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Abstrakt

Volné radikdly predstavuju vysoko reaktivne castice s jednym alebo viacerymi
nesparenymi volnymi elektronmi. PoruSenim rovnovdhy medzi volnymi radikalmi
a antioxidantami v organizmoch nastdva oxidativny stres, ktory spdsobuje poskodenie
lipidov, bielkovin, nukleovych kyselin a porusenie bunkovej signalizacie. Oxidativny stres
negativne ovplyviiuje nielen kvalitu a zrenie oocytov, ale aj ovuldciu a implantaciu.
Cielom naSej prace bolo vyhodnotit’ vplyv olova na koncentraciu superoxiddismutazy
(SOD) a celkovy antioxidacny status (TAS) kultivaénych médii granul6znych buniek
vajeénikov prasni¢iek in vitro. Granulozne bunky boli vystavené pdsobeniu roéznych
koncentracii zliceniny trihydratu octanu olovnatého (Pb(CH3COO),.3H,0) a na zédklade
toho rozdelené nasledne do tychto skupin: skupina MAX (5 mg Pb.10 mL™"), skupina A
(2,5 mg Pb.10 mL™), skupina B (0,83 mg Pb.10 mL™), skupina C (0,625 mg Pb.10 mL™),
skupina D (0,455 mg Pb.10 mL™") a kontrolna skupina bez olova. Celkovy antioxidaény
status a koncentracia superoxiddismutizy granuloznych buniek boli analyzované
spektrofotometrom Genesys 10 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) s pouzitim
antioxidatného RANDOX kitu (Randox Labs, Crumlin, UK) podla prilozeného
manuélneho navodu. NajvysSia hodnota TAS bola zistend v kontrolnej skupine bez olova
v porovnani s ostatnymi skupinami (MAX, A, B, C, D). Statistické analyzy ukézali

v

spomedzi vSetkych skupin bola zistena v kontrolnej skupine.

KIiacové slova: granulozne bunky, olovo, oxidativny stres, superoxiddismutaza, celkovy

antioxida¢ny status



Abstract

Free radicals are highly reactive particulates with one or several disparate free electrons.
Disbalance between free radicals and antioxidants in organisms generates oxidative stress,
which causes damage of lipids, proteins, nucleic acids and disruption of cell signaling
pathways. Oxidative stress influences negative not only oocyte quality and maturation of
oocytes but also ovulation and implantation. Aim of our work was evaluate influence of
lead on concentration of superoxid dismutase (SOD) and total antioxidant status (TAS)
cultivation media of porcine ovarian granulosa cells in vitro. Granulosa cells were exposed
to influence of different concentration lead acetate trihydrate (Pb(CH3COO),.3H,0)
and were allocated basically in these groups as follows: group MAX (5 mg Pb.10 mL™),
group A (2,5 mg Pb.10 mL™), group B (0,83 mg Pb.10 mL™), group C (0,625 mg Pb.10
mL™"), group (0,455 mg Pb.10 mL™) a control group without lead treatment. The total
antioxidant status and superoxid dismutase concentration were analyzed by
spectrophotometer Genesys 10 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) using antioxidant
RANDOX kits (Randox Labs, Crumlin, UK) according to the manual instructions. The
hightest TAS was detected in the control group without lead treatment comparison with
other groups (MAX, A, B, C, D). Statistical analyses showed significantly lower value
(P < 0,05) in group B. The concentration of SOD was the lowest in control group in

comparison to those exposed to in vitro lead culture.

Key words: granulosa cells, lead, oxidative stress, superoxid dismutase, total antioxidant

status
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Zoznam skratiek a znaciek
ABTS — 2,2"-azino-di-[3-ethylbenzthiazolin sulfonat]

ART — technika asistovanej reprodukcie

ATP — adenozintrifosfat

Cd - kadmium

CG - kortikélne granuly

(-CH;-) — metylénova skupina

DMEM/F12 — Dulbecco's Modification of Eagle's Medium/Ham's F-12
DNA - kyselina deoxyribonukleova

