeCys) a selenomethylcystein (SeMetCys), které maji
antioxidacni a protizanétlivou aktivitu. Tyto sloueniny mohou hrat vyznamnou ulohu pfi
zanétlivém onemocnéni stiev a prispiva tak k prevenci tohoto onemocnéni.

Cilem této prace bylo stanovit vliv organickych forem selenu na schopnost inhibovat
produkci oxidu dusnatého (NO) jako jednoho z markeru vznikajiciho zanétu.

V ramci prace byly testovany SeCys a SeMetCys, které prosli in vitro statickym modelem
traveni INFOGEST 2.0. V ramci traveni doslo k postupnému oralnimu, gastrické a intestinalni
fazi traveni. Nasledné byla travenina filtrovana a uskladnéna pfi -80°C do dalSiho testovani na
bunécném modelu. Ten byl vytvoren z bunécné linie mysich makrofagh RAW264.7, kdy doslo
k 2h pre-inkubaci samotnych bunék v mikrotitra¢ni desticce a nasledné k nim byly pfidany
vzorky traveniny v koncentraci 10 — 0,31 % traveniny, soucasné s 1 pg/ml lipopolysacharidu
(LPS), ktery burky stimuluje k produkci NO. Po 24h inkubaci bylo odebrano 50 pul
supernatantu a v nové desticce smichano s 50 pl Griesova ¢inidla. Vysledny produkt byl méten
na modularnim readru Tecan SPARK pii 540 nm. Vysledek byl vyjadien jako % produkce NO
a statisticky zpracovan v programu Graphpad Prism.

Bylo zji§téno, ze nami testované organické formy snizuji produkci NO v bunécném
modelu v porovnani s kontrolou stimulovanou pouze pomoci LPS ato u obou testovanych
vzorkt o vice jak 30 % (p<0,0001), v porovnani se seleniCitanem je to snizeni vice jak 0 5 %
vice, pii koncentraci 10 % traveniny. Dale bylo zjisténo, ze SeMetCys od koncentrace 2,5 %
traveniny naopak vyrazné zvySuje produkci NO 1 o vice jak 35 % oproti kontrole a ostatnim
vzorkt (p<0,0001).

Z nami dosazenych vysledkt je patrné, ze pfi niz§ich davkach SeMetCys ma negativni
vliv na inhibici NO a muze tak pfispivat ke vzniku zanéta.

Klic¢ova slova: Cytokiny; oxid dusnaty; SeCys; MetSeCys; RAW264.7.



Effect of organic forms of selenium on inhibition of
inflammatory marker production

Summary

Selenium is among the essential micronutrient necessary for health. Its significance lies
in its involvement in various biological processes within the cell, where it is predominantly
a component of selenoproteins. These selenoproteins have antioxidant effects, such as
glutathione peroxidase, which acts as an endogenous antioxidant scavenging reactive oxygen
species. Other significant organic forms include selenocysteine (SeCys) and
selenomethylcysteine (SeMetCys), which possess antioxidant and anti-inflammatory activities.
These compounds may play a significant role in preventing inflammatory bowel disease.

The aim of this study was to determine the impact of organic forms of selenium on the
ability to inhibit the production of nitric oxide (NO), one of the markers of inflammation.

SeCys and SeMetCys were tested using the in vitro static digestion model INFOGEST
2.0. The digestion process simulated oral, gastric, and intestinal phases. Subsequently, the
digests were filtered and stored at -80°C for further testing using a cellular model. The model
was created using the mouse macrophage cell line RAW?264.7, where cells were pre-incubated
for 2 hours in a microtiter plate, followed by the addition of digests at concentrations ranging
from 10% to 0.31%, along with 1 ug/ml lipopolysaccharide (LPS) to stimulate NO production.
After 24 hours of incubation, 50 pl of supernatant was collected and mixed with 50 pl of Griess
reagent in a new plate. The resulting product was measured using a Tecan SPARK modular
reader at 540 nm. The results were expressed as % NO production and statistically analyzed
using GraphPad Prism.

It was found that the tested organic forms reduced NO production in the cellular model
compared to the control stimulated only with LPS, with both tested samples showing
a reduction of more than 30% (p<0.0001). Compared to selenite, this reduction was more than
5% greater at a concentration of 10% digest. Furthermore, it was observed that SeMetCys
significantly increased NO production from a concentration of 2.5% digest by more than 35%
compared to the control and other samples (p<0.0001).

From our results, it is evident that lower doses of SeMetCys have a negative impact on
NO inhibition and may contribute to the development of inflammation.

Keywords: Cytokines; nitric oxide; SeCys; SeMetCys; RAW264.7.
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1 Uvod

Selen je esencialnim stopovym prvkem, ktery méa v téle zasadni roli v mnoha
biologickych procesech, vcetné ochrany proti oxida¢nimu stresu a regulace imunitniho
systému. Selen hraje kli¢ovou roli v metabolismu cloveéka. Podili se napfiklad na syntéze
hormont §titné zlazy T3 a T4 aje rovnéz zapojen do spravné Cinnosti vyznamnych enzymu
jako napftiklad glutationperoxidaza. Deficience tohoto prvku pak vede k vyvoji malignit at’ uz
v prenatalnim obdobi v obdobi ranného vyvoje organismu anebo rozvoji chorob souvisejicich
s nedostatkem selenu a jodu v prubéhu Zivota. Aktualné se vyzkumu selenu samotného,
selenoproteint, selenovych aminokyselin a metabolickych drah, kterych se selen ucastni,
vénuje velka pozornost. To je zptsobeno jednak rizikem deficience tohoto mikronutrientu, ale
zarovetl se predpoklada zdravotni benefit urcitych forem selenu pii prevenci nékterych chorob
nebo zmirnéni jejich dopadu ¢i jejich 1écbé.

K nejvyznamnéjsim zdrojim selenu ve vyzivé lidi patfi maso, vejce, obiloviny, ofechy
aryby. Zalezi vSak na formé& selenu ve které organismus mikroprvek pfijima. Je znamo, ze
organické formy selenu jsou pro lidsky organismus mnohem Iépe stravitelné nez anorganické
formy a napftiklad selenomethionin, methylselenocystein jsou vyznamnymi zdroji tohoto prvku
a pfepoklada se jejich potencialni zdravotni benefit. Nedavny vyzkum ukazuje, ze tyto
organické formy selenu mohou mit také inhibi¢ni u¢inky na produkci zanétlivych markerd,
veetné oxidu dusnatého, ktery je kliCovym signalem v procesu zanétu. Porozuméni této
inhibi¢ni schopnosti mize mit dilezité disledky pro prevenci a 1éEbu zanétlivych onemocnéni.
Tato diplomova prace se zaméfuje na zkoumani vlivu organickych forem selenu na inhibici
produkce zanétlivych markera s dirazem na oxid dusnaty a na identifikaci mechanismu, které
stoji za timto uCinkem.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Organické formy selenu maji zdravotni benefit pti zanétlivych onemocnénich,
kdy dokazi stimulovat makrofagy ainhibovat produkci zanétlivych markera jako je oxid
dusnaty.

Cilem prace je na mySich makrofazich otestovat schopnost organickych forem selenu
inhibovat produkci oxidu dusnatého.

Organické formy selenu, budou straveny pomoci statického modelu traveni INFOGEST.
Nasledné bude travenina pfidani na makrofagy bunécné linie RAW264.7, které budou
stimulovany pomoci lipopolysacharidu. Po spole¢né kultivaci bude odebran supernatant, ze
kterého bude stanovena koncentrace oxidu dusnatého.



3 Literarni reSerse

3.1 Gastrointestinalni trakt a prijem selenu

Funkce traviciho traktu spocCiva v procesu traveni, absorpci potravy a nasledném
vylucovani odpadnich produkti. Dutina ustni plni Ctyfi hlavni funkce: zacina senzorickou
analyzou potravniho materialu pfed polykdnim anasleduje mechanickym zpracovanim
prostifednictvim pohybu zubt, jazyka a patrovych ploch (Ogobuiro et al. 2022). Poskytuje
rovnéz zvlhéeni smichanim potravniho materidlu s mucinem a vymésky slinnych zlaz a pfi
tomto procesu téz dochazi k omezenému traveni sacharidi a lipida (Kittnar, 2020). Sliznice
dutiny ustni je vybavena jak keratinizovanymi (na horni ploSe jazyka atvrdém patre), tak
nekeratinizovanymi plochymi epitelovymi buiikami (na tvafich, rtech a spodni ploSe jazyka), z
nichz zadné nejsou znamy svou ucasti na absorpci, s vyjimkou sliznice pod jazykem (Minekus
et al. 2014).

Primarni funkci jazyka je mechanické zpracovani potravy stlacenim, otiranim
a deformaci. Manipuluje s potravou pro usnadnéni zvykani a pfipravuje material k polykani.
Dal§imi funkcemi jsou senzoricka analyza dotykem, teplotou a chutovymi receptory a sekrece
mucint a jazykové lipazy. Jazykova lipaza ma Siroky rozsah pH arozklada lipidy (pfevazné
triglyceridy) (Ogobuiro et al. 2022). Rozsah pH 3,5 az 6 umoziiuje jazykové lipaze pracovat i
v kyselém prostiedi zaludku (Minekus et al. 2014). Zuby zajiStuji mechanicky rozklad
potravniho materialu, naptiklad pojivovych tkani masa a rostlinnych vlaken (Minekus et al.
2014).

V dutin€ Gstni se nachazi tii pary slinnych zlaz. Mezi prvni par patii parotidni slinné zlazy
umisténé pod obloukem licnim a posterolateralné k mandibule. Parotidni zlazy produkuji
sérové vymesky obsahujici velké mnozstvi slinné amylazy, ktera rozklada sacharidové
komplexy. Nasleduji podjazykové slinné zlazy umisténé na dn¢€ ustni dutiny, které produkuji
mukozni vyméSek slouzici jako lubrikant (Ogobuiro et al. 2022). Treti jsou podcelistni slinné
zlazy, lokalizované na dné Gstni dutiny v mandibularnim Zzlabku. Jejich funkce spociva
v sekreci smési glykoproteind znamych jako muciny arovnéz produkuji slinné amylazy.
Celkem tyto zlazy produkuji 1,0 az 1,5 I slin denné. Témeér 99,4 % slin tvoti voda a zbyvajicich
0,6 % se sklada z elektrolytl, glykoproteini (mucini), protilatek, enzymt a odpadnich
produktt (Silbernagl et al., 2016). Sliny slouzi primarné pro zvlhceni sliznice dutinni ustni,
sekundarné pak pro zvlh¢eni sousta pro snadné polykani.

Hitan slouzi jako pruchod potravniho materialu do jicnu. Béhem polykani dochazi
k uzavieni nosohltanu a hrtanu, aby se udrzel spravny smér potravy atento proces je
kontrolovan pomoci lebe¢nich nervii IX a X (Ogobuiro et al. 2022). Z hltanu potravni material
putuje do jicnu. Hlavni funkci jicnu je transportovat potravni materialy do zaludku
prostiednictvim peristaltiky jeho podélnych a kruhovych svala. Horni tietina jicnu je pfevazné
sloZena z kosterni svaloviny, stfedni ¢ast je kombinovana z kosterni a hladké svaloviny a dolni
tfetina je tvofena pfevazné hladkou svalovinou. Kosterni svaly v hltanu a hornim svalu jicnu
jsou ovladany reflexem polykani (Kittnar, 2020).

