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Vliv organických forem selenu na inhibici produkce 
zánětlivých markerů 

Souhrn 

Selen patří mezi esenciální minerálie nezbytné pro zdraví. Jeho význam spočívá v účasti 
celé řady biologických pochodů v buňce, kde je většinou součástí selenoproteinů. Tyto 
selenoproteiny mají mimo jiné antioxidační efekt jako například glutationperoxidáza, která 
funguje jako endogenní antioxidant zhášející reaktivní formy kyslíku. Další významné 
organické formy jsou selenocystein (SeCys) a selenomethylcystein (SeMetCys), které mají 
antioxidační a protizánětlivou aktivitu. Tyto sloučeniny mohou hrát významnou úlohu pří 
zánětlivém onemocnění střev a přispívá tak k prevenci tohoto onemocnění. 

Cílem této práce bylo stanovit vliv organických forem selenu na schopnost inhibovat 
produkci oxidu dusnatého (NO) jako jednoho z markeru vznikajícího zánětu. 

V rámci práce byly testovány SeCys a SeMetCys, které prošli in vitro statickým modelem 
trávení INFOGEST 2.0. V rámci trávení došlo k postupnému orálnímu, gastrické a intestinální 
fázi trávení. Následně byla trávenina filtrována a uskladněna při -80°C do dalšího testování na 
buněčném modelu. Ten byl vytvořen z buněčné linie myších makrofágů RAW264.7, kdy došlo 
k 2h pre-inkubaci samotných buněk v mikrotitrační destičce a následně k nim byly přidány 
vzorky tráveniny v koncentraci 10-0,31 % tráveniny, současně s 1 u g/ml lipopolysacharidu 
(LPS), který buňky stimuluje k produkci NO. Po 24h inkubaci bylo odebráno 50 ul 
supernatantu a v nové destičce smícháno s 50 ul Griesova činidla. Výsledný produkt byl měřen 
na modulárním readru Tecan SPARK při 540 nm. Výsledek byl vyjádřen jako % produkce NO 
a statisticky zpracován v programu Graphpad Prism. 

Bylo zjištěno, že námi testované organické formy snižují produkci NO v buněčném 
modelu v porovnání s kontrolou stimulovanou pouze pomocí LPS a to u obou testovaných 
vzorků o více jak 30 % (/?<0,0001), v porovnání se seleni či taném je to snížení více jak o 5 % 
více, při koncentraci 10 % tráveniny. Dále bylo zjištěno, že SeMetCys od koncentrace 2,5 % 
tráveniny naopak výrazně zvyšuje produkci NO i o více jak 35 % oproti kontrole a ostatním 
vzorků (/?<0,0001). 

Z námi dosažených výsledků je patrné, že při nižších dávkách SeMetCys má negativní 
vliv na inhibici NO a může tak přispívat ke vzniku zánětů. 

Klíčová slova: Cytokiny; oxid dusnatý; 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 RAW264.7, 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 ul of supernatant was collected and mixed with 50 ul 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 Úvod 
Selen je esenciálním stopovým prvkem, který má v těle zásadní roli v mnoha 

biologických procesech, včetně ochrany proti oxidačnímu stresu a regulace imunitního 
systému. Selen hraje klíčovou roli v metabolismu člověka. Podílí se například na syntéze 
hormonů štítné žlázy T3 a T4 a je rovněž zapojen do správné činnosti významných enzymů 
jako například glutationperoxidáza. Deficience tohoto prvku pak vede k vývoji malignit ať už 
v prenatálním období v období ranného vývoje organismu anebo rozvoji chorob souvisejících 
s nedostatkem selenu a j ódu v průběhu života. Aktuálně se výzkumu selenu samotného, 
selenoproteinů, selenových aminokyselin a metabolických drah, kterých se selen účastní, 
věnuje velká pozornost. To je způsobeno jednak rizikem deficience tohoto mikronutrientu, ale 
zároveň se předpokládá zdravotní benefit určitých forem selenu při prevenci některých chorob 
nebo zmírnění jejich dopadu či jejich léčbě. 

K nejvýznamnějším zdrojům selenu ve výživě lidí patří maso, vejce, obiloviny, ořechy 
a ryby. Záleží však na formě selenu ve které organismus mikroprvek přijímá. Je známo, že 
organické formy selenu jsou pro lidský organismus mnohem lépe stravitelné než anorganické 
formy a například selenomethionin, methylselenocystein j sou významnými zdroji tohoto prvku 
a přepokládá se jejich potenciální zdravotní benefit. Nedávný výzkum ukazuje, že tyto 
organické formy selenu mohou mít také inhibiční účinky na produkci zánětlivých markerů, 
včetně oxidu dusnatého, který je klíčovým signálem v procesu zánětu. Porozumění této 
inhibiční schopnosti může mít důležité důsledky pro prevenci a léčbu zánětlivých onemocnění. 
Tato diplomová práce se zaměřuje na zkoumání vlivu organických forem selenu na inhibici 
produkce zánětlivých markerů s důrazem na oxid dusnatý a na identifikaci mechanismů, které 
stojí za tímto účinkem. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 
Hypotéza: Organické formy selenu mají zdravotní benefit při zánětlivých onemocněních, 

kdy dokáží stimulovat makrofágy ainhibovat produkci zánětlivých markerů jako je oxid 
dusnatý. 

Cílem práce je na myších makrofázích otestovat schopnost organických forem selenu 
inhibovat produkci oxidu dusnatého. 

Organické formy selenu, budou stráveny pomocí statického modelu trávení INFOGEST. 
Následně bude trávenina přidání na makrofágy buněčné linie RAW264.7, které budou 
stimulovány pomocí lipopolysacharidu. Po společné kultivaci bude odebrán supernatant, ze 
kterého bude stanovena koncentrace oxidu dusnatého. 
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3 Literární rešerše 
3.1 Gastrointestinální trakt a příjem selenu 

Funkce trávicího traktu spočívá v procesu trávení, absorpci potravy a následném 
vylučování odpadních produktů. Dutina ústní plní čtyři hlavní funkce: začíná senzorickou 
analýzou potravního materiálu před polykáním a následuje mechanickým zpracováním 
prostřednictvím pohybu zubů, jazyka a patrových ploch (Ogobuiro et al. 2022). Poskytuje 
rovněž zvlhčení smícháním potravního materiálu s mucinem a výměšky slinných žláz a při 
tomto procesu též dochází k omezenému trávení sacharidů a lipidů (Kittnar, 2020). Sliznice 
dutiny ústní je vybavena jak keratinizovanými (na horní ploše jazyka a tvrdém patře), tak 
nekeratinizovanými plochými epitelovými buňkami (na tvářích, rtech a spodní ploše jazyka), z 
nichž žádné nejsou známy svou účastí na absorpci, s výjimkou sliznice pod jazykem (Minekus 
et al. 2014). 

Primární funkcí jazyka je mechanické zpracování potravy stlačením, otíráním 
a deformací. Manipuluje s potravou pro usnadnění žvýkání a připravuje materiál k polykání. 
Dalšími funkcemi jsou senzorická analýza dotykem, teplotou a chuťovými receptory a sekrece 
mucinů a jazykové lipázy. Jazyková lipáza má široký rozsah pH a rozkládá lipidy (převážně 
triglyceridy) (Ogobuiro et al. 2022). Rozsah pH 3,5 až 6 umožňuje jazykové lipáze pracovat i 
v kyselém prostředí žaludku (Minekus et al. 2014). Zuby zajišťují mechanický rozklad 
potravního materiálu, například pojivových tkání masa a rostlinných vláken (Minekus et al. 
2014). 

V dutině ústní se nachází tři páry slinných žláz. Mezi první pár patří parotidní slinné žlázy 
umístěné pod obloukem lícním a posterolaterálně kmandibule. Parotidní žlázy produkují 
sérové výměšky obsahující velké množství slinné amylázy, která rozkládá sacharidové 
komplexy. Následují podjazykové slinné žlázy umístěné na dně ústní dutiny, které produkují 
mukózní výměšek sloužící jako lubrikant (Ogobuiro et al. 2022). Třetí jsou podčelistní slinné 
žlázy, lokalizované na dně ústní dutiny v mandibulárním žlábku. Jejich funkce spočívá 
v sekreci směsi glykoproteinů známých jako muciny a rovněž produkují slinné amylázy. 
Celkem tyto žlázy produkují 1,0 až 1,5 1 slin denně. Téměř 99,4 % slin tvoří voda a zbývajících 
0,6 % se skládá z elektrolytů, glykoproteinů (mucinů), protilátek, enzymů a odpadních 
produktů (Silbernagl et al., 2016). Sliny slouží primárně pro zvlhčení sliznice dutinní ústní, 
sekundárně pak pro zvlhčení sousta pro snadné polykání. 

Hltan slouží jako průchod potravního materiálu do jícnu. Během polykání dochází 
k uzavření nosohltanu a hrtanu, aby se udržel správný směr potravy a tento proces je 
kontrolován pomocí lebeční ch nervů IX a X (Ogobuiro et al. 2022). Z hltanu potravní materiál 
putuje do jícnu. Hlavní funkcí jícnu je transportovat potravní materiály do žaludku 
prostřednictvím peri stal tiky jeho podélných a kruhových svalů. Horní třetina jícnu je převážně 
složena z kosterní svaloviny, střední část je kombinovaná z kosterní a hladké svaloviny a dolní 
třetina je tvořena převážně hladkou svalovinou. Kosterní svaly v hltanu a horním svalu jícnu 
jsou ovládány reflexem polykání (Kittnar, 2020). 

Trávený materiál je přiveden do žaludku, kde může být dočasně skladován. Dochází 
k mechanickému mělnění stěnou žaludku a chymus je chemicky rozkládán působením 
žaludečních kyselin a enzymů. Žaludek má tři svalové vrstvy: vnitřní šikmou vrstvu, střední 
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kruhovou vrstvu a vnější podélnou vrstvu (Ogobuiro et al. 2022). Kontrakce a relaxace těchto 
tří svalových vrstev žaludku pomáhají při míchání. Chemický rozklad potravního materiálu 
v žaludku je zprostředkován žaludečními žlázami, vytvářenými především parietálními 
buňkami, hlavními buňkami, G-buňkami, foveolárními buňkami a buňkami krční sliznice (Li 
et al. 2020a). 

Parietální buňky vylučují vnitřní faktor a kyselinu chlorovodíkovou. Vnitřní faktor je 
nezbytný pro absorpci vitaminu B12 v ileu tenkého střeva. Kyselina chlorovodíková, 
produkovaná parietálními buňkami, udržuje pH žaludku mezi 1,5 a 2,0 (Minekus et al. 2014). 
Kyselé prostředí žaludku ničí většinu mikroorganismů požitých s potravou, denaturuje 
bílkoviny, rozkládá buněčné stěny rostlin a je nezbytné pro aktivaci a funkci pepsinu, 
proteinového enzymu vylučovaného hlavními buňkami, které produkují zymogen zvaný 
pepsinogen, který se aktivuje při pH mezi 1,5 a 2 na Pepsin (Li et al. 2020a). Foveolární buňky 
produkují hlen, který chrání žaludeční epitel před poškozením kyselinou. G-buňky jsou bohaté 
v pylorické části žaludku a produkují gastrin, který stimuluje sekrece parietálních a hlavních 
buněk. Buňky D ve žlázách pyloru žaludku produkují somatostatin, který inhibuje uvolňování 
gastrinu (Cheng et al. 2010). 