E, — estradiol

FSH — folikulostimula¢ny hormén

GPx — glutationperoxidaza

GSH - glutation

GST — glutationtransferazy

hCG — humanny choriovy gonadotropin

Hg — ortut’

H,0, — peroxid vodika

HNE — 4-hydroxynonenal

IL-1 — interleukin-1

INT — 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium chlorid
IVF — in vitro oplodnenie

KAT — katalaza

L® — lipidovy radikal

LH — nenasyteny lipid

LH — luteiniza¢ny hormoén

LOO" — lipoperoxylovy radikal

LOOH - lipoperoxid

MDA — malondialdehyd

mtDNA — mitochondridlna DNA

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH-oxid4za — nikotinamidadenindinukleotidfosfat —oxidaza
Ni — nikel

NO® — radikdlova forma oxidu dusnatého



'0, — singletovy kyslik
O,"™ — superoxidovy radikal
'0,CCl; — trichlormetylperoxylovy radikal
"OH - hydroxylovy radikal
OMD - dynamika ooplazmatickych mikrotubtl
ONOQO™ — peroxonitrit
OS — oxidativny stres
Pb —olovo
RMO - reaktivne metabolity kyslika
RNS — reaktivne formy dusika
ROS — reaktivne formy kyslika
RO" — alkoxylovy radikal
RO;" — alkylperoxylovy radikal
ROO’ — peroxylovy radikal
ROOH - alkylperoxid
RS" — alkylsulfanylovy radikal
RSO," — alkyltioperolovy radikal
(-SH-) — tiolové skupina
SOD — superoxiddismutaza
TAS — celkovy antioxidacny status
TNF-a — tumor nekrotizujuci faktor a
VKK - vyssie karboxylové kyseliny
VNKK - polonasytené vyssie karboxylové kyseliny
XOD - xantinoxidaza
ZP — receptorové proteiny zona pellucida (ZP1, ZP2, ZP3)
ZPDT - Cas rozpadu zona pellucida
3 B HSD — 3B-hydroxysteroiddehydrogendza
17 B HSD —17 B-hydroxysteroiddehydrogenédza



Uvod

V poslednych rokoch su volné radikdly casto diskutovanou témou v odbornych
kruhoch, ale aj vo sfére laickej verejnosti. Je o nich zndme, Ze sa podielali na vzniku zZivota
na Zemi, ale zaroven réznym spdsobom prispievaju aj k jeho zaniku.

Z chemického hladiska predstavuji volné radikdly vel'mi reaktivne atomy
a molekuly sjednym alebo viacerymi nesparovanymi volnymi elektronmi.
K najtoxickej$im radikalom patri superoxidovy radikdl, vytvarany mitochondridlnym
elektronovym transportnym ret'azcom, ktory zohrava doleziti ulohu pri poskodeni lipidov,
DNA a bielkovin a tvorbe inych volnych radikdlov (singletovy kyslik, peroxid vodika,
hydroxilovy radikal). Dal§imi nebezpe¢nymi radikalmi st hydroxilovy radikal,
ktory reaguje s proteinmi, lipidmi a nukloevymi kyselinami, a oxid dusnaty, ktory patri
k radikdlom odvodenym od dusika.

Volné radikaly zohravaju v zivote organizmov dolezitd ulohu. Pozitivne ovplyviiuji
imunitny systém organizmu a uplatiiuju sa pri ni¢eni virusov a baktérii. Zapajaju sa tiez
do tvorby enzymov a hormoénov a podielaji sa na tvorbe energie potrebnej
pre organizmus.

Okrem tohto pozitivneho u¢inku maji volné radikély aj ovela ddlezitej$i negativny
vplyv na organizmus. V dosledku poruSenia rovnovdhy medzi prooxidantami
a antioxidaénymi mechanizmami v organizme nastava oxidativny stres, nasledkom ktorého
dochadza k oxidativnemu poskodeniu proteinov, lipidov, DNA, ktoré moze viest
k poskodeniu bunkovych membran, poruseniu ¢innosti a funkcie buniek a tkaniv.