Traveny material je pfiveden do zaludku, kde muze byt docCasné skladovan. Dochazi
k mechanickému mélnéni sténou zaludku achymus je chemicky rozkladan plsobenim

zalude¢nich kyselin a enzyma. Zaludek ma tii svalové vrstvy: vnitini Sikmou vrstvu, stiedni
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kruhovou vrstvu a vné€j§i podélnou vrstvu (Ogobuiro et al. 2022). Kontrakce a relaxace téchto
tfi svalovych vrstev zaludku pomahaji pfi michani. Chemicky rozklad potravniho materialu
v zaludku je zprostfedkovan zaludeCnimi zldzami, vytvarenymi piedevSim parietalnimi
buiikami, hlavnimi buiikami, G-buiikkami, foveolarnimi burikami a butikami kréni sliznice (Li
et al. 2020a).

Parietalni buiky vylu€uji vnitini faktor a kyselinu chlorovodikovou. Vnitini faktor je
nezbytny pro absorpci vitaminu B12 vileu tenkého stfeva. Kyselina chlorovodikova,
produkovana parietalnimi burikami, udrzuje pH zaludku mezi 1,5 a 2,0 (Minekus et al. 2014).
Kyselé prostfedi zaludku ni¢i vétSinu mikroorganismi pozitych s potravou, denaturuje
bilkoviny, rozklada bunécné stény rostlin aje nezbytné pro aktivaci a funkci pepsinu,
proteinového enzymu vyluCovaného hlavnimi buinikami, které produkuji zymogen zvany
pepsinogen, ktery se aktivuje pti pH mezi 1,5 a 2 na Pepsin (Li et al. 2020a). Foveolarni buiiky
produkuji hlen, ktery chrani zaludec¢ni epitel pied poskozenim kyselinou. G-buiiky jsou bohaté
v pylorické ¢asti zaludku a produkuji gastrin, ktery stimuluje sekrece parietalnich a hlavnich
bunék. Buiiky D ve zlazach pyloru zaludku produkuji somatostatin, ktery inhibuje uvoliiovani
gastrinu (Cheng et al. 2010).

Chymus je smérovan do tenkého stfeva, kde probiha vstiebavani. Na rozdil od zaludku,
ktery ma minimalni absorpéni vlastnosti, se 90 % absorpce potravy odehrava v tenkém stieve.
To ma tfi segmenty: duodenum, jejunum aileum (Minekus et al. 2014). Do dvanactniku
pfichazi chymus ze zaludku atravici latku z pankreatu ajater. Jejunum je mistem, kde
pfevazuje chemické traveni a absorpce. Ileum ma také absorpcni funkce aje poslednim
segmentem tenkého stfeva obsahujicim ileocekalni ventil, sfinkter, ktery reguluje tok materialu
z ilea do slepého stieva. Mukoza tenkého stieva obsahuje klky akazdy klk méa nékolik
mikroklkd, které zvysuji povrchovou absorpéni plochu. Rozsahlé sité kapilar v klcich prenaseji
absorbované ziviny do portalni cirkulace. Lymfatické kapilary nazyvané laktely poméhaji pfi
prepravé chylomikrond do zilni cirkulace. Diky mikroklkiim lze zvétsit celkovy povrch az
25krat, coz vyrazné usnadiiuje absorpci latek. Mikroklky v travici soustave tvoti tzv. kartaCovy
lem. (Ogobuiro et al. 2022).

Stievo obsahuje jak endokrinni, tak exokrinni zlazy produkujici hormony, enzymy
a alkalicky hlenity mukus. Enzymy produkované tenkym stfevem zahrnuji lipazu pro traveni
tukl, peptidazu pro rozklad peptidi a sukrazu, maltazu alaktazu pro rozklad sacharozy,
maltozy alaktozy. Brunnerovy zlazy, predevs§im se nachazejici ve dvanactniku, produkuji
bikarbonat pro neutralizaci kyseliny (Silbernagl et al., 2016).

Ve dvanactniku se nachazi usti pfidatnych organt, jako jsou jatra a slinivka bfisni, které
uvolfiyji travici sekrety. Jatra jsou nejvétSim vnitfnim organem a zlazou v lidském téle. Jatra
produkuji Zlug, ktera emulguje tuky a rizné lipidy pro optimalni traveni. ZIu¢ vyprodukovana
v jatrech je skladovana ve Zluéniku. Zluénik se stahuje, aby uvolnil Zlué do dvanactniku
(Kittnar, 2020).

Exokrinni Zzlazy slinivky bfisni produkuji nékolik prekurzori enzymu, vcetné
trypsinogenu, chymotrypsinogenu a prokarboxypeptidazy, které jsou aktivovany
enteropeptidasou v tenkém stfevé. DalSimi enyzymy, které se ucastni traveni jsou aktivni alfa-
amylaza lipazy a kolipazy, které pusobi na triglyceridy a fosfolipidy, ribonukleaza, elastaza
a kolagenaza (Minekus et al. 2014).
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Neabsorbovany a nerozlozeny potravni material postupuje dale do tlustého streva.
V tomto okamziku se jiz nazyva stolice. Tlusté stfevo ma délku pfiblizné 1,5 m a zahrnuje slepé
sttevo, vzestupné stievo, piicné stievo, sestupné stievo a sigmoidealni stievo. V tlustém stieve
se absorbuji voda a elektrolyty (Kittnar, 2020). V tlustém stifevé je rovnéz velké mnozstvi
mikroorganismu, které souhrnné nazyvame mikrobiom, diky kterému se dale rozkladaji nékteré
jinak pro ¢lovéka nestravitelné latky a vstfebava se zde vitamin K. Peristalticky pohyb tlustého
stfeva prenasi stolici do kone¢niku. V konecniku, po podrazdéni senzorickych bunék, dochazi
k procesu defekace, ktery zahrnuje reflexivni uvolnéni hladkého svalstva vnitiniho svérace
a védomé uvolnéni svalstva kosterniho svérace (Ogobuiro et al. 2022).

3.1.1 Prijem a zdroje selenu

Selen je ziskavan z rostlinnych a zivocisnych produkti v organické formé, ktera je pro
lidsky metabolismus vhodna (Whanger et al. 1996). Clovék piijima selen hlavné alimentarni
cestou. Méné vyznamnym zdrojem selenu je voda a vstup selenu do organismu muze probihat
1 prostfednictvim respiracnich cest, s odhadovanym dennim pfijmem v méstském prostiedi
kolem 1-2 pg (Whanger et al. 1996). V Ceské republice je kviili nizkym koncentracim selenu
v ptidé (0,07 - 0,12 mg.kg™!) piijem tohoto prvku znaéné omezen (Kvicala et al. 1995). Bézny
denni piijem selenu v Evropé se také pohybuje ve spodnich hodnotach, 25-50 pg a nasledné je
nutné v populaci prvek dopliiovat do potravin (Finley, 2005). Podle standardi Svétové
zdravotnické organizace (WHO) je doporucena denni davka selenu pro dospélého cloveka
55 pg/den, maximalneé tolerovatelny denni piijem bez vedlejsich a¢inkt byl stanoven na 400 pg
(Reyman, 2020).

Anorganické slouc¢eniny maji nizkou biologickou hodnotu a mohou se dostat do potravin
jako kontaminanty. Potraviny s vysokym obsahem bilkovin, jako vejce, jatra a ledviny, jsou
vhodnym zdrojem selenu. Vnitinosti a mofské produkty obsahuji 0,4-1,5 mg/kg, maso 0,1-0,4
mg/kg, ceredlie 0,1-0,8 mg/kg (Amouroux et al. 2021). Moiské plody aryby s vysokym
obsahem selenu, maji niz8i vyuZitelnost kviili reakci s t&zkymi kovy. V Ceské republice jsou
hlavnimi zdroji selenu vejce, mléko, pecivo, lusténiny, veprové a dribezi maso, kdy pii vykrmu
zvitat je vyuzivano zkrmovani potravy s vysSim obsahem selenu a maso je tak obohaceno
(Batariova et al., 2005). Zdroje selenu zivoci$ného ptivodu zahrnuji moiské ryby, jatra a vejce.
Rostlinné zdroje, jako lusténiny, ofechy a celozrnné pecivo, jsou bohatym zdrojem selenu
(Reyman, 2020). Nejnizsi pfijem selenu je u starsi populace, kde i pfes narast obsahu selenu
v potravinach nedosahuje doporuc¢eného denniho pfijmu 0,5 pg na kg télesné hmotnosti.
Nejvyssi expozice je odhadovana u déti ve véku 4-6 let. I pies mirny narast obsahu selenu stale
existuje nedostatecné mnozstvi tohoto prvku v stravé (W. Hu et al. 2021).

Selen se v poslednich letech pouziva kvyvoji funkCnich potravin bud zvySenim
koncentrace selenu v padé atim i v potravinovych produktech (biofortifikace) nebo jako
piisada k obohaceni komer¢nich potravinarskych vyrobkd (Combs, 2001). Vyuzitim téchto
dvou strategii byly vyvinuty rizné potraviny obohacené selenem, jako je ¢aj (Xu et al., 2003),
selenem obohacena kuchyriska sil, jogurt a selenem obohacené détské mlécné vyzivy (Dilip
Pophaly et al., 2014). Kvasinky maji pozoruhodnou schopnost transformovat a integrovat
anorganicky selen do svych bunéénych struktur, ¢imz zvysuji jeho biologickou dostupnost
a snizuji toxicitu. V poslednich letech se kvasinky staly pfedmétem z4jmu jako potencialni
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alternativni zdroje bilkovin. Stresové podminky hraji dulezitou roli pfi ovliviiovani mnozstvi
a velikosti nanokrystali selenu (SeNPs), které vyprodukovaly testované kvasinky. Syntéza
SeMet byla omezena pouze u kvasinky Pichia fermentas CCDM 2012 a S. boulardii CCDM
2020, pticemz S. cerevisiae CCDM 272 vibec neprodukovala SeMet. Béhem simulované
sttevni traveni doSlo k nejvétSimu uvoltiovani SeCys, SeMet a SeNPs ze selenizovanych
kvasinek beéhem strevni faze (Hyrslova et al., 2024).

3.1.2 Absorpce selenu

Selen se v potravé objevuje v organické formé a prevazné jako selenomethioninu
(SeMet), coz je esencialni aminokyselina, a produkt syntézy rostlin a zivoc€iSny selenocysteinu
(SeCys). Anorganické formy selenu jsou vzacnéjSi v potravé a maji absorpCni UCinnost
pfiblizné 50 % (Davis et al. 1999). Absorpce SeMet probiha prostfednictvim aktivniho
transportu, ktery vyuziva aktivni mista pro methionin a L-methionin absorbuje efektivnéji nez
smeés izomert L, D-methioninu. SeCys je absorbovan rovnéz aktivnim transportem spolecné se
zakladnimi aminokyselinami. V travicim ustroji se absorbuje 95-100 % pfijatého selenu,
predevsim v duodenu (Amouroux et al. 2021).

Se je pritomen ve vSech zivych organismech (lidech, zvifatech a rostlinach) jak
v anorganickych, tak organickych slou¢eninach. Mezi anorganické formy patti prvkovy selenid
(Se?), selenit (SeO3>") a selenat (SeO4>"), zatimco hlavnimi organickymi slou¢eninami jsou
SeMet, SeCys, SeMetCys, selenocystathionin a proteiny obsahujici tyto aminokyseliny
v Tabulce 1 jsou zobrazeny struktury nejbéznéjSich organickych forem selenu vztazené
k ¢loveéku.