Chymus je směrován do tenkého střeva, kde probíhá vstřebávání. Na rozdíl od žaludku, 
který má minimální absorpční vlastnosti, se 90 % absorpce potravy odehrává v tenkém střevě. 
To má tři segmenty: duodenum, jejunum a ileum (Minekus et al. 2014). Do dvanáctníku 
přichází chymus ze žaludku a trávicí látku z pankreatu a jater. Jejunum je místem, kde 
převažuje chemické trávení a absorpce. Ileum má také absorpční funkce a je posledním 
segmentem tenkého střeva obsahujícím ileocekální ventil, sfinkter, který reguluje tok materiálu 
z ilea do slepého střeva. Mukóza tenkého střeva obsahuje klky a každý klk má několik 
mikroklků, které zvyšují povrchovou absorpční plochu. Rozsáhlé sítě kapilár v klcích přenášejí 
absorbované živiny do portální cirkulace. Lymfatické kapiláry nazývané laktely pomáhají při 
přepravě chylomikronů do žilní cirkulace. Díky mikroklkům lze zvětšit celkový povrch až 
25krát, což výrazně usnadňuje absorpci látek. Mikroklky v trávicí soustavě tvoří tzv. kartáčový 
lem. (Ogobuiro et al. 2022). 

Střevo obsahuje jak endokrinní, tak exokrinní žlázy produkující hormony, enzymy 
a alkalický hlenitý mukus. Enzymy produkované tenkým střevem zahrnují lipázu pro trávení 
tuků, peptidázu pro rozklad peptidů a sukrázu, maltázu a laktázu pro rozklad sacharózy, 
maltózy a laktózy. Brunnerovy žlázy, především se nacházející ve dvanáctníku, produkují 
bikarbonát pro neutralizaci kyseliny (Silbernagl et al., 2016). 

Ve dvanáctníku se nachází ústí přídatných orgánů, jako jsou játra a slinivka břišní, které 
uvolňují trávicí sekrety. Játra jsou největším vnitřním orgánem a žlázou v lidském těle. Játra 
produkují žluč, která emulguje tuky a různé lipidy pro optimální trávení. Žluč vyprodukovaná 
v játrech je skladována ve žlučníku. Zlučník se stahuje, aby uvolnil žluč do dvanáctníku 
(Kittnar, 2020). 

Exokrinní žlázy slinivky břišní produkují několik prekurzorů enzymů, včetně 
trypsinogenu, chymotrypsinogenu a prokarboxypeptidázy, které jsou aktivovány 
enteropeptidasou v tenkém střevě. Dalšími enyzymy, které se účastní trávení jsou aktivní alfa-
amyláza lipázy a kolipázy, které působí na triglyceridy a fosfolipidy, ribonukleáza, elastáza 
a kolagenáza (Minekus et al. 2014). 
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Neabsorbovaný a nerozložený potravní materiál postupuje dále do tlustého střeva. 
V tomto okamžiku se již nazývá stolice. Tlusté střevo má délku přibližně 1,5 m a zahrnuje slepé 
střevo, vzestupné střevo, příčné střevo, sestupné střevo a sigmoideální střevo. V tlustém střevě 
se absorbují voda a elektrolyty (Kittnar, 2020). V tlustém střevě je rovněž velké množství 
mikroorganismů, které souhrnně nazýváme mikrobiom, díky kterému se dále rozkládají některé 
jinak pro člověka nestravitelné látky a vstřebává se zde vitamín K. Peristaltický pohyb tlustého 
střeva přenáší stolici do konečníku. V konečníku, po podráždění senzorických buněk, dochází 
k procesu defekace, který zahrnuje reflexivní uvolnění hladkého svalstva vnitřního svěrače 
a vědomé uvolnění svalstva kosterního svěrače (Ogobuiro et al. 2022). 

3.1.1 Příjem a zdroje selenu 
Selen je získáván z rostlinných a živočišných produktů v organické formě, která je pro 

lidský metabolismus vhodná (Whanger et al. 1996). Člověk přijímá selen hlavně alimentární 
cestou. Méně významným zdrojem selenu je voda a vstup selenu do organismu může probíhat 
i prostřednictvím respirační ch cest, s odhadovaným denním příjmem v městském prostředí 
kolem 1-2 ug (Whanger et al. 1996). V České republice je kvůli nízkým koncentracím selenu 
v půdě (0,07 - 0,12 mg.kg"1) příjem tohoto prvku značně omezen (Kvičala et al. 1995). Běžný 
denní příjem selenu v Evropě se také pohybuje ve spodních hodnotách, 25-50 ug a následně je 
nutné v populaci prvek doplňovat do potravin (Finley, 2005). Podle standardů Světové 
zdravotnické organizace (WHO) je doporučená denní dávka selenu pro dospělého člověka 
55 ug/den, maximálně tolerovatelný denní příjem bez vedlej ších účinků byl stanoven na 400 ug 
(Reyman, 2020). 

Anorganické sloučeniny mají nízkou biologickou hodnotu a mohou se dostat do potravin 
jako kontaminanty. Potraviny s vysokým obsahem bílkovin, jako vejce, játra a ledviny, jsou 
vhodným zdrojem selenu. Vnitřnosti a mořské produkty obsahují 0,4-1,5 mg/kg, maso 0,1-0,4 
mg/kg, cereálie 0,1-0,8 mg/kg (Amouroux et al. 2021). Mořské plody a ryby s vysokým 
obsahem selenu, mají nižší využitelnost kvůli reakci s těžkými kovy. V České republice jsou 
hlavními zdroji selenu vejce, mléko, pečivo, luštěniny, vepřové a drůbeží maso, kdy při výkrmu 
zvířat je využíváno zkrmování potravy s vyšším obsahem selenu a maso je tak obohaceno 
(Batáriová et al., 2005). Zdroje selenu živočišného původu zahrnují mořské ryby, játra a vejce. 
Rostlinné zdroje, jako luštěniny, ořechy a celozrnné pečivo, jsou bohatým zdrojem selenu 
(Reyman, 2020). Nejnižší příjem selenu je u starší populace, kde i přes nárůst obsahu selenu 
v potravinách nedosahuje doporučeného denního příjmu 0,5 ug na kg tělesné hmotnosti. 
Nej vyšší expozice je odhadována u dětí ve věku 4-6 let. I přes mírný nárůst obsahu selenu stále 
existuje nedostatečné množství tohoto prvku v stravě (W. Hu et al. 2021). 

Selen se v posledních letech používá k vývoji funkčních potravin buď zvýšením 
koncentrace selenu v půdě a tím i v potravinových produktech (biofortifikace) nebo jako 
přísada k obohacení komerčních potravinářských výrobků (Combs, 2001). Využitím těchto 
dvou strategií byly vyvinuty různé potraviny obohacené seleném, jako je čaj (Xu et al., 2003), 
seleném obohacená kuchyňská sůl, jogurt a seleném obohacené dětské mléčné výživy (Dilip 
Pophaly et al., 2014). Kvasinky mají pozoruhodnou schopnost transformovat a integrovat 
anorganický selen do svých buněčných struktur, čímž zvyšují jeho biologickou dostupnost 
a snižují toxicitu. V posledních letech se kvasinky staly předmětem zájmu jako potenciální 
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alternativní zdroje bílkovin. Stresové podmínky hrají důležitou roli při ovlivňování množství 
a velikosti nanokrystalů selenu (SeNPs), které vyprodukovaly testované kvasinky. Syntéza 
SeMet byla omezena pouze u kvasinky Pichia fermentas C C D M 2012 a S. boulardii C C D M 
2020, přičemž S. cerevisiae C C D M 272 vůbec neprodukovala SeMet. Během simulované 
střevní trávení došlo k největšímu uvolňování SeCys, SeMet a SeNPs ze selenizovaných 
kvasinek během střevní fáze (Hyrslova et al., 2024). 

3.1.2 Absorpce selenu 
Selen se v potravě objevuje v organické formě a převážně jako selenomethioninu 

(SeMet), což je esenciální aminokyselina, a produkt syntézy rostlin a živočišný selenocysteinu 
(SeCys). Anorganické formy selenu jsou vzácnější v potravě a mají absorpční účinnost 
přibližně 50 % (Davis et al. 1999). Absorpce SeMet probíhá prostřednictvím aktivního 
transportu, který využívá aktivní místa pro methionin a L-methionin absorbuje efektivněji než 
směs izomerů L, D-methioninu. SeCys je absorbován rovněž aktivním transportem společně se 
základními aminokyselinami. V trávicím ústrojí se absorbuje 95-100 % přijatého selenu, 
především v duodenu (Amouroux et al. 2021). 

Se je přítomen ve všech živých organismech (lidech, zvířatech a rostlinách) jak 
v anorganických, tak organických sloučeninách. Mezi anorganické formy patří prvkový selenid 
(Se 2 -), selenit (SeCb2-) a selenát (Se042~), zatímco hlavními organickými sloučeninami jsou 
SeMet, SeCys, SeMetCys, selenocystathionin a proteiny obsahující tyto aminokyseliny 
v Tabulce 1 jsou zobrazeny struktury nejběžnějších organických forem selenu vztažené 
k člověku. 

Organické sloučeniny se ukládají v tkáních, zatímco anorganické formy jsou vyloučeny 
močí (Finley, 2005). Absorpce seleni či tanu je zajištěna pasivní difúzí a je ovlivněna příjmem 
vysoké dávky vitamínu C (W. Hu et al. 2021). Na+/selenanový kotransport společně se sulfáty 
zajišťuje absorpci selenanu ajeho vstřebávání je účinnější než u seleničitanu. V červených 
krvinkách se následně přeměňuje do formy interagující s bílkovinami. Formy selenoproteinu P 
jsou transponovány a plasmatická koncentrace je ovlivněna stresovými hormony. Nej vyšší 
koncentraci selenu vykazují orgány jako štítná žláza, ledviny, játra a varlata (W. Hu et al. 2021). 
Převážně se selen vylučuje močí (50-80 %), stolicí (20-30 %) a dechem (asi 10 %) (Willhite et 
al. 1992). 
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Tabulka 1: Strukturní vzorce vybraných forem organického selenu. 