So skodlivym vplyvom volnych radikdlov sa spdjaji mnohé ochorenia, napriklad
Alzheimerova a Parkinsonova choroba, ochorenia srdca a ciev, mozgu, pankreasu, d’alej
astma, rakovina, diabetes mellitus, tieZ ochorenia reprodukcnej sustavy.

Oxidativny stres v sami¢om reprodukénom systéme vyznamne ovplyviiuje najma
kvalitu a zrenie oocytov, ovaridlnu steroidogenézu, ovulaciu, luteolyzu, oplodnenie, vyvoj
embrya a implantaciu.

Olovo je jednym z najrozsirenejSich t'azkych kovov, ktory sa vyskytuje takmer vsade.
Vstrebavanie olova z vonkajSieho prostredia ovplyviiuji mnozstvo olovnatych zlacenin,
ich fyzikdlno-chemické vlastnosti, fyziologicky stav daného organizmu, ako aj stav
organov, ktoré predstavujii vstupnil branu pre olovo. Dal§imi dblezitymi fatormi st vek
a pohlavie.

Ochranu organizmu vo¢i Skodlivému uc¢inku vol'nych radikalov zabezpecuju rozmanité



antioxidatné  ochranné  syst¢tmy. K  najvyznamnejSim  antioxidantom  patri
superoxiddismutadza, ktord premietia superoxidovy radikdl na kyslik a peroxid vodika,
ktory je potom odstraneny dalSimi doélezitymi antioxidantami glutatidnperoxiddzou
alebo katalazou. K dal$im vyznamnym antioxidantom patria tiez vitaminy E a C,

karotenoidy, flavonoidy a glutation.
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1 Sucasny stav rieSenej problematiky doma a v zahranici

1.1 Vajecniky

Vajeniky (ovaria) st parové pohlavné zlazy uloZzené v bruSnej dutine. V nich
sa vyvijaju a dozrievaju samicie pohlavné bunky — oocyty. Vajecniky prasnice
su podlhovasté organy hroznovitého tvaru dlhé asi 5 cm. Na ich povrchu sa nachidza
vel'ké mnozstvo dozrievajucich folikulov a Zltych teliesok. Mezoovaria su velmi dlhé,
takze vajeCniky zostupuju hlboko do brusnej dutiny. Bursa ovarica je velmi hlboka
a Sirokd. Vaje€niky stucasne predstavuju aj Zl'azy s vnatornou sekréciou, v ktorych sa tvoria
samicie pohlavné hormény — estrogény resp. progesteron (Popesko et al., 1992; Massanyi,
1996).

Na vajecniku sa rozliSuje korova Cast’ (zona corticalis), ktort pokryva vrstva plochych
az kubickych buniek tzv. zdrodo¢ny — germindlny epitel, pod ktorym je vrstva hustého
véziva — tunica albuginea, a dretiova Cast’ (zona medullaris), ktora je zlozena z riedkeho
viziva. Obsahuje aj hladkosvalové bunky a vetvia sa v nej cievy a nervy.

Kora vajecnika obsahuje vajecnikové folikuly a zIté¢ telieska. Kazdy folikul sa sklada

z vajcovej bunky a obalu (Popesko et al., 1992; Massanyi, 1996).

1.1.1 Folikulogenéza

Vajecnikové folikuly (folliculi ovarici) st vafiky obsahujuce samicie pohlavné bunky
vroznom Stddiu vyvoja. Podl'a mikroskopickej Struktiry mozno rozlisit' tri typy
vaje¢nikovych folikulov: priméarne (primordidlne, odpocivajuce), sekundarne (rastiice)
a terciarne (dozrievajuce, Graafove) folikuly (Massanyi, 1996).

Primarne folikuly sa skladaji z centralne uloZzené¢ho oocytu 1. radu, okolo ktorého
sa nachadza suvisla vrstva plochych folikularnych buniek. Oocyt I. radu ma velké, svetlé,
excentricky ulozené jadro s velkym jadierkom. Primarne folikuly sa zakladaji vo velkom
mnozstve v embryonalnom obdobi a v jednom vajecniku ich m4 samica po narodeni
niekol’ko stotisic. Prevazna véc¢sina primarnych folikulov sa vSak d’alej nevyvija a podlicha
atrézii. K atrézii primarnych folikulov dochddza v priebehu celého Zivota samice, najviac
vSak pred pubertou a v obdobi konciacej pohlavnej aktivity (Massanyi, 1996).