Organické slouceniny se ukladaji v tkanich, zatimco anorganické formy jsou vylouceny
moci (Finley, 2005). Absorpce selenicitanu je zajiSténa pasivni difizi a je ovlivnéna pfijmem
vysoké davky vitaminu C (W. Hu et al. 2021). Na*/selenanovy kotransport spolecné se sulfaty
zajistuje absorpci selenanu a jeho vstfebavani je ucinnéjsi nez u selenicitanu. V Cervenych
krvinkach se nasledné pfeménuje do formy interagujici s bilkovinami. Formy selenoproteinu P
jsou transportovany a plasmaticka koncentrace je ovlivnéna stresovymi hormony. Nejvyssi
koncentraci selenu vykazuji organy jako Stitna zlaza, ledviny, jatra a varlata (W. Hu et al. 2021).
Prevazné se selen vylucuje moci (50-80 %), stolici (20-30 %) a dechem (asi 10 %) (Willhite et
al. 1992).
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Tabulka 1: Strukturni vzorce vybranych forem organického selenu.

Molekularni struktura Nazev
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H,C d SQAHLO - alfa-keto-gama-methyselenobutyrat
O
O
H 30/ Ses/U\‘/ © beta-methylselenopyruvat
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Se_ _CH . . :
H 3C/ “Se 3 dimethyldiselenid
~Se_
H3;C CHs; dimethylselenid
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H Se\)ﬁ,/ OH selenocystein

O
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HO w%\/ Se /\(lk .
“Se H selenocystin
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methylselenocystein
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O
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NH,
Se OH
H 3C d \)Y
0]
Q 2
H O/H\(y Se\)ﬁr OH selenocystathionin
NH, 0
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3.1.3 Metabolismus selenu

Prijimané formy selenu do lidského t€la jsou nejprve preménény na selenid (Kvicala
2023). Organické formy selenu jsou pro lidské télo snadnéji vstrebatelné a rovnéz vykazuji
mnohem mensi toxicitu nez anorganické formy (Ferencik & Ebringer 2003). Vyzkum
selnoenzyma nabral na obratkach po roce 1973, kdy byl objeven prvni ato,
glutaithionperoxidaza (GPx). Nasledovalo objeveni dalSich 18 selenoproteinii a posléze
s vyvojem novych metod bylo identifikovano dalSich 30 selenoproteint a vyzkum funkénich
skupin a interakci pokracuje do dnes. Nejhojnéjsi selenoproteiny v lidském téle jsou SeCys
a SeMet. Selen, pfijaty v n¢jaké forme prostiednictvim traviciho ustroji, je fosforylovan
selenoenzymem selenofosfatsyntetazou na monoselenofosfa (Genchi et al. 2023).

V téle savcu existuji dva vyznamné kompartmenty aty se odliSuji ve schopnosti
homeostatické regulace, pfiCemz SeCys kompartment je regulovatelny, zatimco SeMet neni
(Sunde et al. 2021). SeMet vstupuje do SeMet kompartmentu skrze stravu. Nasledn€ muze byt
integrovan do t€lnich proteind nebo, pokud je SeMet v potravé nadbytek, dochazi k jeho
transformaci na SeCys prostfednictvim transsulfuracniho mechanismu (Burk, 2015). Zac¢lenéni
SeMet do proteinti na misto methioninu je relativné snadné, nebot’ enzymy savc¢iho organismu
katalyzujici tuto reakci nerozliSuji mezi methioninem a SeMet (Sunde et al. 2021). V SeCys
kompartmetu probiha kli¢ovy metabolismus selenu. Vstupuji zde anorganické slouceniny
selenu a SeCys, at' uz z potravy nebo v dusledku pfemény SeMetu. Tyto slouceniny jsou
systematicky pretvareny do kompartmentu selanu (selenovodiku, H2Se) (Daniels 1996).

Anorganické slouCeniny jsou metabolizovany pomoci redukovaného glutathionu (GSH)
na selenodiglutathion (G-S-Se-S-G) a pii nadbytku glutathionu se utvaii nestabilni sloucenina
(G-S-Se), ktera se rozklada na H»Se a glutathion. SeCys také podléha degradaci na (H2Se)
prostfednictvim B-lyazy. Selan (H2Se) predstavuje prekurzor poskytujici selen v aktivni formé
pro syntézu selenoproteint, avSak muze byt také methylovan S-adenosylmethioninem
a eliminovan z organismu (Sunde et al. 2021).

Béhem resorpce a metabolismu sloucenin selenu sehrava kli¢ovou roli redukovany
glutathion (G-SH) acystein. Anorganické slouCeniny selenu prochazeji metabolickymi
transformacemi, vytvarejici tzv. selenotrisulfidy R-S-Se-S-R (Whanger, 1998). Napriklad
reakce G-SH s seleniCitanem vede k vzniku selenotrisulfidu zndmého jako selenodiglutathion
(G-S-Se-S-G). Pii nadbytku glutathionu vznikd nestabilni slouCenina G-S-SeH, ktera se
rozklada na selan (selenovodik, H>Se) a glutathion (Minich, 2022).

GPx a TrxR jsou kli¢ové enzymy, které hraji rozhodujici roli v ochrané bunék pred
reaktivnimi formami kysliku (ROS) audrzovani redoxni rovnovahy v bunécném prostredi
(Whanger, 1998). GPx, neboli glutathion peroxidaza, katalyzuje chemickou redukci lipidovych
peroxidi a peroxidu vodiku (H202) na odpovidajici alkoholy a vodu. Tento proces vyuZziva
koenzym glutathion (GSH), ktery se oxiduje na glutathion disulfid (GSSG) (Mattmiller et al.
2013). Nasledné glutathion reduktaza obnovuje GSH zpét v pritomnosti NADPH. Na druhé
stran€, TrxR neboli thioredoxin reduktaza, se podili na redukci oxidovanych disulfidi proteint
a dalsich volnych radikalt na odpovidajici thioly (Minich, 2022). Reakce je mediovana
oxidovanym thyreodoxinem (Trx) a jeji katalyza vyzaduje pfitomnost NADPH. Tyto enzymy
spolecn¢ predstavuji kliCovy obranny mechanismus bunék proti oxidativnimu stresu a jejich
aktivita je nezbytna pro udrzeni bunécné integrity. Na Obrazku 1 jsou zndzornény obecné
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mechanismy reakci pro antioxidanty glutathion peroxidaza (GPx) a thioredoxin reduktaza
(TrxR) zahrnujici zasadni kroky v neutralizaci reaktivnich formy kysliku (ROS) a udrzovani
bunééné redoxni rovnovahy (Mattmiller et al. 2013).

@) GPx
R-OOH + 2GSH R-OH + H,0+ GSSG
|
: Glutathion redukts
GSSG + H* + NADPH —>utathionreduktaza  , .o\ . NADP*
(b)
R-S, + Trx-(SH,) ——————— R-SH, + Trx-(S,)
|
'

Trx-(S,) + H* + NADPH —25—+  Trx-(SH,) + NADP*

Obrazek 1: Obecné mechanismy reakci pro antioxidanty glutathionperoxiddza (GPx) a thioredoxinreduktiza
(TrxR) zahrnuji zdsadni kroky v neutralizaci ROS a udrzovani bunééné redoxni rovnovahy (Mattmiller et al.
2013).

Selenoproteiny jsou pfitomny jak v eukaryotickych, tak v prokaryotickych buiikach
a proces syntézy SeCys a jeho zaclenéni do proteinti je v obou skupinach identicky, tudiz SeCys
pfijaty potravou nebo vznikly katabolickou cestou SeMet, nemiZe byt ptimo vyuzit k zaclenéni
do proteinti a musi byt syntetizovan (Kang et al. 2020).

Pro tvorbu nového SeCys poskytuje uhlikaty skelet serin, ktery je soucasti ser-tRNASec
(Mattmiller et al. 2013). Selen ziskdvame z selenidového anionu (HSe"), ktery je nejprve
pfeménén na selenofosfat (HSePOs 2) katalyzovany selenofosfat syntetdzou s vyuzitim ATP.
Nasledné je -OH skupina serinu nahrazena -SeH skupinou ze selenofosfatu, coz vytvari sec-
tRNASec (Kang et al. 2020). Tato tRNA rozpoznava kodon UGA ve struktufe mRNA, ¢imz
umoziuje syntézu SeCys, ktery se nasledné stava klicovou soucasti dulezitych selenoproteint
(Sunde et al. 2021). Selan mize bud participovat na opétovné syntéze SeCys, nebo byt
methylovan a vyloucen z organismu. Degradaci SeCys katalyzuje specifickd SeCys lyaza,
uvolfiyjici elementarni selen. Tento selen je nasledné neenzymaticky redukovan na selan (H>Se)
prostfednictvim glutathionu nebo dalsich thiold. Forma a mnozstvi vylucovaného selenu je
ovlivnény mnozstvim piijatého selenu a hladinou selenu v téle. Methylaci za pouziti S-
adenosylmethioninu  vznika methylselenol (CH3SeH), dimethylselenid [(CH3)2Se]
a trimethylselenoniovy ion [(CHs)3Se*]. Tyto reakce jsou katalyzovany methyltransferazou
(Sunde et al. 2021). Napftiklad trimethylselenonium se vyskytuje v moci krys s deficitem selenu
pouze v omezeném mnozstvi. U lidi je hlavni formou selenu v moci trimethylselenoniovy ion
[(CH3)3Se*]. Pii piijmu vysokych davek selenu se nadbytecny selen vylucCuje pres plice ve
formé dimethylselenidu (Kang et al. 2020).

Jak je zobrazeno na Obrazku 2 zdroje selenového pfijmu zahrnuji anorganickeé slouc¢eniny
selenistanu a selenidu (znazornéné zelenymi Sestithelniky), zatimco organické zdroje
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(znazornéné Cervenymi Sestitthelniky) jsou ziskany z zivociSnych a rostlinnych zdroji, které
poskytuji selen ve formé SeCys, SeMet a SeMetClys.

Selenoproteiny

o S

Selenomethionin Sec tRNA
T Selenocystein syntaza
Selenocystein syntaza =
l e Selenofosfat Selenat
Selenocystathion T . ,
Selenofosfat syntaza
TrxR
l Selenocystein syntaza Tr<R Trx
Trx
HoSe «— 4
Selenocystein Selenocystein Selenid
beta-lydza
I v
.
Se-methyl-Sec CH3SeH GS-5e-56G
Cystathin asH
¥-lyaza \ l Glusthion
reduktdza
v
(CHz)z5e 6sS6 GS-SeH
v
{CH3)35e

Obriazek 2: Metabolismus selenu z riiznych zdroja stravy (Mattmiller et al. 2013).

Anorganické formy selenu jsou redukovany thioredoxin-reduktazou (TrxR)
a thioredoxinem (Trx) nebo pifevedeny na selenodiglutathion (GS-Se-SG) glutathion-
disulfidem (GSSG), redukovany glutathion-reduktdzou na glutathioselenol (GS-SeH)
a nasledné prevedeny na selan (H2Se) v reakci s GSSG. Selenoproteiny jsou v enterocytech
stieva rozkladana lyazami na HoSe, ktery muze byt poté preveden na selenofosfat skrze
selenofosfat-syntazu a Sec skrze SeCys. HoSe muze byt rovnéz preveden na methylované
metabolity pomoci methyltransferaz, které jsou prevazné vylu¢ovany vydechem, moci a stolici
(Mattmiller et al. 2013).