Molekulární struktura Název 

alia- keto- gama- methyselenobutyrát 

beta- methylselenopyruvát 

dimethyldiselenid 

dimethylselenid 

selenocystein 

selenocystin 

methylselenocystein 

selenocystathionin 

N H 2 O 
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3.1.3 Metabolismus selenu 
Přijímané formy selenu do lidského těla jsou nejprve přeměněny na selenid (Kvičala 

2023). Organické formy selenu jsou pro lidské tělo snadněji vstřebatelné a rovněž vykazují 
mnohem menší toxicitu než anorganické formy (Ferenčík & Ebringer 2003). Výzkum 
selnoenzymů nabral na obrátkách po roce 1973, kdy byl objeven první a to, 
glutaithionperoxidáza (GPx). Následovalo objevení dalších 18 selenoproteinů a posléze 
s vývojem nových metod bylo identifikováno dalších 30 selenoproteinů a výzkum funkčních 
skupin a interakcí pokračuje do dnes. Nejhojnější selenoproteiny v lidském těle jsou SeCys 
a SeMet. Selen, přijatý v nějaké formě prostřednictvím trávicího ústrojí, je fosforylován 
selenoenzymem selenofosfátsyntetázou na monoselenofosfá (Genchi et al. 2023). 

V těle savců existují dva významné kompartmenty ary se odlišují ve schopnosti 
homeostatické regulace, přičemž SeCys kompartment je regulovatelný, zatímco SeMet není 
(Sunde et al. 2021). SeMet vstupuje do SeMet kompartmentu skrze stravu. Následně může být 
integrován do tělních proteinů nebo, pokud je SeMet v potravě nadbytek, dochází k jeho 
transformaci na SeCys prostřednictvím transsulfuračního mechanismu (Burk, 2015). Začlenění 
SeMet do proteinů na místo methioninu je relativně snadné, neboť enzymy savčího organismu 
katalyzující tuto reakci nerozlišují mezi methioninem a SeMet (Sunde et al. 2021). V SeCys 
kompartmetu probíhá klíčový metabolismus selenu. Vstupují zde anorganické sloučeniny 
selenu a SeCys, ať už z potravy nebo v důsledku přeměny SeMetu. Tyto sloučeniny jsou 
systematicky přetvářeny do kompartmentu selanu (selenovodíku, FbSe) (Daniels 1996). 

Anorganické sloučeniny jsou metabolizovány pomocí redukovaného glutathionu (GSH) 
na selenodiglutathion (G-S-Se-S-G) a při nadbytku glutathionu se utváří nestabilní sloučenina 
(G-S-Se), která se rozkládá na FhSe aglutathion. SeCys také podléhá degradaci na (FbSe) 
prostřednictvím P-lyázy. Selan (FbSe) představuje prekurzor poskytující selen v aktivní formě 
pro syntézu selenoproteinů, avšak může být také methylován S-adenosylmethioninem 
a eliminován z organismu (Sunde et al. 2021). 

Během resorpce a metabolismu sloučenin selenu sehrává klíčovou roli redukovaný 
glutathion (G-SH) a cystein. Anorganické sloučeniny selenu procházejí metabolickými 
transformacemi, vytvářející tzv. selenotrisulfidy R-S-Se-S-R (Whanger, 1998). Například 
reakce G-SH s seleničitanem vede k vzniku selenotrisulfidu známého jako selenodiglutathion 
(G-S-Se-S-G). Při nadbytku glutathionu vzniká nestabilní sloučenina G-S-SeH, která se 
rozkládá na selan (selenovodík, FbSe) a glutathion (Minich, 2022). 

GPx a TrxR jsou klíčové enzymy, které hrají rozhodující roli v ochraně buněk před 
reaktivními formami kyslíku (ROS) a udržování redoxní rovnováhy v buněčném prostředí 
(Whanger, 1998). GPx, neboli glutathion peroxidáza, katalyzuje chemickou redukci lipidových 
peroxidů a peroxidu vodíku (H2O2) na odpovídající alkoholy a vodu. Tento proces využívá 
koenzym glutathion (GSH), který se oxiduje na glutathion disulfid (GSSG) (Mattmiller et al. 
2013). Následně glutathion reduktáza obnovuje GSH zpět v přítomnosti N A D P H . Na druhé 
straně, TrxR neboli thioredoxin reduktáza, se podílí na redukci oxidovaných disulfidů proteinů 
a dalších volných radikálů na odpovídající thioly (Minich, 2022). Reakce je mediována 
oxidovaným thyreodoxinem (Trx) a její katalýza vyžaduje přítomnost N A D P H . Tyto enzymy 
společně představují klíčový obranný mechanismus buněk proti oxidativnímu stresu a jejich 
aktivita je nezbytná pro udržení buněčné integrity. Na Obrázku 1 jsou znázorněny obecné 
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mechanismy reakcí pro antioxidanty glutathion peroxidáza (GPx) athioredoxin reduktáza 
(TrxR) zahrnující zásadní kroky v neutralizaci reaktivních formy kyslíku (ROS) a udržování 
buněčné redoxní rovnováhy (Mattmiller et al. 2013). 

(a) GPx R-OOH+ 2GSH R-OH + H2Q+ GSSG 

GSSG + H + + NADPH 
Glutathion reduktáza 

2GSH + NADP* 

R-S 2 + Trx-(SH 2) R-SH 2 + Trx-(S 2) 

i 

Trx-(S 2) + H + + NADPH TrxR Trx-(SH 2) + NADP + 

Obrázek 1: Obecné mechanismy reakcí pro antioxidanty glutathionperoxidáza (GPx) a thioredoxinreduktáza 
(TrxR) zahrnují zásadní kroky v neutralizaci ROS a udržování buněčné redoxní rovnováhy (Mattmiller et al. 

2013). 

Selenoproteiny jsou přítomny jak v eukaryotických, tak v prokaryotických buňkách 
a proces syntézy SeCys a jeho začlenění do proteinů je v obou skupinách identický, tudíž SeCys 
přijatý potravou nebo vzniklý katabolickou cestou SeMet, nemůže být přímo využit k začlenění 
do proteinů a musí být syntetizován (Kang et al. 2020). 

Pro tvorbu nového SeCys poskytuje uhlíkatý skelet serin, který je součástí ser-tRNASec 
(Mattmiller et al. 2013). Selen získáváme z selenidového anionu (HSe"), který je nejprve 
přeměněn na selenofosfát (HSePCb ~2) katalyzovaný selenofosfát syntetázou s využitím ATP. 
Následně je -OH skupina serinu nahrazena -SeH skupinou ze selenofosfátu, což vytváří sec-
tRNASec (Kang et al. 2020). Tato tRNA rozpoznává kodon U G A ve struktuře mRNA, čímž 
umožňuje syntézu SeCys, který se následně stává klíčovou součástí důležitých selenoproteinů 
(Sunde et al. 2021). Selan může buď participovat na opětovné syntéze SeCys, nebo být 
methylován a vyloučen z organismu. Degradaci SeCys katalyzuje specifická SeCys lyáza, 
uvolňující elementární selen. Tento selen je následně neenzymaticky redukován na selan (H2Se) 
prostřednictvím glutathionu nebo dalších thiolů. Forma a množství vylučovaného selenu je 
ovlivněny množstvím přijatého selenu a hladinou selenu v těle. Methylací za použití S-
adenosylmethioninu vzniká methylselenol (CFÍ3SeH), dimethylselenid [(CFÍ3)2Se] 

a trimethylselenoniový ion [(CřTibSe"1"]. Tyto reakce jsou katalyzovány methyltransferázou 
(Sunde et al. 2021). Například trimethylselenonium se vyskytuje v moči krys s deficitem selenu 
pouze v omezeném množství. U lidí je hlavní formou selenu v moči trimethylselenoniový ion 
[(CFÍ3)3Se+]. Při příjmu vysokých dávek selenu se nadbytečný selen vylučuje přes plíce ve 
formě dimethylselenidu (Kang et al. 2020). 

Jak je zobrazeno na Obrázku 2 zdroje selenového příjmu zahrnují anorganické sloučeniny 
selenistanu a selenidu (znázorněné zelenými šestiúhelníky), zatímco organické zdroje 
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(znázorněné červenými šestiúhelníky) j sou získány z živočišných a rostlinných zdrojů, které 
poskytují selen ve formě SeCys, SeMet a SeMetCys. 

Selenomethionin 

Selsnocystein syrvtáza 

Selenocystathion 

Selenocystein syritáia 

Selenocystein 

Se-methyl-Sec 

Selenoproteiny 

Sec tRNA 

^ Selenocystein syntéza 

Selenofosfát 

Selenofosfát syntáza 

Ti CR 

Tr; 

Cystathin 
y - l yáza 

ľ 
CH3SeH 

I 
(CH3)2Se 

GSH •* 

! 

Selenát 

Ti icR 
Tlx 

1 

GS-SeH 

(CH3)3Se 

Obrázek 2: Metabolismus selenu z různých zdrojů stravy (Mattmiller et al. 2013). 

Anorganické formy selenu jsou redukovány thioredoxin-reduktázou (TrxR) 
a thioredoxinem (Trx) nebo převedeny na selenodiglutathion (GS-Se-SG) glutathion-
disulfidem (GSSG), redukovány glutathion-reduktázou na glutathioselenol (GS-SeH) 
a následně převedeny na selan (H2Se) v reakci s GSSG. Selenoproteiny jsou v enterocytech 
střeva rozkládána lyázami na IHhSe, který může být poté převeden na selenofosfát skrze 
selenofosfát-syntázu a Sec skrze SeCys. thSe může být rovněž převeden na methylované 
metabolity pomocí methyltransferáz, které j sou převážně vylučovány výdechem, močí a stolicí 
(Mattmiller et al. 2013). 

3.1.4 Biosyntéza selenoproteinů 
Selen je nezbytný stopový prvek pro lidské zdraví, jehož příznivé účinky jsou převážně 

způsobeny jeho začleněním ve formě SeCys do skupiny proteinů nazývaných selenoproteiny. 
SeCys (považován za 21. aminokyselinu) je funkční analog cysteinu, u něhož je sírový atom 
nahrazen selenovým (Moghadaszadeh & Beggs 2006). Vzhledem k tomu, že v těle není volný 
SeCys, jeho syntéza probíhá na specifickém tRNA (SeCysyl tRNASeRSeC) s anticodonem 
U C A , který je komplementární ke stop kodonu U G A, jak je znázorněno na Obrázku 3 (Genchi 
et al. 2023). SeCys je začleněn do proteinů prostřednictvím tRNASerSeC, který dekóduje 
kodon U G A jako SeCys místo stop kodonu (Forchhammer & Bóck 1991). 
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U eukaryotních organismů začíná syntéza SeCys tak, že seryl-tRNA syntetáza aktivuje 
tRNASerSeC serinem v přítomnosti ATP. Následně jsou hydroxylové skupiny serinu 
fosforylovány pomocí O-fosfoseryl-tRNA kinázy (PSTK) v přítomnosti ATP a nakonec je O-
fosfoseryl tRNASerSeC nahrazen selenovým atomem v přítomnosti selenofosfátu a enzymů 
selenofosfát syntetázy 2 (SPS2) a SeCysyl-tRNA syntetázy (SepSerS) (Vanda Papp et al. 
2007). Selenocysteny 1 tRNASerSeC dekóduje kodon U G A a je použit pro integraci SeCys do 
aminokyselinové sekvence, která tvoří selenoprotein (Chen & Berry 2003). SeCys je zakódován 
kodonem U G A , jedním z tří stop kodonů nezbytných pro ukončení poly-peptidového řetězce 
(Ganyc et al. 2007). Kodon U G A zakóduje selenoprotein pouze v přítomnosti sekvence vložení 
SeCys (SECIS) a proteinových faktorů včetně proteinu vázajícího se na SECIS prvek 2 (SBP2), 
který je jaderným proteinem (Genchi et al. 2023). 