V priebehu kazdého reprodukéného cyklu v zavislosti na sekrécii gonadotropinu
hypofyzou je skupina primarnych folikulov stimulovana k rastu zahijenim mitoticke;j
aktivity folikularnych buniek, ktord pretrvava az pred ovulaciou. Vzrast populacie

folikularnych buniek a sekrécie folikuldrnymi bunkami su dva najdodlezitejSie faktory rastu
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folikulov (Chrenek, 2008).

S nastupom puberty sa jednotlivé primarne folikuly zainaji postupne zviacSovat
a menia sa na sekundarne folikuly. Sekundarny folikul je rastuci primarny oocyt,
ktory je obaleny viacerymi vrstvami folikularnych buniek. Tieto bunky tvoria obal
nazyvany zona pellucida. Ak sa folikul d’alej vyvija, folikularne bunky sa rozmnozuji
a vytvaraji okolo oocytu epitelovy obal stratum granulosum. Tento obal je oddeleny
od okolittho véziva tenkou blankou (Slavjanského membrana) skladajiicou
sa zretikularnych a kolagénovych vldkien. Vézivo susediace srasticim folikulom
sa diferencuje vo vizivovy obal folikulu (theca folliculi), v ktorom sa neskor daji rozlisit’
vnutorna (theca folliculi interna) a vonkajSia Cast’ (theca folliculi externa). Bunky theca
folliculi interna disponuji organelami typickymi pre produkciu steroidnych hormoénov.
Je to viac zrejmé v preovulacnej faze ako v lutedlnej faze. Paralelne s rastom folikulu
vzrasta aj mnozstvo hladkého endoplazmatického retikula, tukovych kvapiek a lyzozémov.
Stbezne s tym klesd mnozstvo drsného endoplazmatického retikula (Popesko et al., 1992;
Massanyi, 1996; Krzysztofowicz a Stoklosowa, 2007).

Sekundarny folikul obsahuje dutinku (cavum folliculi), ktora je vyplnena folikuldrnou
tekutinou (liguor folliculi). Tato tekutina je bohatd na pohlavné steroidy, peptidy (rastové
faktory), mukopolysacharidy, gonadotropiny a d’alSie zlozky (napr. renin, prostaglandiny,
oxytocin) a reflektuje lokdlnu produkciu buniek granulézy a téky, ako aj prienik latok
hlavne z okolitych krvnych ciev. Oocyt sa umiestni excentricky a ostdva obaleny bunkami
v podobe hrboléeka — cumulus oophorus. Dalsim mnoZenim folikularnych buniek
a pribudanim folikulérnej tekutiny dochadza k rastu folikulu a k tvorbe terciarneho folikulu
(Pivko, 1995; Massanyi et al., 1999).

Terciarne folikuly predstavuju posledné $tddium vo vyvoji folikulov. Graafove
folikuly maji podobu mechurika, ktory na jednej strane prominuje nad povrch vajecnika
a na druhej strane siaha hlboko do koéry. Stena Graafovho folikula, na strane odvratene;j
od povrchu vajecnika, prominuje do dutiny folikula v podobe hrbolceka (cumulus
oophorus). Folikularne bunky, ktoré sa nachadzaju po obvode oocytu a priamo nasadaju
na zona pellucida st usporiadané lucovite, preto dostali pomenovanie corona radiata.

Pri ovulécii odchadzaju spolu s uvol'nenym vajickom (Massanyi, 1996).

1.1.2 Granulézne bunky
Poces folikulogenézy, dozrievania a uvolniovania oocytov je integrovany s produkciou

peptidov a steroidov bunkami granulézy (stratum granulosum) a téky (theca folliculi)
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a zavisly od pritomnosti gonadotropinov, folikulostimulaéného horménu (FSH)
a luteiniza¢ného horménu (LH), ¢o je vlastne kompletnd os hypotalamus — hypofyza-
pohlavné organy (Massanyi et al., 1999).