3.1.4 Biosyntéza selenoproteinu

Selen je nezbytny stopovy prvek pro lidské zdravi, jehoz ptiznivé ucinky jsou prevazné
zpusobeny jeho zaclenénim ve formé SeCys do skupiny proteind nazyvanych selenoproteiny.
SeCys (povazovan za 21. aminokyselinu) je funkéni analog cysteinu, u néhoz je sirovy atom
nahrazen selenovym (Moghadaszadeh & Beggs 2006). Vzhledem k tomu, ze v t€le neni volny
SeCys, jeho syntéza probihd na specifickém tRNA (SeCysyl tRNASeRSeC) s anticodonem
UCA, ktery je komplementarni ke stop kodonu UGA, jak je zndzornéno na Obrazku 3 (Genchi
et al. 2023). SeCys je zaclenén do proteint prostiednictvim tRNASerSeC, ktery dekoduje
kodon UGA jako SeCys misto stop kodonu (Forchhammer & Bock 1991).
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U eukaryotnich organismua zaCina syntéza SeCys tak, ze seryl-tRNA syntetaza aktivuje
tRNASerSeC serinem v pfitomnosti ATP. Nasledné jsou hydroxylové skupiny serinu
fosforylovany pomoci O-fosfoseryl-tRNA kinazy (PSTK) v pfitomnosti ATP a nakonec je O-
fosfoseryl tRNASerSeC nahrazen selenovym atomem v pfitomnosti selenofosfatu a enzymu
selenofosfat syntetazy 2 (SPS2) a SeCysyl-tRNA syntetazy (SepSerS) (Vanda Papp et al.
2007). Selenocystenyl tRNASerSeC dekoduje kodon UGA a je pouzit pro integraci SeCys do
aminokyselinové sekvence, ktera tvoti selenoprotein (Chen & Berry 2003). SeCys je zakodovan
kodonem UGA, jednim z tii stop kodonti nezbytnych pro ukonceni poly-peptidového fetézce
(Ganyc et al. 2007). Kodon UGA zakoduje selenoprotein pouze v piitomnosti sekvence vlozeni
SeCys (SECIS) a proteinovych faktorti vCetn€ proteinu vazajiciho se na SECIS prvek 2 (SBP2),
ktery je jadernym proteinem (Genchi et al. 2023).

/ HSe-
| —ATP

, b :
: AN AMP+PI
!
- ATP AMP+PiPi "S" rivi %t ||
1 + Ser V+ H,0 PSe-Ay 1

PSTK epSerS :
! Selenophosphate )
| tRNASersee Ser-tRNAsersec O-fosfoseryl- Selenocysteinyl- |

tRNASersec tRN Asersec

_ Bunécné jadro

Cytoplasma

Obrazek 3: Biosynteticka draha selenoproteinu (Genchi et al. 2023).

SerRS katalyzuje reakci mezi tRNASerSec a Ser za piitomnosti ATP a vznika Ser-
tRNASerSec, ktery je nasledné fosforylovan za ptitomnosti ATP a PSTK, za vzniku O-
fosfoseryl-tRNASerSec. O-fosfoseryl-tRNASerSec je poté nahrazen Se za pfitomnosti
selenofosfatu a SepSerS, aby se syntetizovalo Sec-tRNASerSec. Sec-tRNASerSec je pfenesen
na ribozom diky SECIS a SBP2. Nakonec je kodon UGA rozpoznan jako sekven¢ni kodon Sec
do aminokyselinové sekvence selenoproteinu. Zkratky: SeCys = Selenocystein; SerRS = Seryl-
tRNA syntetaza; mRNA = messenger RNA; rRNA = ribozomalni RNA; PSTK = O-fosfoseryl
tRNA kinédza; SPS2 = selenofosfat syntetaza 2; SepSerS = O-fosfoseryl-tRNA:SeCysyl-tRNA
syntetaza; SECIS = SeCys Sekvence vkladani; SBP2 = SECIS Vazebni Protein 2 (Genchi et al.
2023).

3.2 Selen v lidském organismu

Selen predstavuje stopovy mineral s rozsahlym vyskytem v zivotnim prostiedi, nesmirné
dilezity pro lidské zdravi. Pivodné byl vniman jako toxicky prvek a svou esencialni roli
v lidském téle zacal odhalovat az 150 let po svém objevu v roce 1957. I pies jeho nizkou
koncentraci v lidském téle hraje selen kliCovou a unikatni roli mezi stopovymi esencialnimi
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prvky (Reyman, 2012). Jako jediny ma geneticky zakodovanou schopnost zaclenéni do
proteint, predstavujici konstitutivni ¢ast 21. aminokyseliny, SeCys. Forma, pfitomna
v aktivnich centrech selenzavislych enzymi (glutathion peroxidaz, thioredoxin reduktaz
a jodthyronin deiodinaz), definuje selenoproteiny. Proteiny, obsahujici alesponl jeden SeCys
zbytkek, ktery plni fadu fyziologickych funkci, s hlavnim cilem udrzovani redoxni rovnovahy
v burikach (Weller et al. 2014).

Data z experimentd, zejména na mySich a buné¢nych kulturach, naznacuji, ze doplnéni
selenu ovliviiuje epigenetické markery. Tento efekt 1ze pravdépodobné pficitat inhibici DNA
methyltransferazy selenem a jeho interakcim s jednouhlikovym metabolismem (Schulz, 2017).
Dostatecné hladiny selenu jsou zasadni pro nékolik aspektu lidské biologie, vCetné muzské
reprodukéni biologie, endokrinniho systému, svalové funkce, centralniho nervového
a kardiovaskularniho systému a imunity (Weller et al. 2014).

Intenzivni pfijem selenu nebo strava bohata na produktech s vysokym obsahem selenu
muze zpusobit otravu. Ve Venezuele doslo k otraveé selenem zptsobené konzumaci plodu druhu
Lecythis ollaria, ktery akumuluje vysoké mnozstvi selenu (7-12 g Se na kg suSiny), coz se
projevilo akutnimi pfiznaky, jako jsou ztrata vlast, prijem a zvraceni (Plant et al. 2014).

3.2.1 Toxicita selenu a nadbytek selenu

U krys byla stanovena medianova smrtelna davka (LDso) intraperitonealniho SeMet na
4,25 mg Se/kg. Intravendzni podani sloucenin selenu u mysi vedlo predev§im ke
kardiorespiracnim Uc¢inkiim, paralyze zadnich koncetin a smrti. LDso bylo stanoveno na
8,8 mg/kg pro SeMet (Longnecker et al., 1991) a selenit byl 4x toxictejsi nez SeMet. Chronicka
suplementace vysokymi davkami selenu byla studovana u makakt rhesus (Macaca mulatta)
(Turck et al., 2023), ktefi byli suplementovani az 300 mg/kg SeMet denné po dobu 30 dni.
Maximalné tolerovana davka byla 150 mg/ kg a toxicita byla spojena s hladinami selenu
v erytrocytech >2,3 mg/ml, hladinami selenu v plazmé >2,8 mg/ml a hladinami selenu v srsti
>27 mg/g (Swanson et al., 1990).

Udaje o toxicité selenu u lidi jsou pievazné zalozeny na studii jedinct vystavenych
vysokym hladinam selenové stravy. Endemicka selendza byla popsana v Ciné (Enshi County)
v roce 1983, kde byl zdroj vysledovan ke kamennému uhli. Uhli bylo spaleno a selen z uhli
vstoupil do pidy abyl absorbovan rostlinami, které byly nasledné konzumovany mistni
komunitou (Longnecker et al., 1991). Zatimco konzumovana forma selenu nebyla
specifikovana, rostlinné zdroje selenu jsou prevazné SeMet (Turck et al., 2023). Symptomy
zahrnovaly vznik kiehkych vlast, svédivé vyrazky a kiehké nehty. Nehty také vykazovaly
podélné pruhy nebo piicné linky na povrchu nehtu ve formé zluto-bilé nebo Cervené zmény
barvy. Dech po Cesneku nebo zapach se zvySujici se expiraci dimethylselenidu. Kozni 1éze se
vyvinuly pfedev§im na koncetinach a zahrnovaly zarudnuti, vezikulaci a sekundarni infekci.
Nejcastéjsim piiznakem otravy byla ztrata vlast a neht. V oblastech s vyssi incidenci mohly
byt postizeny také 1éze kuze, nervového systému a pravdépodobné také zuby (Longnecker et
al., 1991). Zubni kaz, inava, podrazdénost, svalova bolest, tfes, hyperflexie a kovova chut byly
také hlaSeny, ale pifimy kauzalni vztah nebyl potvrzen (Turck et al., 2023).

Jednotliva toxicka uroveni selenu byla 1054 ng/ml a odpovidajici denni piijem byl
odhadnut na 910 mg/den (Swanson et al., 1990). Studie téchto jedinct nékolik let poté ukazaly
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ustup symptomu selendzy v souvislosti se snizenim primérné hladiny selenu v séru z 1346
ng/ml na 968 ng/ml (Turck et al., 2023). S chronickou expozici a perifernimi hladinami selenu
presahujicimi 1000 ng/ml byla popsana prodlouzena protrombinova doba a zvySeni poctu
bilych krvinek (Swanson et al., 1990). Tyto ¢inské epidemiologické tidaje naznacuji, ze 750—
850 mg je horni hranice bezpecné denni expozice (Reid et al., 2004).

Toxicita selenu zavisi na jeho chemické formé, davce, interakcich s dalSimi slozkami
stravy a fyziologickém stavu téla. Anorganické formy selenu vykazuji vys$i toxicitu nez
organické. Zatimco anorganicky selen ma prooxidantni efekt na tioly, generujici ROS,
organické formy jsou snaze eliminovany (Reyman, 2012). Akutni otrava selenem je obtizna
diagnostikovat  kvali nespecifickym symptomim, vcetné hypotenze, tachykardie
a neurologickych poruch, jako jsou tfes a svalové kontrakce (Petrovi¢, 2021).

Chronicka toxicita selenu, znama téz jako selendza, se projevuje vypadavanim vlasa,
zménami a kiehkosti nehtd, koznimi vyrazkami, bolestmi kloubd, zubnim kazy
a charakteristickym Cesnekovym zapachem vydechovanym dechem v dasledku pifitomnosti
volatilni slouc¢eniny dimethylselenidu (Reyman, 2012). Nedavna studie jako napfiklad: ,,Role
of selenium in type 2 diabetes, insulin resistance and insulin secretion” autorti Pilar Casanova
a Daniel Monleon naznacuji spojitost mezi zvySenym piijmem selenu a rizikem vzniku diabetu
2. typu (Casanova & Monleon, 2023). Chronické otravy selenem jsou cCastéj$§i v oblastech
s vysokym obsahem selenu v pidé a pitné vode. Prijem 1 mg selenu denné ve formé
selenicitanu sodného po delsi dobu je povazovan za chronicky toxicky, ackoli pfiznaky vymizi
po snizeni pfijmu selenu (Petrovi¢, 2021).

Rostliny maji schopnost absorbovat, asimilovat a akumulovat selen v listech a kotenech.
Tato schopnost je nyni vyuzivana v procesu ozna¢ovaném jako , fytoremediace, kde rostliny
odstrariuji nadbyteCny selen z kontaminovanych oblasti. Fytoremediace selenem
kontaminovanych pad predstavuje neznecistujici a nakladové efektivni zptusob, jak zabranit
uniku selenu z pudy a jeho kontaminaci podzemni vody, povrchovych vod nebo odtokovych
vod (Plant et al. 2014).