Obrázek 3: Biosyntetická dráha selenoproteinů (Genchi et al. 2023). 

SerRS katalyzuje reakci mezi tRNASerSec a Ser za přítomnosti ATP a vzniká Ser-
tRNASerSec, který je následně fosforylován za přítomnosti ATP a PSTK, za vzniku O-
fosfoseryl-tRNASerSec. O-fosfoseryl-tRNASerSec je poté nahrazen Se za přítomnosti 
selenofosfátu a SepSerS, aby se syntetizovalo Sec-tRNASerSec. Sec-tRNASerSec je přenesen 
na ribozom díky SECIS a SBP2. Nakonec je kodon U G A rozpoznán jako sekvenční kodon Sec 
do aminokyselinové sekvence selenoproteinů. Zkratky: SeCys = Selenocystein; SerRS = Seryl-
tRNA syntetáza; mRNA = messenger RNA; rRNA = ribozomální RNA; PSTK = O-fosfoseryl 
tRNA kináza; SPS2 = selenofosfát syntetáza 2; SepSerS = 0-fosfoseryl-tRNA:SeCysyl-tRNA 
syntetáza; SECIS = SeCys Sekvence vkládání; SBP2 = SECIS Vazební Protein 2 (Genchi et al. 
2023). 

3.2 Selen v lidském organismu 

Selen představuje stopový minerál s rozsáhlým výskytem v životním prostředí, nesmírně 
důležitý pro lidské zdraví. Původně byl vnímán jako toxický prvek a svou esenciální roli 
v lidském těle začal odhalovat až 150 let po svém objevu v roce 1957. I přes jeho nízkou 
koncentraci v lidském těle hraje selen klíčovou a unikátní roli mezi stopovými esenciálními 

17 



prvky (Reyman, 2012). Jako jediný má geneticky zakódovanou schopnost začlenění do 
proteinů, představující konstitutivní část 21. aminokyseliny, SeCys. Forma, přítomná 
v aktivních centrech selenzávislých enzymů (glutathion peroxidáz, thioredoxin reduktáz 
ajodthyronin deiodináz), definuje selenoproteiny. Proteiny, obsahující alespoň jeden SeCys 
zbytkek, který plní řadu fyziologických funkcí, s hlavním cílem udržování redoxní rovnováhy 
v buňkách (Weller et al. 2014). 

Data z experimentů, zejména na myších a buněčných kulturách, naznačují, že doplnění 
selenu ovlivňuje epigenetické markety. Tento efekt lze pravděpodobně přičítat inhibici D N A 
methyltransferázy seleném a jeho interakcím s jednouhlíkovým metabolismem (Schulz, 2017). 
Dostatečné hladiny selenu jsou zásadní pro několik aspektů lidské biologie, včetně mužské 
reprodukční biologie, endokrinního systému, svalové funkce, centrálního nervového 
a kardiovaskulárního systému a imunity (Weller et al. 2014). 

Intenzivní příjem selenu nebo strava bohatá na produktech s vysokým obsahem selenu 
může způsobit otravu. Ve Venezuele došlo k otravě seleném způsobené konzumací plodu druhu 
Lecythis ollaria, který akumuluje vysoké množství selenu (7-12 g Se na kg sušiny), což se 
projevilo akutními příznaky, jako jsou ztráta vlasů, průjem a zvracení (Plant et al. 2014). 

3.2.1 Toxicita selenu a nadbytek selenu 
U krys byla stanovena mediánová smrtelná dávka (LD50) intraperitoneálního SeMet na 

4,25 mg Se/kg. Intravenózni podání sloučenin selenu u myší vedlo především ke 
kardiorespiračním účinkům, paralýze zadních končetin a smrti. LD50 bylo stanoveno na 
8,8 mg/kg pro SeMet (Longnecker et al., 1991) a selenitbyl4x toxičtější než SeMet. Chronická 
suplementace vysokými dávkami selenu byla studována u makaků rhesus (Macaca mulatta) 
(Turek et al., 2023), kteří byli suplementováni až 300 mg/kg SeMet denně po dobu 30 dní. 
Maximálně tolerovaná dávka byla 150 mg/ kg a toxicita byla spojena s hladinami selenu 
v erytrocytech >2,3 mg/ml, hladinami selenu v plazmě >2,8 mg/ml a hladinami selenu v srsti 
>27 mg/g (Swanson et al., 1990). 

Údaje o toxicitě selenu u lidí jsou převážně založeny na studii jedinců vystavených 
vysokým hladinám selenové stravy. Endemická selenóza byla popsaná v Číně (Enshi County) 
v roce 1983, kde byl zdroj vysledován ke kamennému uhlí. Uhlí bylo spáleno a selen z uhlí 
vstoupil do půdy a byl absorbován rostlinami, které byly následně konzumovány místní 
komunitou (Longnecker et al., 1991). Zatímco konzumovaná forma selenu nebyla 
specifikována, rostlinné zdroje selenu jsou převážně SeMet (Turek et al., 2023). Symptomy 
zahrnovaly vznik křehkých vlasů, svědivé vyrážky a křehké nehty. Nehty také vykazovaly 
podélné pruhy nebo příčné linky na povrchu nehtu ve formě žluto-bílé nebo červené změny 
barvy. Dech po česneku nebo zápach se zvyšující se expirací dimethylselenidu. Kožní léze se 
vyvinuly především na končetinách a zahrnovaly zarudnutí, vezikulaci a sekundární infekci. 
Nej častějším příznakem otravy byla ztráta vlasů a nehtů. V oblastech s vyšší incidencí mohly 
být postiženy také léze kůže, nervového systému a pravděpodobně také zuby (Longnecker et 
al., 1991). Zubní kaz, únava, podrážděnost, svalová bolest, třes, hyperflexie a kovová chuť byly 
také hlášeny, ale přímý kauzální vztah nebyl potvrzen (Turek et al., 2023). 

Jednotlivá toxická úroveň selenu byla 1054 ng/ml a odpovídající denní příjem byl 
odhadnut na 910 mg/den (Swanson et al., 1990). Studie těchto jedinců několik let poté ukázaly 
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ústup symptomů selenózy v souvislosti se snížením průměrné hladiny selenu v séru z 1346 
ng/ml na 968 ng/ml (Turek et al., 2023). S chronickou expozicí a periferními hladinami selenu 
přesahujícími 1000 ng/ml byla popsána prodloužená protrombinová doba a zvýšení počtu 
bílých krvinek (Swanson et al., 1990). Tyto čínské epidemiologické údaje naznačují, že 750-
850 mg je horní hranice bezpečné denní expozice (Reid et al., 2004). 

Toxicita selenu závisí na jeho chemické formě, dávce, interakcích s dalšími složkami 
stravy a fyziologickém stavu těla. Anorganické formy selenu vykazují vyšší toxicitu než 
organické. Zatímco anorganický selen má prooxidantní efekt na tioly, generující ROS, 
organické formy jsou snáze eliminovány (Reyman, 2012). Akutní otrava seleném je obtížná 
diagnostikovat kvůli nespecifickým symptomům, včetně hypotenze, tachykardie 
a neurologických poruch, jako jsou třes a svalové kontrakce (Petrovič, 2021). 

Chronická toxicita selenu, známá též jako selenóza, se projevuje vypadáváním vlasů, 
změnami a křehkostí nehtů, kožními vyrážkami, bolestmi kloubů, zubním kazy 
a charakteristickým česnekovým zápachem vydechovaným dechem v důsledku přítomnosti 
volatilní sloučeniny dimethylselenidu (Reyman, 2012). Nedávná studie jako například: „Role 
of selenium in type 2 diabetes, insulin resistance and insulin secretion" autorů Pilař Casanova 
a Daniel Monleon naznačují spojitost mezi zvýšeným příjmem selenu a rizikem vzniku diabetu 
2. typu (Casanova & Monleon, 2023). Chronické otravy seleném jsou častější v oblastech 
s vysokým obsahem selenu v půdě a pitné vodě. Příjem 1 mg selenu denně ve formě 
seleničitanu sodného po delší dobu je považován za chronicky toxický, ačkoli příznaky vymizí 
po snížení příjmu selenu (Petrovič, 2021). 

Rostliny mají schopnost absorbovat, asimilovat a akumulovat selen v listech a kořenech. 
Tato schopnost je nyní využívána v procesu označovaném jako „fytoremediace", kde rostliny 
odstraňují nadbytečný selen z kontaminovaných oblastí. Fytoremediace seleném 
kontaminovaných půd představuje neznečišťující a nákladově efektivní způsob, jak zabránit 
úniku selenu z půdy a jeho kontaminaci podzemní vody, povrchových vod nebo odtokových 
vod (Plantetal. 2014). 

3.2.2 Selenová deficience 
Chronický nedostatek selenu v lidském těle vede k závažným onemocněním, negativně 

ovlivňuje fungování kardiovaskulárního systému a může být přímo spojen s infarktem 
myokardu. Keshan a Kashin-Beck jsou dobře známá endemická onemocnění vyvolaná 
nedostatkem selenu. Nízké hladiny selenu jsou také spojeny s poruchami vývoje plodu, 
mužskou neplodností a zvýšeným rizikem astmatu, způsobeným sníženou obranou proti 
oxidaci a poklesem aktivity Gpx (Bernabei et al. 2023). Existují rovněž důkazy o tom, že 
nedostatek selenu oslabuje imunitní systém a ovlivňuje správnou funkci nervového systému. 
Nedostatek selenu postihuje přibližně jednu miliardu lidí na světě, je dán nedostatečnou 
konzumací potravin obsahující selen (Dogan, 2023). 

Bylo zjištěno, že nedostatek selenu může být spojen s řadou dalších zdravotních 
problémů u lidí. Mezi ně patří obtížně léčitelné záchvaty, revmatoidní onemocnění, 
artérioskleróza, nepříznivé respirační výsledky u nedonosených novorozenců, potraty, 
neurologické poruchy, deprese a zvýšené riziko rakoviny (Shreenath et al., 2023). Kromě toho 
se zdá, že nedostatek selenu může zvyšovat riziko poškození srdečního svalu během ischemie 

19 



a následné reperfúze (Beck et al., 2003). V každém z těchto případů zůstává nejasné, zda je 
nedostatek selenu hlavním rizikovým faktorem, či zda je pouze jedním z mnoha parametrů, 
které přispívají k náchylnosti k onemocnění vyvolanému jinými etiologickými agens. U 
pacientů infikovaných virem HIV bylo prokázáno, že nedostatek selenu se vyvíjí s postupem 
AIDS a stav množství selenu byl silný indikátor závažnosti onemocnění (Shreenath et al., 2023) 

Myxedematózní kretenismus 

Myxedematózní kretenismus je porucha růstu kostí, neurologického vývoje a zahrnuje 
hypotyreózu a atrofii štítné žlázy. Onemocnění se liší od neurologického kretenismu, který je 
charakterizován těžkým mentálním postižením, abnormalitami v řeči a sluchu, 
neuromuskulárními poruchami (Vanderpas et al., 1990). Neurologický kretenismus se 
vyskytuje v oblastech s velmi vážným nedostatkem jódu a jeho vývoj není závislý na množství 
selenu v potravě. Lidé s kretinismem mohou mít symptomy jedné klasifikace nebo se 
symptomy mohou míchat (Goyens et al., 1987). Endemický myxedematózní kretenismus se 
objevuje v oblastech s rozsáhlým výskytem strumy, kde je průměrná hladina selenu v séru dětí 
pod 500 nmol/L. Nej větší koncentrace se vyskytuje ve střední Africe, zatímco neurologický 
kretenismus převládá v Latinské Americe, Asii a Nové Guineji. V roce 1990 byla struma 
přítomna u 65-85 % populace severní Demokratické republiky Kongo a kretenismus, převážně 
myxedematózní ho typu, u 2-6 % populace (Dumont et al., 1994). 

Mezi symptomy kretenismu myxedematózního typu patří suchá šupinatá kůže, dětské 
obličejové rysy, deformity dlouhých kostí vedoucí ke krátké postavě, nedostatečný srůst 
lebečních kostí, nepravidelné zakořenění zubů, zpožděná sexuální dospělost ahypotyreóza 
spojená s atrofii (involucí) štítné žlázy (Dumont et al., 1994). Kostní abnormality byly popsány 
jako " Stippled epiphyses " (Tečkovaná epifýza), protože mineralizace probíhá z několika 
rozptýlených míst v epifýzární chrupavčité tkáni. Rozdíly mezi formami kretenismu naznačují, 
že hormony štítné žlázy jsou během různých období vývoje nedostatečné a výsledkem 
neurologický kretenismus vzniká v důsledku nedostatečného množství hormonů během 
fetálního neurologického vývoje a myxedematózní kretenismus vzniká z nedostatečnosti 
hormonů později v gestaci a dětství (Genchi et al., 2023). 

Hormon štítné žlázy je syntetizován štítnou žlázou jako prohormon 3,5,3',5'-
tetrajodotyronin (T4, tyroxin) a je přeměňován v periferii na aktivní 3,5,3' -triiodotyronin (T3). 
Syntéza T4 začíná jodací reakcí aminokyseliny tyrosinu a tento krok vyžaduje produkci H2O2 

thyroperoxidázou. 3,5-diiodotyrosin je uložen v koloidní jádře folikulu štítné žlázy a při 
stimulaci žlázy je dimerizován a modifikován tak, aby vznikl T4, který je uvolněn do 
cirkulačního systému (Coppinger & Diamond, 2001). T4 je přeměněn na T3 5' thyronin 
dejodázami typů I a II vtkaních a plazmě. 5-thyronin dejodináza typu III přeměňuje T4 na 
neaktivní izomer 3,3',5' -triiodotyronin (rT3) a také inaktivuje T3 dalším dejodinacím. Všechny 
tři dejodinázové enzymy jsou selenoproteiny, ale dejodáza l i j e méně ovlivněna nedostatkem 
selenu a nebyla identifikována jako selenoenzym až do roku 1996. Během nedostatku selenu je 
aktivita dejodáyzy udržována v mozku a dalších kritických orgánech, pravděpodobně 
s převahou dejodázy II (Coppinger & Diamond, 2001). 
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Plasmaticki hodnota T4 

< Tkáň mozku plod 

Aktivita dejodázy 

Hodnota T4 v« tkáni mozku y 

\^ Vývoj mozku a ovllvnoni hodnot T3 y 

Obrázek 4: Role selenu v nedostatku vývoje nervového systému plodu při nedostatku jódu (Coppinger & 
Diamond, 2001). 

Neurologický vývoj u myxedematózního kretenismu se zdá být udržován interakcemi 
mateřského nedostatku jódu a selenu a tento děj je zachycen na Obrázku 4. Fetální štítná žláza 
není plně funkční přibližně až do dvacátého týdne gestace, ale tkáňové dejodázy plodu se stanou 
aktivními mnohem dříve (Genchi et al., 2023). Před aktivací syntézy T4 závisí plod na 
placentárním transportu mateřského T4. U matky s nedostatkem jódu a selenu jsou koncentrace 
cirkulujícího T4 zvýšeny kvůli nízké aktivitě dejodáz, což umožňuje větší placentami transport 
T4 k plodu (viz Obrázek 4) (Coppinger & Diamond, 2001). 

lod S e l e n 

hodnota T4 hodnota Se-GPx 

chronicky zvýšené TSH 

aktivita 
thyroperoxidázy 

H 20 2 

oxidace a vnik aldehydů 

nekróza fibróza 

infiltrace 
makrofágů 

Obrázek 5: Role nedostatku selenu a jodu při involuci štítné žlázy u myxedémového kretenismu 
(Coppinger & Diamond, 2001). 

Osoby s myxedematózním kretenismem mají velmi nízké hladiny T3 a T4 v plazmě 
a koncentrace TSH přes 20 x vyšší než ostatní obyvatelé komunity bez kretenismu, což 
naznačuje, že štítná žláza není schopna reakce na stimulaci TSH. Štítná žláza u lidí 
s myxedematózním ztrácí odezvu na doplnění jódu v dětství a stává se involutní, silně 
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fibrotickou, nekrotickou a není schopná podporovat růst a sexuální zralost (Vanderpas et al., 
1990). Za podmínek, které jsou naznačeny na Obrázku 5 dochází ke kolapsu koloidního jádra 
folikulu štítné žlázy, rychlé nekróze, infiltraci tkání makrofágy a následně k fibrotizaci 
(Coppinger & Diamond, 2001). Involuce štítné žlázy může být způsobena sníženou aktivitou 
selenoproteinu glutathionperoxidáza při nedostatku selenu, což způsobuje větší oxidační 
poškození a produkci toxických aldehydů (Goyens et al., 1987). Nedostatek jódu vede 
k chronickému zvýšení hladiny hormonu štítné žlázy stimulujícího štítnou žlázu (TSH) 
a aktivity thyreperoxidázy(Coppinger & Diamond, 2001). 

Onemocnění Keshan 

Onemocnění Keshan představuje dilatovanou kardiomyopatii úzce spojenou 
s nedostatkem minerálu selenu ve stravě. Selen hraje klíčovou roli při ochraně těla před 
oxidanty a je esenciální součástí několika antioxidantových enzymů, jako je glutathion 
peroxidáza (GPx) a glutathion reduktáza a je rovněž důležitou součástí selenoproteinu, jako 
jsou selenoprotein P, dejodináza. Onemocnění je pojmenováno podle severovýchodního 
čínského okresu Keshan, kde je vysoká prevalence způsobená selenem-deficientní půdou(Zhou 
et al., 2011). Endemické oblasti s vyšší prevalencí jsou obvykle odlehlé, venkovské 
a ekonomicky znevýhodněné, charakterizované chudobou a hornatým terénem. Keshanova 
choroba je považována za onemocnění interakce mezi geny a životním prostředím (Lei et al. 
2011). 

Na národní úrovni byla choroba identifikována ve 2953 městech v 327 okresech 16 
provincií, pokrývající oblast od severovýchodu k jihozápadu, v pásu. Tyto endemické oblasti 
zahrnují přibližně 60,487 milionů obyvatel. Průměrná roční incidence dosáhla hodnoty 
10/100000 obyvatel (Lei et al. 2011). V roce 1960 překročila nejvyšší incidence onemocnění 
v regionu Chuxiong v provincii Yunnan hranici 100/100000 a úmrtnost přesáhla 98 %. 
Onemocnění obvykle postihuj e děti ve věku 2-10 let a ženy v plodném věku, zatímco muži j sou 
vzácně postiženi. Průměrný denní příjem selenu u postižených žen je méně než 12 ug/den- (Shi 
etal. 2021) 

V posledních desetiletích byla nejčastěji hlášena chronická a latentní forma. U chronické 
formy onemocnění je nástup pomalý. Pacient trpí chronickým srdečním selháním, dilatací 
komor, myokardiální fibrózou a ztenčením srdeční stěny (Hou et al., 2011). U latentní formy je 
epizoda maskovaná a srdeční funkce pacienta je relativně. Ventrikulární kontrakce a změny 
v pravé větvové blokáde nebo ST-T jsou běžné. Na Obrázku 6 je zobrazen diagram vývoje 
onemocnění Keshan (Lei et al. 2011). 
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Obrázek 6: Diagram vývoje choroby Keshan (Lei et al. 2011). 

Zjištění obsahu selenu v ornici naznačilo, že koncentrace selenu jsou obvykle nižší než 
0,125 mg/kg, s koncentracemi nad 3 mg/kg v neendemických oblastech. V roce 2020 studie 
zkoumala hladiny selenu v séru u 571 jednotlivců a zjistila, že hladiny u těch, kteří žijí 
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v endemických oblastech, byly pouze 0,97 umol/L. Číslo bylo výrazně nižší než u těch, kteří 
žijí v neendemických oblastech (1,01 umol/L). Stav selenu v srdci, játrech, ledvinách a svalstvu 
ve srovnání s jednotlivci s onemocněním byl až o 10x nižší (Chen, 2012). 

Klinické projevy pacientů s onemocněním zahrnují převážně srdeční selhání, akutní 
srdeční selhání a srdeční arytmie. Projevy onemocnění zahrnují akutní nebo chronické epizody 
srdeční choroby charakterizované kardiogenním šokem, srdečním selháním a arytmii, spolu 
s kardiomegalií (viz. Obrázek 7). Na základě výzkumu srdeční funkce, klinických projevů 
a patologických výsledků je etiologie onemocnění rozdělena do čtyř typů: akutní onemocnění, 
subakutní onemocnění, chronická onemocnění a latentní onemocnění (Li et al. 2000). 

U akutní onemocnění je nástup náhlý, projevující se jako akutní srdeční selhání, srdeční 
nedostatečnost jako plieni edém, závažná arytmie a kardiogenní šok. Elektrokardiogram (EKG) 
obvykle odhaluje změny ST-T. U subakutní ch případů je nástup pomalejší než u akutních 
pacientů a většina případů ukazuje "klikatý" srdeční rytmus a otoky obličejů (Chen, 2012). 

Obrázek 7: Keshan onemocnění představuje endemickou formu dilatované kardiomyopatie, charakterizovanou 
patologickým zvětšením srdce. Morfologie srdce je výrazně větší a kulatější než u normálního srdce (Lei et al. 

2011). 