3.2.2 Selenova deficience

Chronicky nedostatek selenu v lidském téle vede k zdvaznym onemocnénim, negativné
ovliviiuje fungovani kardiovaskularniho systému amize byt pfimo spojen s infarktem
myokardu. Keshan a Kashin-Beck jsou dobfe znaméd endemicka onemocnéni vyvolana
nedostatkem selenu. Nizké hladiny selenu jsou také spojeny s poruchami vyvoje plodu,
muzskou neplodnosti a zvySenym rizikem astmatu, zpusobenym snizenou obranou proti
oxidaci a poklesem aktivity Gpx (Bernabei et al. 2023). Existuji rovnéz dikazy o tom, ze
nedostatek selenu oslabuje imunitni systém a ovliviiuje spravnou funkci nervového systému.
Nedostatek selenu postihuje pfiblizné jednu miliardu lidi na svété, je dan nedostatecnou
konzumaci potravin obsahujici selen (Dogan, 2023).

Bylo zjisténo, Ze nedostatek selenu muze byt spojen sftadou dalSich zdravotnich
problému u lidi. Mezi né patii obtizn€ 1éCitelné zachvaty, revmatoidni onemocnéni,
arteriosklerdza, nepiiznivé respiracni vysledky u nedonoSenych novorozencl, potraty,
neurologické poruchy, deprese a zvySené riziko rakoviny (Shreenath et al., 2023). Kromé toho
se zda, ze nedostatek selenu muze zvySovat riziko poskozeni srdecniho svalu béhem ischemie
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a nasledné reperfuze (Beck et al., 2003). V kazdém z téchto ptipadld zlistava nejasné, zda je
nedostatek selenu hlavnim rizikovym faktorem, ¢i zda je pouze jednim z mnoha parametrq,
které pfispivaji k nachylnosti k onemocnéni vyvolanému jinymi etiologickymi agens. U
pacientt infikovanych virem HIV bylo prokazano, ze nedostatek selenu se vyviji s postupem
AIDS a stav mnozstvi selenu byl silny indikator zdvaznosti onemocnéni (Shreenath et al., 2023)

Myxedematozni kretenismus

Myxedematdzni kretenismus je porucha rastu kosti, neurologického vyvoje a zahrnuje
hypotyredzu a atrofii §titné zlazy. Onemocnéni se li§i od neurologického kretenismu, ktery je
charakterizovan tézkym  mentalnim  postizenim, abnormalitami v feci a sluchu,
neuromuskularnimi poruchami (Vanderpas et al., 1990). Neurologicky kretenismus se
vyskytuje v oblastech s velmi vaznym nedostatkem jodu a jeho vyvoj neni zavisly na mnozstvi
selenu v potraveé. Lidé s kretinismem mohou mit symptomy jedné klasifikace nebo se
symptomy mohou michat (Goyens et al., 1987). Endemicky myxedematdzni kretenismus se
objevuje v oblastech s rozsahlym vyskytem strumy, kde je prumérna hladina selenu v séru déti
pod 500 nmol/L. Nejvétsi koncentrace se vyskytuje ve stfedni Africe, zatimco neurologicky
kretenismus prevlada v Latinské Americe, Asii a Nové Guineji. V roce 1990 byla struma
ptitomna u 65-85 % populace severni Demokratické republiky Kongo a kretenismus, prevazné
myxedematozniho typu, u 2—6 % populace (Dumont et al., 1994).

Mezi symptomy kretenismu myxedematdzniho typu patii sucha Supinata kaze, détské
oblicejové rysy, deformity dlouhych kosti vedouci ke kratké postaveé, nedostatecny srust
lebeCnich kosti, nepravidelné zakofenéni zubu, zpozdéna sexualni dospélost a hypotyreoza
spojend s atrofii (involuci) §titné zlazy (Dumont et al., 1994). Kostni abnormality byly popsany
jako " Stippled epiphyses " (TeCkovana epifyza), protoze mineralizace probihd z nékolika
rozptylenych mist v epifyzarni chrupavcité tkani. Rozdily mezi formami kretenismu naznacuyji,
ze hormony S§titné Zzlazy jsou béhem riznych obdobi vyvoje nedostatecné a vysledkem
neurologicky kretenismus vznika v disledku nedostatecného mnozstvi hormont b&hem
fetalniho neurologického vyvoje a myxedematozni kretenismus vznikd z nedostateCnosti
hormont pozdéji v gestaci a détstvi (Genchi et al., 2023).

Hormon stitné zlazy je syntetizovan Stitnou zlazou jako prohormon 3,5,3',5'-
tetrajodotyronin (T4, tyroxin) a je pfeménovan v periferii na aktivni 3,5,3" -triiodotyronin (T3).
Syntéza T4 zaCina jodaci reakci aminokyseliny tyrosinu a tento krok vyzaduje produkci H>O»
thyroperoxidazou. 3,5-diiodotyrosin je ulozen v koloidni jadfe folikulu S§titné zlazy a pfi
stimulaci zlazy je dimerizovan a modifikovan tak, aby vznikl T4, ktery je uvolnén do
cirkulacniho systému (Coppinger & Diamond, 2001). T4 je pfeménén na T3 5' thyronin
dejodazami typa I a Il v tkanich a plazmé. 5-thyronin dejodinaza typu III premérniuje T4 na
neaktivni izomer 3,3',5' -triiodotyronin (1T3) a také inaktivuje T3 dal$im dejodinacim. VSechny
tfi dejodindzové enzymy jsou selenoproteiny, ale dejodaza II je méné ovlivnéna nedostatkem
selenu a nebyla identifikovéana jako selenoenzym az do roku 1996. Béhem nedostatku selenu je
aktivita dejoddyzy udrzovana v mozku a dalSich kritickych organech, pravdépodobné
s prevahou dejodazy II (Coppinger & Diamond, 2001).
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Obrizek 4: Role selenu v nedostatku vyvoje nervového systému
Diamond, 2001).
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Brlodu pii nedostatku jodu (Coppinger &

Neurologicky vyvoj u myxedematozniho kretenismu se zda byt udrzovan interakcemi
matetského nedostatku jodu a selenu a tento déj je zachycen na Obrazku 4. Fetalni Stitna zlaza
neni pln¢ funk¢ni pfiblizné az do dvacatého tydne gestace, ale tkafiové dejodazy plodu se stanou
aktivnimi mnohem dfive (Genchi et al., 2023). Pfed aktivaci syntézy T4 zavisi plod na
placentarnim transportu matetského T4. U matky s nedostatkem jodu a selenu jsou koncentrace
cirkulujiciho T4 zvyseny kvuli nizké aktivité dejodaz, coz umoziuje vétsi placentarni transport
T4 k plodu (viz Obrazek 4) (Coppinger & Diamond, 2001).
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Obrizek 5: Role nedostatku selenu a jodu pfi involuci §titné 71azy u myxedémového kretenismu
(Coppinger & Diamond, 2001).

Osoby s myxedematoznim kretenismem maji velmi nizké hladiny T3 a T4 v plazmé
a koncentrace TSH prfes 20x vys§i nez ostatni obyvatelé komunity bez kretenismu, coz
naznaluje, ze §titna Zlaza neni schopna reakce na stimulaci TSH. Stitna Zlaza u lidi
s myxedematoznim ztraci odezvu na doplnéni jodu v détstvi astava se involutni, silné
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fibrotickou, nekrotickou a neni schopna podporovat rast a sexualni zralost (Vanderpas et al.,
1990). Za podminek, které jsou naznaceny na Obrazku 5 dochazi ke kolapsu koloidniho jadra
folikulu §titné zlazy, rychlé nekroze, infiltraci tkani makrofagy a nésledné k fibrotizaci
(Coppinger & Diamond, 2001). Involuce §titné zlazy muze byt zptisobena sniZzenou aktivitou
selenoproteinu glutathionperoxidaza pii nedostatku selenu, coz zpusobuje vétsi oxidacni
poskozeni a produkci toxickych aldehydi (Goyens et al., 1987). Nedostatek jodu vede
k chronickému zvySeni hladiny hormonu S§titné zlazy stimulujiciho Stitnou zlazu (TSH)
a aktivity thyreperoxidazy(Coppinger & Diamond, 2001).

Onemocnéni Keshan

Onemocnéni Keshan predstavuje dilatovanou kardiomyopatii tzce spojenou
s nedostatkem mineralu selenu ve stravé. Selen hraje klicovou roli pfi ochrané téla pred
oxidanty aje esencialni soucasti n€kolika antioxidantovych enzymu, jako je glutathion
peroxidaza (GPx) a glutathion reduktaza a je rovnéz dilezitou soucasti selenoproteinti, jako
jsou selenoprotein P, dejodindza. Onemocnéni je pojmenovano podle severovychodniho
¢inského okresu Keshan, kde je vysoka prevalence zpusobena selenem-deficientni pidou(Zhou
et al., 2011). Endemické oblasti svySsi prevalenci jsou obvykle odlehlé, venkovské
a ekonomicky znevyhodnéné, charakterizované chudobou a hornatym terénem. Keshanova
choroba je povazovana za onemocnéni interakce mezi geny a zivotnim prostfedim (Lei et al.
2011).

Na nérodni urovni byla choroba identifikovana ve 2953 meéstech v 327 okresech 16
provincii, pokryvajici oblast od severovychodu k jihozapadu, v pasu. Tyto endemické oblasti
zahrnuji pfriblizné¢ 60,487 miliond obyvatel. Priméma rocni incidence dosahla hodnoty
10/100000 obyvatel (Lei et al. 2011). V roce 1960 prekrocila nejvyssi incidence onemocnéni
v regionu Chuxiong v provincii Yunnan hranici 100/100000 a umrtnost piesahla 98 %.
Onemocnéni obvykle postihuje déti ve véku 2-10 let a zeny v plodném véku, zatimco muzi jsou
vzacne postizeni. Pramérny denni pfijem selenu u postizenych Zen je méné nez 12 pg/den- (Shi
et al. 2021)

V poslednich desetiletich byla nej¢astéji hlasena chronicka a latentni forma. U chronické
formy onemocnéni je nastup pomaly. Pacient trpi chronickym srdecnim selhanim, dilataci
komor, myokardialni fibrozou a zten¢enim srdecni stény (Hou et al., 2011). U latentni formy je
epizoda maskovana a srdecni funkce pacienta je relativné. Ventrikularni kontrakce a zmény
v pravé vétvové blokadeé nebo ST-T jsou bézné. Na Obrazku 6 je zobrazen diagram vyvoje
onemocnéni Keshan (Lei et al. 2011).
Zvyseni

Selenova Snizena aktivita . Poranéni Ventrikularni | Onemocnéni |
—> — oxidacniho —>

deficience GPx i —— myokardu dysfunkce L Keshan )

Obrazek 6: Diagram vyvoje choroby Keshan (Lei et al. 2011).

Zjisténi obsahu selenu v ornici naznacilo, Zze koncentrace selenu jsou obvykle nizsi nez
0,125 mg/kg, s koncentracemi nad 3 mg/kg v neendemickych oblastech. V roce 2020 studie
zkoumala hladiny selenu v séru u 571 jednotlivel a zjistila, ze hladiny u téch, ktefi ziji
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v endemickych oblastech, byly pouze 0,97 umol/L. Cislo bylo vyrazn& niZsi nez u téch, ktefi
ziji v neendemickych oblastech (1,01 umol/L). Stav selenu v srdct, jatrech, ledvinach a svalstvu
ve srovnani s jednotlivci s onemocnénim byl az o 10x nizsi (Chen, 2012).

Klinické projevy pacienti s onemocnénim zahrnuji prevazné srdecni selhani, akutni
srdecni selhéani a srdecni arytmie. Projevy onemocnéni zahrnuji akutni nebo chronické epizody
srdecni choroby charakterizované kardiogennim Sokem, srde¢nim selhanim a arytmii, spolu
s kardiomegalii (viz. Obrazek 7). Na zakladé vyzkumu srdecni funkce, klinickych projeva
a patologickych vysledka je etiologie onemocnéni rozdélena do Ctyf typu: akutni onemocnéni,
subakutni onemocnéni, chronicka onemocnéni a latentni onemocnéni (Li et al. 2000).