Onemocnění je obecně považováno za multifaktoriální interakce prostředí a genů. 
Nedostatek selenu výrazně podporuje oxidatívni stres a poranění, což může také posílit 
oxidatívni poškození dalších přispívajících patogenních faktorů, včetně virových ajiných 
infekcí (Shi et al. 2021). Důležitou podporu pro hypotézu nedostatku selenu přineslo 
pozorování, že dlouhodobá orální suplementace anorganickým selenným sloučením, selenitem, 
byla účinná při odvrácení nemoci v endemických oblastech (Hou et al., 2011). Vědecké studie 
prokázaly, že vedle selenového deficitu hraje roli i virová infekce, přičemž enteroviry byly 
izolovány z krve a tkání pacientů (Li et al. 2000). 

Kashin-Beckova nemoc 

Kashin-Beckova nemoc, endemické onemocnění osteochondrálního charakteru, je široce 
rozšířené v oblasti od jihozápadu k severovýchodu Cíny a Severní Koreje až po východní Sibiř 
v Rusku. V Číně samotné existují důkazy o tom, že přibližně 1,3 milionu jednotlivců vykazuje 
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nejakou formu symptomů tohoto syndromu, přičemž skutečné číslo může být dokonce 
podhodnoceno. Na rozdíl od globálního trendu nárůstu případů osteoartritidy, počet lidí trpících 
Kashin-Beckovým syndromem v Číně významně klesl (Guo et al. 2014). V roce 2013 bylo 
přibližně 64000 jednotlivců postiženo onemocněním au 1160000 hrozila možnost vzniku. 
Snížení prevalence je připisováno preventivním opatřením prováděným v Číně jako jsou 
distribuce doplňků stravy a poskytování čisté vody milionům lidí a dokonce i přemístění celých 
vesnic (Han et al. 2015). 

Kashin-Beckův syndrom se převážně vyskytuje u dětí ve věku 5-13 let, a to především 
v nej chudších rodinách. Projevuje se degenerací anekrózou kloubů a růstových destiček na 
horních a dolních končetinách. Výsledkem jsou končetiny, které jsou nejen krátké, ale také 
deformované, s zakrnělým svalstvem a celkově menší postavou. Klouby nejvíce postižené 
touto patologií zahrnují kotníky, kolena, zápěstí a lokty (Guo et al. 2014). 

Epifyzární růstová ploténka a kloubní chrupavka jsou primárně postiženými 
anatomickými strukturami. Mikroskopickým pohledem se degenerativní změny v chrupavce 
vyznačují chondronekrózami lokalizovanými v několika oblastech hluboké zóny chrupavky. 
Fokální chondronekrózy a narušená endochondrální osifikace převažujícím způsobem vedou 
k sekundární chronické osteoartropatii (Peng et al. 1991). Ve fetální ajuvenilní chrupavce je 
většina změn lokalizována v oblastech zrající a hypertrofované chrupavky. Nekrotická pole 
mohou sahat až do přechodné oblasti mezi proliferativními a hypertrofovanými zónami růstové 
ploténky ave vyspělém stadiu onemocnění dokonce do všech zón (Peng et al. 1991). 
Chondronekróza růstové ploténky může způsobit narušenou endochondrální osifikaci 
a dokonce indukovat brzké uzavření epifyzální růstové ploténky, což vede k zpožděnému růstu, 
jako jsou krátké prsty, krátké končetiny, zpomalený růst a postižení v pokročilých stadiích (Yao 
etal. 2011). 

Obrázek 8: Habitus Kashin-Beckova syndromu (Guo et al. 2014). 
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Vzhledem k tomu, že růstová ploténka chrupavky je růstovým centrem kosti, jsou 
vývojové deformity u pacientů pravděpodobně výsledkem narušené diferenciace chondrocytů 
a endochondrální osifikace. Čím dříve se objeví symptomy, tím závažnější malformace se 
vyvinou. Kromě toho může chondronekróza kloubní chrupavky indukovat tvorbu jizev, 
zvětšení kostí, osteofyty a zúžení kloubního prostoru. Chondrocyty se projevují otoky 
mitochondrií a sníženou hustotu mitochondriální matrix ve srovnání s normálními (Allander, 
2009). Na Obrázku 8 je fotka pacienta, který trpí Kashin-Beckovým syndromem. 

3.3 Imunitní funkce selenu 

Indukovatelná izoforma syntázy oxidu dusnatého (iNOS) je spojována s aterosklerózou, 
malignitou, revmatoidní artritídou, poškozením tkání a reperfuzními poraněními (Arthur et al. 
2002). Klíčovým faktorem pro oxidatívni versus ochranné účinky oxidu dusnatého je základní 
redoxní stav tkáně. Selenoproteiny, jako jsou GPx athioredoxin reduktázy, jsou klíčovými 
složkami buněčné obrany a podporují optimální rovnováhu mezi antioxidanty aoxidanty 
(Mattmiller et al. 2013b). Tyto enzymy jsou zapojeny do mnoha biochemických procesů, jako 
je ochrana před oxidačním stresem a redoxní regulace exprese genů (Arthur et al. 2003). 
Nedostatek selenu vede ke významnému poklesu Se-GPx a zvýšení produkce ROS (Arthur et 
al. 2002). Kromě toho je nedostatečná výživa seleném spojena se zvýšenou produkcí 
reaktivních forem dusíku (RNS) jako je NO a peroxynitrit, což bylo spojeno se zvýšeným 
rizikem onemocnění jako je kardiomyopatie, revmatoidní artritída, rakovina, Alzheimerova 
choroba a roztroušená skleróza (Mattmiller et al. 2013b). Buněčný stav selenu hraje důležitou 
roli při snižování oxidačního stresu v těle. Mnoho imunitních buněčných typů, včetně 
makrofágů, syntetizuje NO, který reguluje jejich buněčnou funkci. Navíc bylo zjištěno, že NO 
je také hlavním mezi druhovým poslem zapojeným do různých aktivit, jako je neurální 
signalizace a vazorelaxace (Bogdan et al. 2000). 

Trvalá produkce NO vybavuje makrofágy cytostatickou nebo cytotoxickou aktivitou proti 
virům, bakteriím, houbám, prvokům, helmintům a nádorovým buňkám (Coleman 2001). 
Nicméně, kvůli své vysoké reaktivitě může být NO v naprodukci také destruktivní pro zdravé 
buňky těla (Mattmiller et al. 2013b). Navíc se NO rychle oxiduje na RNS, které modifikovat 
klíčové signální molekuly jako jsou kinázy a transkripční faktory (Bogdan et al. 2000). 

Syntáza oxidu dusnatého (NOS) katalyzuje rozklad L-argininu na NO a citrulin. 
V savcích jsou přítomny tři různé izoformy NOS, a to dva konstitutivní enzymy (neuronální 
NOS a endoteliální NOS) a jeden inducibilní enzym (iNOS) (Bogdan et al. 2000). Je známo, že 
různé stimuly, jako je U V záření, cytokiny a lipopolysacharid (LPS), up-regulují exprese iNOS 
v makrofázích. Kromě toho existují důkazy, že zvýšená exprese iNOS a produkce nitritů 
zahrnují aktivaci jaderného faktoru-KB ( N F - K B ) a následné vázání enhancerových prvků K B 
v promotoru genu iNOS (Coleman 2001). Předpokládaný efekt selenu na imunitní funkce je 
znázorněna na Obrázku 9 (Mattmiller et al. 2013b). 
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Obrázek 9: Efekt selenu na imunitní funkce (Mattmiller et al. 2013b). 

V práci Sandeep et al. (2002) zkoumali vztah mezi stavem selenu, jakožto důležitým 
modulátorem buněčného oxidačního stresu a exprese iNOS po stimulaci LPS v buňkách 
RAW264.7, myší buněčné linii makrofágům. Tyto buňky byly dříve použity jako model pro 
studium exprese iNOS (Coleman 2001). Studie vychází z hypotézy, že nedostatečný stav selenu 
v makrofázích vede k nerovnováze oxidantů a antioxidantů a je zodpovědný za aktivaci 
redoxně aktivního transkripčního faktoru N F - K B , který následně indukuje exprese iNOS. Jedná 
se o první zprávu, která ukazuje na inverzní vztah mezi stavem selenu a exprese iNOS 
v celulárním systému. Tyto výsledky naznačují inverzní vztah mezi buněčným stavem selenu 
a exprese iNOS u LPS-stimulovaných buněk RAW264.7 a poskytují důkazy pro příznivé 
účinky dietárního doplnění selenu při prevenci případně při léčbě zánětlivých onemocněních 
vyvolaných v důsledku oxidačního stresu (Sandeep et al. 2002). 

Dle výzkumu Cheng et al. (2011) SeMet inhiboval expresi genů IL-lb-indukovaného 
iNOS a C O X 2 v chondrocytech s odpovídajícím poklesem produkce NO aPGE2. Vysoké 
dávky SeMet ztlumily IL-ip indukovanou aktivaci p38 M A P K , ale ne signální dráhy 
extracelulárně regulovaných kináz (ERK) 1/2, c-Jun N-terminální kinázy (JNK) nebo nukleární 
faktor kB (NFkB) (Cheng et al. 2011.). Tato studie objasňuje jeden potenciální ochranný 
mechanismus Se, a to prostřednictvím změny signálních drah buněk a následné transkripce 
prozánětlivých účinků IL-lb. Právě tato práce naznačuje, že selen má potenciální ochranné 
účinky při osteoartritidě, ale přesný mechanismus je stále nejasný (Cheng et al. 2011). 
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4 Metodika 
4.1 Materiál 

K práci bylo použito kultivační medium RPMI1640 (SigmaAldrich), fetální sérum (Fetal 
bovine sérum - FBS) (Biowest), neesenciální aminokyseliny (VWR) glukóza, Griesovo činidlo 
(SigmaAldrich) a dusitan sodný (Lachner). Složení kultivačního media RPMI1640 je 
následující: 10 % FBS (Foetal bovine sérum), 5 % neesenciálních aminokyselin, 10 % roztoku 
glukózy, 5 % Z E L L Shield (ochrana buněčné kultury) (BioConsult). 

Pro in vitro trávení byla použita ultra-pure water (utračistá voda), a-amyláza z prasečí 
slinivky břišní (Sigma Aldrich), prasečí pepsin (Sigma Aldrich), prasečí žluč, prasečí 
pankreatin (Sigma Aldrich), dihydrát chloridu vápenatého (VWR), hydroxid sodný p.a. 
(Lachner), kyselina chlorovodíková (VWR), chlorid draselný (Sigma Aldrich), 
dihydrogenfosforečnan draselný p.a. (Lachner), hydrogenuhličitan sodný p.a. (Lachner), 
chlorid sodný p.a. (Lachner), hexahydrát chloridu horečnatého (VWR), uhličitan amonný 
(Sigma Aldrich). Vzorky selenu ve formě SeMet, SeMetCys a selenitu byly poskytnuty z 
Vysoké školy chemicko-technologické v Praze. 

4.1.1 In vitro trávení INFOGEST 
Vzorky byly podrobeny trávení podle statického modelu trávení FNFOGEST 2.0, podle 

postupu uvedeného Brodkorbem et al. (2019). Každý vzorek vážil 5 g a byl postupně tráven 
orální, žaludeční a intestinální fází. 

V orální fázi byl vzorek smíchán se slinami s aktivitou amylázy 75 U/ml v poměru 1:1 
a inkubován při 37 °C za stálého míchání po dobu 2 minut. 

Ve žaludeční fázi byl vzorek smíchán se zásobním roztokem CaCb(H20)2, pepsinem 
(2000 U/ml), žaludeční lipázou (60 U/ml) a destilovanou vodou v poměru 1:1. pH bylo 
upraveno na 3 pomocí HC1 a inkubováno při 37 °C po dobu 2 hodin za stálého míchání. 

V intestinální fázi byla trávenina smíchána se zásobním roztokem žlučových solí (10 
mmol) po dobu 30 minut při 37 °C. Následně byly přidány CaCi2(H20)2, pankreatin (100 U/ml 
trypsinu) a pankreatická lipáza (2000 U/ml) a inkubováno po dobu 2 hodin při 37 °C za stálého 
míchání. 

Po trávení byly vzorky centrifugovány a odebrán supernatant, který byl filtrován přes 
stříkačkové mikrofiltry o průměru 0,2 um do sterilních vialek. Následně byly vzorky uloženy 
při teplotě -80 °C až do dalšího testování. V Tabulce 2 jsou zobrazeny jednotlivé chemikálie 
použité v trávicí šťávě. 
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Tabulka 2: Jednotlivé koncentrace chemikálií v trávicí šťávě. 

Chemikálie Koncentrace 
(M) 

SSF 
(ml) 

SGF (ml) SIF 
(ml) 

Chlorid draselný 0,500 15,100 6,900 6,800 
Dihydrogenfosforečnan vápenatý 0,500 3,700 0,900 0,800 

Hydrogenuhličitan sodný 1,000 6,800 15,500 42,500 
Chlorid sodný 2,000 - 11,800 9,600 

Hexahydrát chloridu horečnatého 0,150 0,500 0,400 1,100 
Uhličitan amonný 0,500 0,060 0,500 -

Kyselina chlorovodíková 0,600 0,090 1,300 0,700 
Dihydrát chloridu vápenatého 0,300 0,025 0,005 0,040 

Na Obrázku 10 je zobrazen diagram metody trávení INFOGEST 2.0. Časový rámec 
a vývojový diagram metody in vitro trávení INFOGEST 2.0 pro potraviny. Na diagramu je 
znázorněn očekávaný rámec (vlevo), fáze a odpovídající čísla kroků v postupu (vpravo). SGF 
simulovaná žaludeční tekutina, SIF - simulovaná střevní tekutina, SSF - simulovaná slinivková 
tekutina. 

> Provede se analýza enzymatické aktivity a žluči 
_̂ Připraví se zásobní roztoky SSF, SGF a SIF 

C Provede se experiment úpravy pH 

Krok 
1 
2 
4 

"03 
O 

Potrava se smíchá s SSF (1:1) 
Přidá se chlorid vápenatý 
Přidá se slinná amyláza 
Při míchání se nechá inkubovat 
(2h, 37°C, pH7) 

7-12 
13 
14 

15, 16 

»ro Smíchá se orální bolus s SGF (1:1) 
"u OJ Přidá se chorid vápenatý 

*ro Přidá se pepsin a lipáza 
ro Při míchání se nechá inkubovat 

W (2h, 37°C, pH 3) 

17, 18 
19 

20, 21 
22-24 

- Trávicí chymus se smíchá s SIF (1:1) 25,26 
řřj Přidá se žluč 27 
c OJ 

i3 N Přidá se chlorid vápenatý 28 
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— Vzorek se nechá inkubovat (2h, 37°C, pH 7)30-32 

c 
> 

-Q_ Vzorkování a práce se vzorky 
£ 
ro 
on Obrázek 10: Diagram metody trávení INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019). 
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4.1.2 Kultivace buněčné linie RAW264.7 
Po rozmražení byly buněčné linie RAW264.7 kultivovány v kompletním mediálním 

prostředí RPMI1640 se suplementy. Po dvou dnech, při dosažení 80% konfluence, byly 
makrofágy mechanicky sklizeny a centrifugovány po dobu 10 minut 170 x g. Poté byl odstraněn 
supernatant a buňky byly rozředěny v čerstvém kompletním mediálním prostředí. Objem 1 x 106 

buněk byl vložen do baňky společně s 10 ml kompletního mediálního prostředí a ponechán ve 
vlhkém CO2 inkubátoru při teplotě 37 °C k dalšímu růstu po dobu 48 hodin. 

4.1.3 Příprava mikrotitrační destičky 
Zbytek buněčné suspenze z předchozího kroku byl naředěn na koncentraci 2,5x105 

buněk/ml a napipetován do 96 jamkové mikrotitrační destičky v objemu 100 ul. Takto 
připravená destička byla inkubována po dobu 2 hodin v CO2 inkubátoru za standardních 
podmínek. Následně byly přidány testované tráveniny jednotlivých vzorků v koncentraci 20-
0,009 % tráveniny a směs čistých trávicích enzymů pro kontrolu. Poté bylo do destičky přidáno 
lipopolysacharid (LPS) v koncentraci 1 ug/ml. Jako negativní kontrola byly ponechány buňky 
bez přídavku LPS. Celkový objem v každé jamce byl 200 ul. Takto připravená destička byla 
inkubována po dobu 24 hodin. 

4.1.4 Stanovení produkce oxidu dusnatého (NO) Griessovou reakcí 
Po 24 hodinách inkubace byla destička centrifugována po dobu 5 minut při 170 x g. Poté 

bylo z každé jamky přeneseno 50 ul supernatantu do nové destičky a přidáno 50 ul Griessova 
činidla. Destička byla inkubována po dobu 10 minut při 37 °C. Absorbance byla následně 
měřena na čtečce mikrotitračních destiček SPARK (Tecan, Švýcarsko) při vlnové délce 540 
nm. Kalibrační křivka byla získána z roztoku N a N 0 2 v rozmezí koncentrací 125-8 uM/ml. 
Koncentrace NO u jednotlivých vzorků byla stanovena lineární regresí. 

4.1.5 Statistické vyhodnocení 
Výsledky byly prezentovány jako průměr s doprovodnou směrodatnou odchylkou. Pro 

statistické vyhodnocení byl využit software GraphPad Prism a proveden dvoufaktorovou 
ANOVou s Tuckeyho post-hoc testem. 
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5 Výsledky 
Námi testované vzorky vykazovali schopnost snižovat produkci NO v závislosti na 

zvolené dávce. V Tabulce 3 můžeme vidět, že produkce NO byly výrazně snížena při 10% 
koncentraci tráveniny obsahující námi testované vzorky SeMet, SeMetCys a SelV. Při této 
koncentraci došlo k více jak 25 % poklesu produkce NO v porovnání s ošetřenou kontrolou 
pomocí LPS, kdy tento pokles byl statisticky potvrzen na hladině významnosti (p < 0,0001), 
jak je patrné z Tabulky 3. Snižování koncentrace tráveniny vedlo ke zvyšování produkce 
a u SeMetCys, kde při koncentraci 10% bylo nejvyšší a to o více jak 33 %, tak v poloviční 
koncentraci se již produkce téměř nelišila od produkce kontroly. V koncentraci 2,5 % tráveniny 
byla již u SeMetCys zvýšena o více jak 30 % až po koncentraci 0,3125 % tráveniny kdy zvýšení 
produkce NO bylo o více jak 40 % s prokázanou statistickou významností na hladině a= 0,0001 

Naopak u ostatních testovaných vzorků nedocházelo ke zvýšení ani snížení produkce 
v porovnání s ošetřenou kontrolou. 

Tabulka 3: Průměrné hodnoty oxidu dusnatého po ošetření buněčné linie LPS. 

SeMet SeMetCys SelV Kontrola 
% produkce NO 

průměr ± směrodatná odchylka 
10 69,22 ±5,56**** 66,86 ±6,12**** 74,26 ±9,99**** 

o > 5 93,37 ±6,16 99,42 ± 6,40 95,07 ±9,10 
h c 2,5 98,92 ± 5,03 134,99 ± 10,85**** 103,99 ±8,44 
o tí •a 1,25 102,90 ± 8,40 138,89 ± 10,01**** 97,26 ± 5,28 
o i 0,625 95,31 ± 11,04 139,18 ± 15,74**** 100,75 ± 7,77 

0,3125 105.68 ± 8.05 141.59 ± 12.04**** 100.41 ±4.99 

100 

Hvězdičky ukazují významnost středních hodnot pro tři vzájemná měření ve srovnání s kontrolou **** (p < 
0,001). Hodnoty jsou udány v procentech a je vždy udána směrodatná odchylka. 

Jak je patrné z Obrázku 11 mezi koncentracemi tráveniny 2,5 až 0,3125 % je mezi 
SeMetCys na jedné straně a SeMet a SelV na druhé straně statistická významnost v produkci 
NO, kdy SeMetCys má statisticky průkazně zvýšenou produkci NO na hladině významností a= 
0,0001. Toto zvýšení představuje v průměru 30 % oproti SeMet a SelV. 
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Obrázek 11: Produkce NO na buněčné linii myších makrofágu RAW264.7 stimulovaných pomocí 1 
ug/ml LPS (100 %) s přidáním tráveniny obsahující testované formy selenu v koncentraci 10 - 0,3125 %. 

Hvězdičky ukazují významnost středních hodnot měření v porovnání jednotlivých vzorků **** (p < 0,0001). 
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6 Diskuze 
Selen představuje nezbytný mikronutrient pro organismus. V organismu mají často 

antioxidační funkci s protizánětlivými účinky (Sharma et al. 2007). Účastní se též mechanismu 
hojení ran při redukci oxidačního stresu. Glutathionperoxidáza (GPx) je hlavní selenoprotein 
přítomný v lidském těle, který pomáhá kontrolovat nadměrnou produkci volných radikálů na 
místě zánětu. Kromě GPx zahrnují další selenoproteiny například selenoprotein-S, který 
reguluje zánětlivé cytokiny, a selenoprotein-P, který slouží jako induktor homeostázy (Sharma 
et al. 2007). Některé sloučeniny obsahující selen, které mohou působit jako prevence 
aterapeutika proti nádorovým onemocněním. Tyto sloučeniny přímo či nepřímo projevují 
antioxidační vlastnosti, které udržují intracelulární redoxní stav a tyto aktivity chrání zdravé 
buňky před poškozením způsobeným ROS (Hariharan & Dharmaraj 2020). 

Jak je patrné z naších výsledků, tak při vyšší koncentraci 10 % tráveniny organických 
forem selenu a seleničitanu dochází k prokazatelnému snížení produkce oxidu dusnatého, a to 
i o více jak 30 %. Na rozdíl od toho však se snižující se koncentrací tráveniny u SeMetCys 
dochází k opačnému efektu, kdy je naopak produkce NO výrazně zvýšena oproti ošetřené 
kontrole a o více jak 30 % už od 2,5 % tráveniny v testovaném vzorku. Jak uvádí Xia et al. 
(2020), tak SeMetCys má schopnost snižovat produkci NO v lidských arteriálních 
endoteliálních buňkách (HAECs) vyvolaný přítomností elaidové kyseliny (9tl8:l). a to díky 
aktivaci fosfolipázy A2, která reguluje expresi proteinů intercelulární adhezní molekuly I C A M -
1 aE-selektinu aIL-8. Ke snížení produkce NO o více jak 30 % může přispět i rýžový 
hydrolyzát obohacený o selen a to již při koncentraci od 100 ug/ml ve srovnání s pozitivní 
kontrolou na buněčné linie RAW264.7 (Fang et al., 2019). 