U akutni onemocnéni je nastup nahly, projevujici se jako akutni srdecni selhani, srdecni
nedostatecnost jako plicni edém, zavazna arytmie a kardiogenni Sok. Elektrokardiogram (EKG)
obvykle odhaluje zmény ST-T. U subakutnich pfipadd je nastup pomalejsi nez u akutnich
pacient a vétSina piipada ukazuje "klikaty" srdecni rytmus a otoky obliceji (Chen, 2012).

Obrazek 7: Keshan onemocnéni predstavuje endemickou formu dilatované kardiomyopatie, charakterizovanou
patologickym zvétSenim srdce. Morfologie srdce je vyrazn€ vEétsi a kulatéjsi nez u normdlniho srdce (Lei et al.
2011).

Onemocnéni je obecné povazovano za multifaktorialni interakce prostfedi a gent.
Nedostatek selenu vyrazn€ podporuje oxidativni stres a poranéni, coz muze také posilit
oxidativni posSkozeni dalSich prispivajicich patogennich faktort, véetné virovych ajinych
infekci (Shi et al. 2021). Dulezitou podporu pro hypotézu nedostatku selenu pfineslo
pozorovani, ze dlouhodoba oralni suplementace anorganickym selennym sloucenim, selenitem,
byla G€inna pii odvraceni nemoci v endemickych oblastech (Hou et al., 2011). Védeckeé studie
prokazaly, ze vedle selenového deficitu hraje roli i virova infekce, pficemz enteroviry byly
izolovany z krve a tkani pacientt (Li et al. 2000).

Kashin-Beckova nemoc

Kashin-Beckova nemoc, endemické onemocnéni osteochondralniho charakteru, je Siroce
roz§ifené v oblasti od jihozapadu k severovychodu Ciny a Severni Koreje az po vychodni Sibif
v Rusku. V Ciné samotné existuji dikazy o tom, ze piiblizné 1,3 milionu jednotlivca vykazuje
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néjakou formu symptomi tohoto syndromu, pficemz skutecné cCislo muze byt dokonce
podhodnoceno. Na rozdil od globalniho trendu nariastu ptipadua osteoartritidy, pocet lidi trpicich
Kashin-Beckovym syndromem v Ciné vyznamng klesl (Guo et al. 2014). V roce 2013 bylo
pfiblizné 64000 jednotliveli postizeno onemocnénim au 1160000 hrozila moznost vzniku.
Snizeni prevalence je piipisovano preventivnim opatfenim provadénym v Cing jako jsou
distribuce dopliiki stravy a poskytovani ¢isté vody miliontim lidi a dokonce i pfemisténi celych
vesnic (Han et al. 2015).

Kashin-Becktv syndrom se pfevazné vyskytuje u déti ve véku 5-13 let, a to predevsim
v nejchudsich rodinach. Projevuje se degeneraci a nekrozou kloubt a ristovych desticek na
hornich a dolnich koncetinach. Vysledkem jsou koncetiny, které jsou nejen kratké, ale také
deformované, s zakrnélym svalstvem a celkové mensi postavou. Klouby nejvice postizené
touto patologii zahrnuji kotniky, kolena, zapésti a lokty (Guo et al. 2014).

Epifyzarni rastova ploténka akloubni chrupavka jsou primarné postizenymi
anatomickymi strukturami. Mikroskopickym pohledem se degenerativni zmény v chrupavce
vyznacuji chondronekrozami lokalizovanymi v nékolika oblastech hluboké zony chrupavky.
Fokalni chondronekrézy a narusena endochondralni osifikace prevazujicim zpusobem vedou
k sekundarni chronické osteoartropatii (Peng et al. 1991). Ve fetalni a juvenilni chrupavce je
vétSina zmén lokalizovana v oblastech zrajici a hypertrofované chrupavky. Nekroticka pole
mohou sahat az do pfechodné oblasti mezi proliferativnimi a hypertrofovanymi zénami rastové
ploténky ave vyspélém stadiu onemocnéni dokonce do vSech zon (Peng et al. 1991).
Chondronekréza rastové ploténky muze zpusobit naruSenou endochondralni osifikaci
a dokonce indukovat brzké uzavteni epifyzalni ristové ploténky, coz vede k zpozdénému rustu,
jako jsou kratké prsty, kratké koncetiny, zpomaleny rust a postizeni v pokrocilych stadiich (Yao
et al. 2011).

Obrazek 8: Habitus Kashin-Beckova syndromu (Guo et al. 2014).
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Vzhledem k tomu, ze rastova ploténka chrupavky je ristovym centrem kosti, jsou
vyvojové deformity u pacientd pravdépodobné vysledkem narusené diferenciace chondrocytu
a endochondralni osifikace. Cim dfive se objevi symptomy, tim zdvazn&j§i malformace se
vyvinou. Kromé toho mize chondronekréza kloubni chrupavky indukovat tvorbu jizev,
zvétSeni kosti, osteofyty a zizeni kloubniho prostoru. Chondrocyty se projevuji otoky
mitochondrii a snizenou hustotu mitochondrialni matrix ve srovnani s normalnimi (Allander,
2009). Na Obrazku 8 je fotka pacienta, ktery trpi Kashin-Beckovym syndromem.

3.3 Imunitni funkce selenu

Indukovatelna izoforma syntazy oxidu dusnatého (iNOS) je spojovana s ateroskler6zou,
malignitou, revmatoidni artritidou, poskozenim tkani a reperfuznimi poranénimi (Arthur et al.
2002). Klicovym faktorem pro oxidativni versus ochranné u¢inky oxidu dusnatého je zakladni
redoxni stav tkané. Selenoproteiny, jako jsou GPx a thioredoxin reduktazy, jsou kli¢ovymi
slozkami bunécné obrany a podporuji optimalni rovnovahu mezi antioxidanty a oxidanty
(Mattmiller et al. 2013b). Tyto enzymy jsou zapojeny do mnoha biochemickych procest, jako
je ochrana pied oxidacnim stresem aredoxni regulace exprese gent (Arthur et al. 2003).
Nedostatek selenu vede ke vyznamnému poklesu Se-GPx a zvySeni produkce ROS (Arthur et
al. 2002). Kromé¢ toho je nedostateCna vyziva selenem spojena se zvySenou produkci
reaktivnich forem dusiku (RNS) jako je NO a peroxynitrit, coz bylo spojeno se zvySenym
rizikem onemocnéni jako je kardiomyopatie, revmatoidni artritida, rakovina, Alzheimerova
choroba a roztrousena skler6za (Mattmiller et al. 2013b). Bunécny stav selenu hraje dulezitou
roli pfi snizovani oxida¢niho stresu v téle. Mnoho imunitnich bunéénych typu, vcetné
makrofaga, syntetizuje NO, ktery reguluje jejich bunécnou funkci. Navic bylo zjisténo, ze NO
je také hlavnim mezidruhovym poslem zapojenym do ruznych aktivit, jako je neuralni
signalizace a vazorelaxace (Bogdan et al. 2000).

Trvala produkce NO vybavuje makrofagy cytostatickou nebo cytotoxickou aktivitou proti
viram, bakteriim, houbam, prvokiim, helmintim anadorovym bufikam (Coleman 2001).
Nicméné, kvili své vysoké reaktivité muze byt NO v naprodukci také destruktivni pro zdravé
bunky téla (Mattmiller et al. 2013b). Navic se NO rychle oxiduje na RNS, které modifikovat
klicové signalni molekuly jako jsou kinazy a transkripéni faktory (Bogdan et al. 2000).

Syntaza oxidu dusnatého (NOS) katalyzuje rozklad L-argininu na NO a citrulin.
V savcich jsou pfitomny tfi rizné izoformy NOS, ato dva konstitutivni enzymy (neuronalni
NOS a endotelialni NOS) a jeden inducibilni enzym (iNOS) (Bogdan et al. 2000). Je znamo, ze
razné stimuly, jako je UV zafeni, cytokiny a lipopolysacharid (LPS), up-reguluji exprese iNOS
v makrofazich. Kromé toho existuji diukazy, ze zvySena exprese iNOS a produkce nitritt
zahrnuji aktivaci jaderného faktoru-xB (NF-kB) a nasledné vazani enhancerovych prvka «B
v promotoru genu iNOS (Coleman 2001). Pfedpokladany efekt selenu na imunitni funkce je
znazornéna na Obrazku 9 (Mattmiller et al. 2013b).
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Obrazek 9: Efckt selenu na imunitni funkce (Mattmiller et al. 2013b).

V praci Sandeep et al. (2002) zkoumali vztah mezi stavem selenu, jakozto dilezitym
modulatorem bunécného oxidacniho stresu a exprese iNOS po stimulaci LPS v buikach
RAW264.7, mysi bunécné linii makrofagim. Tyto bunky byly dfive pouzity jako model pro
studium exprese iINOS (Coleman 2001). Studie vychazi z hypotézy, ze nedostate¢ny stav selenu
v makrofazich vede k nerovnovaze oxidanti a antioxidanti aje zodpovédny za aktivaci
redoxné aktivniho transkripéniho faktoru NF-xB, ktery nasledné indukuje exprese iNOS. Jedna
se oprvni zpravu, ktera ukazuje na inverzni vztah mezi stavem selenu aexprese iNOS
v celularnim systému. Tyto vysledky naznacuji inverzni vztah mezi bunécnym stavem selenu
a exprese iNOS u LPS-stimulovanych bunék RAW264.7 a poskytuji dikazy pro pfiznivé
ucinky dietarniho doplnéni selenu pii prevenci piipadné pti 1écbé zanétlivych onemocnénich
vyvolanych v dasledku oxidacniho stresu (Sandeep et al. 2002).

Dle vyzkumu Cheng et al. (2011) SeMet inhiboval expresi genti IL-1b-indukovaného
iNOS a COX2 v chondrocytech s odpovidajicim poklesem produkce NO a PGE2. Vysoké
davky SeMet ztlumily IL-1B indukovanou aktivaci p38 MAPK, ale ne signalni drahy
extracelularné regulovanych kinaz (ERK) 1/2, c-Jun N-terminalni kindzy (JNK) nebo nuklearni
faktor kB (NFkB) (Cheng et al. 2011.). Tato studie objasiiuje jeden potencidlni ochranny
mechanismus Se, ato prostfednictvim zmeény signalnich drah bunék a nasledné transkripce
prozanétlivych ucinkt IL-1b. Praveé tato prace naznacuje, ze selen ma potencialni ochranné
ucinky pfi osteoartritidé, ale pfesny mechanismus je stale nejasny (Cheng et al. 2011).
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4 Metodika

4.1 Material

K praci bylo pouzito kultivaéni medium RPMI1640 (SigmaAldrich), fetalni serum (Fetal
bovine serum — FBS) (Biowest), neesencialni aminokyseliny (VWR) glukéza, Griesovo ¢inidlo
(SigmaAldrich) adusitan sodny (Lachner). Slozeni kultivaéniho media RPMI1640 je
nasledujici: 10 % FBS (Foetal bovine serum), 5 % neesencialnich aminokyselin, 10 % roztoku
glukozy, 5 % ZELL Shield (ochrana bunécné kultury) (BioConsult).

Pro in vitro traveni byla pouzita ultra-pure water (utracista voda), a-amylaza z praseci
slinivky bfisni (Sigma Aldrich), prasec¢i pepsin (Sigma Aldrich), praseci Zzlu€, praseci
pankreatin (Sigma Aldrich), dihydrat chloridu véapenatého (VWR), hydroxid sodny p.a.
(Lachner), kyselina chlorovodikova (VWR), chlorid draselny (Sigma Aldrich),
dihydrogenfosforecnan draselny p.a. (Lachner), hydrogenuhli¢itan sodny p.a. (Lachner),
chlorid sodny p.a. (Lachner), hexahydrat chloridu hotfe¢natého (VWR), uhliitan amonny
(Sigma Aldrich). Vzorky selenu ve formé SeMet, SeMetCys a selenitu byly poskytnuty z
Vysoké skoly chemicko-technologické v Praze.

4.1.1 Invitro traveni INFOGEST

Vzorky byly podrobeny traveni podle statického modelu traveni INFOGEST 2.0, podle
postupu uvedeného Brodkorbem et al. (2019). Kazdy vzorek vazil 5 g a byl postupné traven
oralni, zaludec¢ni a intestinalni fazi.

V oralni fazi byl vzorek smichan se slinami s aktivitou amylazy 75 U/ml v poméru 1:1
a inkubovéan pfi 37 °C za stalého michani po dobu 2 minut.

Ve zalude¢ni fazi byl vzorek smichan se zdsobnim roztokem CaCl2(H20)2, pepsinem
(2000 U/ml), zaludecni lipazou (60 U/ml) a destilovanou vodou v poméru 1:1. pH bylo
upraveno na 3 pomoci HCI a inkubovano pii 37 °C po dobu 2 hodin za stalého michani.

V intestindlni fazi byla travenina smichéna se zasobnim roztokem zlucovych soli (10
mmol) po dobu 30 minut pii 37 °C. Nasledné byly pfidany CaCla(H20)2, pankreatin (100 U/ml
trypsinu) a pankreaticka lipaza (2000 U/ml) a inkubovano po dobu 2 hodin pfi 37 °C za stalého
michéni.

Po traveni byly vzorky centrifugovany a odebran supernatant, ktery byl filtrovan pies
stiikackové mikrofiltry o primeéru 0,2 um do sterilnich vialek. Nasledné byly vzorky ulozeny
pii teploté -80 °C az do dalsiho testovani. V Tabulce 2 jsou zobrazeny jednotlivé chemikalie
pouzité v travici Stave.
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. Koncentrace SSF SIF

Chemikalie M) (ml) SGF (ml) (ml)

Chlorid draselny 0,500 15,100 6,900 6,800
Dihydrogenfosfore¢nan vapenaty 0,500 3,700 0,900 0,800
Hydrogenuhlicitan sodny 1,000 6,800 15,500 42,500
Chlorid sodny 2,000 - 11,800 9,600
Hexahydrat chloridu hofec¢natého 0,150 0,500 0,400 1,100

Uhli¢itan amonny 0,500 0,060 0,500 -

Kyselina chlorovodikova 0,600 0,090 1,300 0,700
Dihydrat chloridu vapenatého 0,300 0,025 0,005 0,040

Na Obrazku 10 je zobrazen diagram metody traveni INFOGEST 2.0. Casovy ramec
a vyvojovy diagram metody in vitro traveni INFOGEST 2.0 pro potraviny. Na diagramu je
znazornén ocekavany ramec (vlevo), faze a odpovidajici ¢isla krokti v postupu (vpravo). SGF
simulovana zaludeéni tekutina, SIF - simulovana stfevni tekutina, SSF - simulovana slinivkova

tekutina.

Krok

% Provede se analyza enzymatické aktivity a Zluci 1
5 Pripravi se zasobni roztoky SSF, SGF a SIF 5
3& Provede se experiment Upravy pH #
@ Pgtr?va se Ismldcha s SSF gl:l) 7_12
\© P[!d:fl se ch or! vapt?naty 13
‘= Pridase slinna amylaza 14
‘@ Pfi michani se nechd inkubovat 15, 16
O (2h, 37°C, pH7) '

‘@ Smicha se oralni bolus s SGF (1:1) 17.18
N ve y 2 . . ’ ’

© o Pfidase chorid vapenaty 19
5 s PFida se pepsin a lipaza

@ Pfimichanise necha inkubovat 20, 21
O (2h,37°C, pH 3) 22-24
b= Travici chymus se smicha s SIF (1:1) 25,26
o - PFida se zluc 27
% N Pfida se chlorid vapenaty 28
@ 7 Pfida se pankreatin 29
C

Vzorek se nechad inkubovat (2h, 37°C, pH 7)309_32

Samplovani

Vzorkovani a prace se vzorky

Obrizek 10: Diagram metody trdveni INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019).
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4.1.2 Kultivace bunécné linie RAW264.7

Po rozmrazeni byly bunécné linie RAW264.7 kultivovany v kompletnim medialnim
prostfedi RPMI1640 se suplementy. Po dvou dnech, pii dosazeni 80% konfluence, byly
makrofagy mechanicky sklizeny a centrifugovany po dobu 10 minut 170 x g. Poté byl odstranén
supernatant a buiiky byly rozfedény v erstvém kompletnim medialnim prostiedi. Objem 1x10°
bunék byl vlozen do bariky spole¢né s 10 ml kompletniho mediélniho prostfedi a ponechan ve
vlhkém CO; inkubatoru pii teploté 37 °C k dalSimu rastu po dobu 48 hodin.

4.1.3 Priprava mikrotitracni desticky

Zbytek bunéné suspenze z piedchoziho kroku byl nafedén na koncentraci 2,5x10°
bunék/ml a napipetovan do 96 jamkové mikrotitracni desticky v objemu 100 pl. Takto
ptipravena desticka byla inkubovana po dobu 2 hodin v CO> inkubatoru za standardnich
podminek. Nasledné byly pfidany testované traveniny jednotlivych vzorkt v koncentraci 20-
0,009 % traveniny a smés Cistych travicich enzymu pro kontrolu. Poté bylo do desticky pfidano
lipopolysacharid (LPS) v koncentraci 1 pg/ml. Jako negativni kontrola byly ponechany buriky
bez ptidavku LPS. Celkovy objem v kazdé jamce byl 200 ul. Takto pfipravena desticka byla
inkubovana po dobu 24 hodin.

4.1.4 Stanoveni produkce oxidu dusnatého (NO) Griessovou reakci

Po 24 hodinach inkubace byla desti¢ka centrifugovana po dobu 5 minut pti 170 x g. Poté
bylo z kazdé jamky pfeneseno 50 pl supernatantu do nové desticky a ptidano 50 pl Griessova
¢inidla. Desticka byla inkubovana po dobu 10 minut pii 37 °C. Absorbance byla nasledné
méfena na &tece mikrotitradnich desticek SPARK (Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 540
nm. Kalibracni kfivka byla ziskana z roztoku NaNO> v rozmezi koncentraci 125-8 pM/ml.
Koncentrace NO u jednotlivych vzorka byla stanovena linearni regresi.

4.1.5 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly prezentovany jako prumér s doprovodnou smérodatnou odchylkou. Pro
statistické vyhodnoceni byl vyuzit software GraphPad Prism a proveden dvoufaktorovou
ANOVou s Tuckeyho post-hoc testem.
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S Vysledky

Nami testované vzorky vykazovali schopnost snizovat produkci NO v zavislosti na
zvolené davce. V Tabulce 3 miuzeme vidét, ze produkce NO byly vyrazné snizena pii 10%
koncentraci traveniny obsahujici nami testované vzorky SeMet, SeMetCys a SelV. Pti této
koncentraci doslo k vice jak 25 % poklesu produkce NO v porovnani s oSetfenou kontrolou
pomoci LPS, kdy tento pokles byl statisticky potvrzen na hladiné vyznamnosti (p < 0,0001),
jak je patrné z Tabulky 3. Snizovani koncentrace traveniny vedlo ke zvysovani produkce
a u SeMetCys, kde pii koncentraci 10% bylo nejvyssi ato o vice jak 33 %, tak v polovicni
koncentraci se jiz produkce téméf nelisila od produkce kontroly. V koncentraci 2,5 % traveniny
bylajizu SeMetCys zvySena o vice jak 30 % az po koncentraci 0,3125 % traveniny kdy zvySeni
produkce NO bylo o vice jak 40 % s prokazanou statistickou vyznamnosti na hladiné o= 0,0001

Naopak u ostatnich testovanych vzorki nedochazelo ke zvyseni ani snizeni produkce
v porovnani s oSetfenou kontrolou.

Tabulka 3: Primérné hodnoty oxidu dusnatého po o$etieni buné¢né linie LPS.

SeMet SeMetCys SelV Kontrola
% produkce NO
prumér + smérodatna odchylka

o0 69,22 + 5 56%*** 66,86 % 6,1 2%*** 74,26 + 9,99%***
8T 5 93.37+6.16 99 42 + 6.40 95.07+9.10
Sz 25 98.92 +5.03 134,99 + 10,85%*#* 103.99 + 8.44 100
8E 125 102,90 + 8.40 138.89 £ 10,01%*#* 97.26 + 5.8
S5 0,625 9531+ 11.04 139,18 £ 15,74%%%% 100,75 + 7.77
T 03125 105.68 + 8.05 141,59 + 12,04%%5% 100.41 + 4.99

Hvézdicky ukazuji vyznamnost sttednich hodnot pro tfi vzdjemna méfeni ve srovnani s kontrolou **** (p <
0,001). Hodnoty jsou udany v procentech a je vzdy uddna smérodatna odchylka.

Jak je patrné z Obrazku 11 mezi koncentracemi traveniny 2,5 az 0,3125 % je mezi
SeMetCys na jedné strané a SeMet a SelV na druhé strané statistickd vyznamnost v produkci
NO, kdy SeMetCys ma statisticky prukazné zvysenou produkci NO na hladiné vyznamnosti o=
0,0001. Toto zvySeni predstavuje v pruméru 30 % oproti SeMet a SelV.
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Obrizek 11: Produkce NO na buné€éné linii mySich makrofagu RAW264.7 stimulovanych pomoci 1
pg/ml LPS (100 %) s pfidanim traveniny obsahujici testované formy selenu v koncentraci 10 — 0,3125 %.
Hv¢zdicky ukazuji vyznamnost stiednich hodnot méfeni v porovnani jednotlivych vzorka **** (p < 0,0001).
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6 Diskuze

Selen predstavuje nezbytny mikronutrient pro organismus. V organismu maji casto
hojeni ran pfi redukci oxidacniho stresu. Glutathionperoxidaza (GPx) je hlavni selenoprotein
pfitomny v lidském téle, ktery pomaha kontrolovat nadmérmou produkci volnych radikald na
misté zanétu. Kromeé GPx zahrnuji dalsi selenoproteiny napfiklad selenoprotein-S, ktery
reguluje zanétlivé cytokiny, a selenoprotein-P, ktery slouzi jako induktor homeostazy (Sharma
et al. 2007). Neékteré slouCeniny obsahujici selen, které mohou pusobit jako prevence
a terapeutika proti nadorovym onemocnénim. Tyto slouceniny pfimo ¢i nepifimo projevuji
antioxidacni vlastnosti, které udrzuji intracelularni redoxni stav a tyto aktivity chrani zdravé
buriky pfed poskozenim zpisobenym ROS (Hariharan & Dharmaraj 2020).