Evidentně však záleží na formě selenu přijatého organismem, jak uvádí studie Luo et al. 
(2019) zabívající se selenovými polysacharidy z Hericium erinaceus (Se-HEP-PLGA) 
a olysacharid z Hericium erinaceus obohacený o polymerní nanočástice z co-polymeru mléčné 
kyseliny aglykolové kyseliny (PLGA), zintenzivňují imunitní reakce a jejich účinek byl 
studován in vitro na makrofázích. Po ošetření nanočásticemi byly vyhodnoceny účinky 
fagocytózy, exprese ko-stimulačních molekul, oxidu dusnatého (NO) a sekrece cytokinů. 
Nanočástice významně stimulovaly fagocytární aktivitu, exprese CD40 a CD86 u makrofágů. 
Kromě toho byly hladiny NO, TNF-a, IL-ip a IL-6 zvýšeny v peritoneálních makrofázích. Se-
HEP-PLGA prokázala nejlepší účinky na exprese co-stimulačních molekul, sekreci NO 
a cytokinů. Tyto výsledky naznačují, že Se-HEP-PLGA může zvýšit aktivaci makrofágů. 

Naproti tomu v práci Sun et al. (2023) sledovali stabilitu a aplikaci selenový nanočástic 
(SeNPs). V této studii byly k přípravě dispergovaných SeNPs použity kvasnicové glukany 
s různými stupni aminace (BNs) a byly obohaceny nanočásticemi selenu. Byla připravena řada 
stabilních roztoků BNs/SeNPs s různým stupněm aminace a obsahem selenu. Velikosti částic 
100-300 nm (BNs/SeNPs) dokázaly efektivně potlačit tvorbu NO, JL-ip a JE-6 v makrofázích 
R A W 264.7 indukovaných LPS a snížit transkripci mRNA iNOS, IL-ip, IL-6 a chemokinů 
(CCL2 a CCL5), což naznačuje, že BNs/SeNPs vykazují protizánětlivou aktivitu (Sun et al. 
2023). Makrofágy aktivované LPS navíc způsobují uvolňování zánětlivých mediátorů, jako 
jsou PGE2, TNF-a, JL-ip a IL-6, z nichž každý má různé biologické funkce. Tyto mediátory 
například regulují imunitní reakce, zánět a homeostázu (Zhai et al., 2016). 
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V práci Campo-Sabariz et al. (2022) byla zkoumána role 2-hydroxy-(4-methylseleno)-
butanové kyseliny (OH-SeMet), formy organického selenu, v syntéze selenoproteinů 
a zánětlivé odpovědi lidských makrofágů odvozených z THP-1 stimulovaných pomocí LPS. U 
LPS-stimulovaných makrofágů OH-SeMet zvýšil exprese genu G P x l , zlepšil fagocytózní 
a antiproliferační schopnosti, současně snížil produkci ROS a cytokinů. Navýšení množství 
OH-SeMet v makrofázích navíc podpořilo exprese genů G P x l . Tento gen kóduje enzym z třídy 
glutathionperoxidázy. Glutathionperoxidáza má funkci v detoxikaci peroxidu vodíku a je 
jedním z nej důležitějších anti oxidačních enzymů u lidí. Takže OH-SeMet optimalizovalo 
a regulovalo zánětlivou odpověď a tím zlepšilo fagocytární schopnosti makrofágů. (Campo-
Sabariz et al. 2022) 

Ve studii Sandeep et al. (2002) autoři určovali, zdaje indukovatelná izoforma syntázy 
oxidu dusnatého (iNOS) zapojena do aterosklerózy, malignity, revmatoidní artritidy, tkáňových 
a reperfuzních poranění. Klíčovým determinantem pro-oxidačních versus ochranných účinků 
NO je základní redoxní stav tkáně. Selenoproteiny, jako jsou glutationperoxidázy (GPx) 
a thioredoxinreduktázy, jsou klíčovými složkami buněčné obrany a podporují optimální 
rovnováhu. Aktivita GPx v buňkách je ukazatel množství selenu a hodnota byla 17x nižší u 
buněčné linie myších makrofágů R A W 264.7 s nedostatkem Se. Po stimulaci těchto buněk 
pomocí LPS, autoři zjistili výrazně vyšší úrovně transkriptu proteinu iNOS a zvýšenou 
produkci NO u buněčné linie R A W 264.7 s nedostatkem selenu oproti buňkám s běžným 
množstvím selenu. Výsledky výše zmíněných studií naznačují, že SeMetCys ovlivňuje 
produkci NO, která následně reguluje zánětlivou odpověď makrofágů buněčné linie RAW264.7 
(Sandeep et al. 2002). 

V práci Maľtseva et al. (2022) byly shrnuty aktuální dostupné informace o účincích 
selenové insuficience při onemocnění COVID-19. Nedostatečný příjem selenu se obecně 
považuje za rizikový faktor pro několik chronických onemocnění u zvířat i lidí, spojených 
s oxidačním stresem a imunitní odpovědí. Vede rovněž k zvýšené citlivosti těla na řadu 
virových infekcí kvůli působení na různé intracelulární mechanismy jak viru samotného, tak 
hostitelské buňky. Nedávno bylo prokázáno, že nízký stav selenu je spojen s vyšším rizikem 
úmrtí na COVID-19. Nejvíce studované organické sloučeniny selenu zahrnují selenomethionin 
(SeMet), methylselenocystein (SeMetCys) a methylselenovou kyselinu (MSA). M S A je 
zapojena do aktivace fagocytózy makrofágů, stejně jako do fungování T buněk, Nrf-2 alýzy 
NKbuněk. MSAzvyšuje expresi glutathionperoxidázy v krvi, stejnějakohladinuNKG2D, INF 
a M H O , a moduluje aktivitu různých ligandů NKG2D. Rovněž má výraznou antivirotickou 
aktivitu, zejména proti viru SARS-COV-2, kdy snižuje jeho replikační schopnost 
prostřednictvím reakce s proteázou HS-Cys-145-Mpro. Důležitost adekvátní hladiny selenu 
v potravě a jeho efektivního začlenění do selenoproteinů pro imunitu byla prokázána 
v buněčných kulturách a zvířecích modelech a bylo zjištěno, že SeMet, SeMetCys 
a methylselenová kyselina účinně působí při prevenci virových infekcí, jako jsou chřipka 
H1N1, Enterovirus 71, infekce virem hepatitídy a SARS-CoV-2. 

V posledních několika desetiletích dosáhl výzkum selenu pozoruhodného zájmu. Zvláště 
jeho role při syntéze různých typů selenoproteinů a mnoha regulačních metabolických člověka 
(Hariharan & Dharmaraj 2020). Během let bylo identifikováno mnoho nových selenoproteinů 
a byla zdůrazněnajejich důležitost v různých aspektech (Sharma et al. 2007). Sloučeniny selenu 
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se ukázaly jako prospěšné při léčbě a diagnostice nádorového bujení a v poslední době získaly 
značnou pozornost v boji proti různým typům nádorů. V budoucnu budou hrát klíčovou roli 
v prevenci a terapii nádorových onemocnění a rovněž může vzniknou mnoho nových přípravků 
týkajících se zánětů a jiných chorob (Hariharan & Dharmaraj 2020). 
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7 Závěr 
Cílem práce bylo otestovat hypotézu, zda vybrané formy selenu (methylselenocystein, 

selenomethionin a selenit) mohou mít zdravotní přínos při zánětlivých onemocněních. Naše 
hypotéza byla potvrzena jen částečně, kdy při koncetraci 10% tráveniny skutečně došlo 
k významnému poklesu produkce NO. Nicméně s klesající koncentrací došlo u SeMetCys 
naopak k výrazné podpoře produkce NO a to o více jak 30 % a mohlo by to hrát negativní roli 
při zánětlivém onemocnění. 
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9 Seznam použitých zkratek a symbolů 

Zkratka Význam 
ATP adenosintrifosfát 
BNs kvasnicové glukany s různými stupni aminace 

COX2 cyklooxygenáza 2 
E K G elektrokardiogram 
E R K extracelulárně regulované kinázy 

E-selektin CD62 antigen-like člen rodiny E, endoteliální-E-selektin 
leukocytová adhezní molekula 

FBS Fetal bovine serum 
GPx glutaithi onperoxi dáza 
GSH redukovaný glutathion 
G-SH redukovaný glutathion 

G-S-Se nestabilní sloučenina při nadbytku glutathionu 
GS-SeH glutathioselenol 

G-S-Se-S-G selenodiglutathion 
GSSG glutathion disulfid 

HAECs arteriaální endoteliání buňky 
ICAM-1 intercelulární adhezní molekuly 

JE-ip interleukin 1 beta 
IL-6 interleukin 6 
IL-8 interleukin 8 

iNOS izoforma syntázy oxidu dusnatého 
JNK c-Jun N-terminální kináza 
LPS lipopolysacharid 

mPvNA messenger R N A 
M S A methylselenovou kyselinu 

N A D P H nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
N F - K B jaderného faktoru-KB 

NO oxid dusnatý 
NOS syntáza oxidu dusnatého 

OH-SeMet 2-hydroxy-(4-methylseleno)-butanové kyseliny 
PGE2 prostaglandin E2 
P L G A co-polymeru mléčné kyseliny a glykolové kyseliny 
PSTK O-fosfoseryl-tRNA kinázy 
RNS reaktivní formy dusíku 
ROS reaktivními formy kyslíku 

rRNA ribozomální R N A 
R-S-Se-S-R selenotrisulfidy 

rT3 izomer 3,3',5' -triiodotyronin 
SECIS SeCys Sekvence vkládání 
SeCys selenocystein 
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Se-GPx selen - dependetní glutathionperoxidáza 
Se-HEP-PLGA selenovými polysacharidy z Hericium erinaceus 

SelV selenit 
SeMetCys selenomethylcystein 

SeNPs nanokrystaly selenu 
SepSerS SeCysyl-tRNA syntetázy 
SerRS Seryl-tRNA syntetáza 
SGF simulovaná žaludeční tekutina 
SIF simulovaná střevní tekutina 

SPS2 selenofosfát syntetázy 2 
SSF simulovaná slinivková tekutina 
T3 3,5,3' - triiodotyronin 
T4 3,5,3',5' - tetrajodotyronin 

THP-1 monocytární lidská buněčná linie 
TNF-a tumor necrosis factor a 

Trx thioredoxinem 
TrxR thi oredoxi nreduktáza 
TSH štítné žlázy stimulujícího štítnou žlázu 

WHO Světová zdravotnická organizace 
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