Jak je patrné z naSich vysledku, tak pfi vyssi koncentraci 10 % traveniny organickych
forem selenu a selenicitanu dochazi k prokazatelnému snizeni produkce oxidu dusnatého, a to
1 o vice jak 30 %. Na rozdil od toho vSak se snizujici se koncentraci traveniny u SeMetCys
dochazi k opa¢nému efektu, kdy je naopak produkce NO vyrazné zvySena oproti oSetiené
kontrole a o vice jak 30 % uz od 2,5 % traveniny v testovaném vzorku. Jak uvadi Xia et al.
(2020), tak SeMetCys ma schopnost snizovat produkci NO v lidskych arterialnich
endotelialnich bunkach (HAECs) vyvolany pfitomnosti elaidové kyseliny (9t18:1). a to diky
aktivaci fosfolipazy A2, ktera reguluje expresi proteintl intercelularni adhezni molekuly ICAM-
1 aE-selektinu a IL-8. Ke snizeni produkce NO o vice jak 30 % muze pfispét i ryzovy
hydrolyzat obohaceny o selen ato jiz pfi koncentraci od 100 pg/ml ve srovnani s pozitivni
kontrolou na bunécné linie RAW264.7 (Fang et al., 2019).

Evidentné vSak zalezi na formé selenu pfijatého organismem, jak uvadi studie Luo et al.
(2019) zabivajici se selenovymi polysacharidy z Hericium erinaceus (Se-HEP-PLGA)
a olysacharid z Hericium erinaceus obohaceny o polymerni nanocastice z co-polymeru mlécné
kyseliny a glykolové kyseliny (PLGA), zintenziviiuji imunitni reakce a jejich ucinek byl
studovan in vitro na makrofazich. Po oSetfeni nanocéasticemi byly vyhodnoceny ucinky
fagocytozy, exprese ko-stimulacnich molekul, oxidu dusnatého (NO) a sekrece cytokind.
Nanocastice vyznamné stimulovaly fagocytarni aktivitu, exprese CD40 a CD86 u makrofagg.
Krome toho byly hladiny NO, TNF-o, IL-1p a IL-6 zvySeny v peritonealnich makrofazich. Se-
HEP-PLGA prokazala nejlepsi ucinky na exprese co-stimulanich molekul, sekreci NO
a cytokinti. Tyto vysledky naznacuji, ze Se-HEP-PLGA muze zvysit aktivaci makrofagt.

Naproti tomu v praci Sun et al. (2023) sledovali stabilitu a aplikaci selenovy nanocastic
(SeNPs). V této studii byly k piipravé dispergovanych SeNPs pouzity kvasnicové glukany
s riznymi stupni aminace (BNs) a byly obohaceny nanocasticemi selenu. Byla pfipravena fada
stabilnich roztoki BNs/SeNPs s riznym stupném aminace a obsahem selenu. Velikosti Castic
100-300 nm (BNs/SeNPs) dokazaly efektivné potlacit tvorbu NO, IL-1p a IL-6 v makrofazich
RAW 264.7 indukovanych LPS a snizit transkripci mRNA iNOS, IL-1B, IL-6 a chemokina
(CCL2 a CCL5), coz naznacuje, ze BNs/SeNPs vykazuji protizanétlivou aktivitu (Sun et al.
2023). Makrofagy aktivované LPS navic zpusobuji uvolfiovani zanétlivych mediatora, jako
jsou PGE2, TNF-q, IL-1P a IL-6, z nichz kazdy ma rizné biologické funkce. Tyto mediatory
napfiklad reguluji imunitni reakce, zanét a homeostazu (Zhai et al., 2016).
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V praci Campo-Sabariz et al. (2022) byla zkoumana role 2-hydroxy-(4-methylseleno)-
butanové kyseliny (OH-SeMet), formy organického selenu, v syntéze selenoproteinu
a zanétlivé odpovédi lidskych makrofaghi odvozenych z THP-1 stimulovanych pomoci LPS. U
LPS-stimulovanych makrofagih OH-SeMet zvysil exprese genu GPx1, zlepsil fagocytozni
a antiproliferani schopnosti, soucasné snizil produkci ROS a cytokini. NavySeni mnozstvi
OH-SeMet v makrofazich navic podpotilo exprese genit GPx1. Tento gen koduje enzym z tiidy
glutathionperoxidazy. Glutathionperoxiddza méa funkci v detoxikaci peroxidu vodiku aje
jednim z nejdualezité€jSich antioxida¢nich enzymua u lidi. Takze OH-SeMet optimalizovalo
a regulovalo zanétlivou odpoveéd’ a tim zlepsilo fagocytarni schopnosti makrofagu. (Campo-
Sabariz et al. 2022)

Ve studii Sandeep et al. (2002) autofi urCovali, zda je indukovatelna izoforma syntazy
oxidu dusnatého (1INOS) zapojena do ateroskler6zy, malignity, revmatoidni artritidy, tkafiovych
a reperfuznich poranéni. Klicovym determinantem pro-oxidacnich versus ochrannych ucinka
NO je zakladni redoxni stav tkané. Selenoproteiny, jako jsou glutationperoxidazy (GPx)
a thioredoxinreduktazy, jsou klicovymi slozkami bunétné obrany a podporuji optimalni
rovnovahu. Aktivita GPx v builkdch je ukazatel mnozstvi selenu a hodnota byla 17x nizsi u
bunécné linie mysich makrofagi RAW 264.7 s nedostatkem Se. Po stimulaci téchto bunék
pomoci LPS, autofi zjistili vyrazn€ vyssi urovné transkriptu proteinu iNOS a zvySenou
produkci NO u bunécné linie RAW 264.7 s nedostatkem selenu oproti buiikdm s béznym
mnozstvim selenu. Vysledky vySe zminénych studii naznacuji, ze SeMetCys ovliviiuje
produkci NO, ktera nasledné reguluje zanétlivou odpoveéd makrofagi bunééné linie RAW264.7
(Sandeep et al. 2002).

V praci Mal’tseva et al. (2022) byly shrnuty aktualni dostupné informace o ucincich
selenové insuficience pifi onemocnéni COVID-19. NedostateCny pfijem selenu se obecné
povazuje za rizikovy faktor pro nekolik chronickych onemocnéni u zvifat i lidi, spojenych
s oxidacnim stresem aimunitni odpovédi. Vede rovnéz k zvySené citlivosti téla na fadu
virovych infekci kvuli plisobeni na rizné intracelularni mechanismy jak viru samotného, tak
hostitelské buriky. Nedavno bylo prokéazano, ze nizky stav selenu je spojen s vy§sim rizikem
umrti na COVID-19. Nejvice studované organické slouceniny selenu zahrnuji selenomethionin
(SeMet), methylselenocystein (SeMetCys) a methylselenovou kyselinu (MSA). MSA je
zapojena do aktivace fagocytozy makrofagt, stejné jako do fungovani T bunék, Nrf-2 a lyzy
NK bunék. MSA zvySuje expresi glutathionperoxidazy v krvi, stejné€ jako hladinu NKG2D, INF
a MHC1, a modulyje aktivitu riznych ligandi NKG2D. Rovnéz ma vyraznou antivirotickou
aktivitu, zejména proti viru SARS-COV-2, kdy snizuje jeho replika¢ni schopnost
prostiednictvim reakce s proteazou HS-Cys-145-Mpro. Dilezitost adekvatni hladiny selenu
v potravé ajeho efektivniho zaclenéni do selenoproteinii pro imunitu byla prokazana
v bunéénych kulturach a zvifecich modelech abylo zjisténo, ze SeMet, SeMetCys
a methylselenova kyselina ucinné puasobi pii prevenci virovych infekci, jako jsou chfipka
HINI, Enterovirus 71, infekce virem hepatitidy a SARS-CoV-2.

V poslednich nékolika desetiletich dosahl vyzkum selenu pozoruhodného zaymu. Zvlasté
jeho role pfi syntéze ruznych typu selenoproteini a mnoha regulacnich metabolickych ¢lovéka
(Hariharan & Dharmaraj 2020). Béhem let bylo identifikovano mnoho novych selenoproteint
a byla zdiraznéna jejich dalezitost v riznych aspektech (Sharma et al. 2007). Slouceniny selenu
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se ukazaly jako prospesné pii 1écbé a diagnostice nadorového bujeni a v posledni dobé ziskaly
zna¢nou pozornost v boji proti riznym typum nadort. V budoucnu budou hrat kli¢ovou roli
v prevenci a terapii nadorovych onemocnéni a rovnéz miize vzniknou mnoho novych ptipravki
tykajicich se zanétl a jinych chorob (Hariharan & Dharmaraj 2020).
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7 Zavér

Cilem prace bylo otestovat hypotézu, zda vybrané formy selenu (methylselenocystein,
selenomethionin a selenit) mohou mit zdravotni piinos pii zanétlivych onemocnénich. Nase
hypotéza byla potvrzena jen castecné, kdy pii koncetraci 10% traveniny skute¢né doslo
k vyznamnému poklesu produkce NO. Nicméné s klesajici koncentraci do§lo u SeMetCys
naopak k vyrazné podpote produkce NO a to o vice jak 30 % a mohlo by to hrat negativni roli
pfi zanétlivém onemocnéni.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Zkratka Vyznam
ATP adenosintrifosfat
BNs kvasnicové glukany s riznymi stupni aminace
COX2 cyklooxygenaza 2
EKG elektrokardiogram
ERK extracelularné regulované kinazy
E-selektin CD62 antigfan—like (ilen rodiny E, endotelialni-
leukocytova adhezni molekula
FBS Fetal bovine serum
GPx glutaithionperoxidaza
GSH redukovany glutathion
G-SH redukovany glutathion
G-S-Se nestabilni slou€enina pii nadbytku glutathionu
GS-SeH glutathioselenol
G-S-Se-S-G selenodiglutathion
GSSG glutathion disulfid
HAECs arteriaalni endoteliani buriky
ICAM-1 intercelularni adhezni molekuly
IL-1B interleukin 1 beta
IL-6 interleukin 6
IL-8 interleukin 8
iNOS izoforma syntazy oxidu dusnatého
JNK c-Jun N-terminalni kinaza
LPS lipopolysacharid
mRNA messenger RNA
MSA methylselenovou kyselinu
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NF-xB jaderného faktoru-«xB
NO oxid dusnaty
NOS syntaza oxidu dusnatého
OH-SeMet 2-hydroxy-(4-methylseleno)-butanové kyseliny
PGE2 prostaglandin E2
PLGA co-polymeru mlécné kyseliny a glykolové kyseliny
PSTK O-fosfoseryl-tRNA kinazy
RNS reaktivni formy dusiku
ROS reaktivnimi formy kysliku
rRNA ribozomalni RNA
R-S-Se-S-R selenotrisulfidy
T3 izomer 3,3'.5" -triiodotyronin
SECIS SeCys Sekvence vkladani
SeCys selenocystein
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Se-GPx
Se-HEP-PLGA
SelV
SeMetCys
SeNPs
SepSerS
SerRS
SGF
SIF
SPS2
SSF
T3
T4
THP-1
TNF-a
Trx
TrxR
TSH
WHO

selen - dependetni glutathionperoxidaza

selenovymi polysacharidy z Hericium erinaceus

selenit

selenomethylcystein
nanokrystaly selenu
SeCysyl-tRNA syntetazy
Seryl-tRNA syntetaza
simulovana zaludec¢ni tekutina
simulovana stievni tekutina
selenofosfat syntetazy 2
simulovana slinivkova tekutina
3,5,3' - triiodotyronin

3,5,3",5" - tetrajodotyronin
monocytarni lidska bunécna linie
tumor necrosis factor o
thioredoxinem
thioredoxinreduktaza

Stitné zlazy stimulujiciho Stitnou zlazu
Svétova zdravotnicka organizace
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