Theca folliculi interna je tvorena jednou az dvoma vrstavmi hypertrofovanych buniek
a je dobre vaskularizovana, zatial o stratum granulosum predstavuje viacvrstvovy
folikularny epitel tvoreny relativne malymi bunkami a bez vaskularizacie (Guraya, 1971).

Folikuldrne (granulézne) bunky stratum granulosum a bunky theca folliculi interna
vykazuju okrem iného aj doleziti vnutornt sekre¢n aktivitu. Syntetizuji a do tkanivového
a folikularneho moku vyluc¢uju folikularne hormony — estrogény (Guraya, 1971).

Produkcia estrogénov zavisi od vzajomnych vzt'ahov medzi bunkami granulozy a téky,
ktoré su selektivne citlivé na FSH a LH. Jednym z najzaujimavejSich problémov fyzioldgie
ovarii je mechanizmus zodpovedny za vyber toho folikulu, ktory mé postipit’ kone¢ny
proces dozrievania az do Stadia ovulacie. Pristupy k jeho objasiiovaniu sa v sicasnosti
zakladaji na koncepcii ,,dve bunky — dva gonadotropiny, ktorou sa vysvetl'uje tiez
mechanizmus biosyntézy estrogénov vo folikule. Ide o syntézu androgénov
v intersticialnych bunkéch téky, ktoru stimuluje LH (prvd bunka a prvy gonadotropin).
Vyluceny androstendion difunduje cez lamina basalis do folikularnej tekutiny a prenika
do granul6znych buniek, kde sa zneho tvori estradiol pdsobenim aromatazy, pric¢om
proces prebieha pod stimula¢nym U€inkom FSH (druhd bunka a druhy gonadotropin).
Prvym krokom pri vybere folikulov je pravdepodobne tento uc¢inok FSH. LH stimuluje
produckiu androstendiolu a testosterénu z cholesterolu tekalnymi bunkami. FSH stimuluje
bunky granulézy k aromatizacii androgénov produkovanych bunkami téky na estron
a estradiol (E;). Mechanizmus zavisi na rychlom zvySeni zastupenia E, vo vajecniku,

ktoré stimuluje mitézu buniek a zvySenie poc¢tu FSH receptorov (Massanyi et al., 1999).

1.1.3 Oogenéza

Proces vyvoja a rastu samicich pohlavnych buniek — gamét vo vaje¢niku oznacujeme
ako oogenéza (Soltner, 1989).

Oogenéza sa deli na obdobie mnoZenia, obdobie rastu a obdobie zrenia.

Zo zérodocného epitelu v obdobi mnozZenia vypucia do tkaniv vaje¢nika pruhy buniek,
z ktorych vznikaju vaje¢né vacky. Dochiadza k mnohonisobnému mitotickému deleniu
oogonii za pritomnosti 2 centriol umiestnenych na oboch poéloch deliaceho vretienka.
Po skonceni mitotickej proliferancie obe centrioly miznu a d’alej prebieha meiotické

delenie bez pritomnosti centriolov. Na konci obdobia mnozenia vstupuju oogonie
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do profazy 1. meiotického delenia a stavaji sa z nich primarne oocyty (oocyty I. radu).
(Malina, 2004; Kulisek et al., 2006).

Primérne oocyty vstupuju do rastovej fazy, ktord vedie k obrovskému zvécSeniu
oocytu. Pocas celej rastovej fazy je jadro primarneho oocytu v profdze I. meiotického
delenia (v diploténnom S§tadiu) a zostava viom az do puberty, kedy vyvoj oocytov
pokracuje (meiodza pokracuje az pred ovulaciou prislusného vajicka). Po celu dobu
je v bunke pritomny mitoticky aparat (deliace vretienko), ktory je zodpovedny
za bezchybny rozostup chromozoémov. Rastici oocyt primarneho folikulu syntetizuje velké
mnozstvo mRNA. Tato mRNA kédujuca proteiny zona pellucida je produkovana oocytom
a lezi na jeho cytoplazmatickej membréane. V obdobi rastu dochddza k vzniku primarnych
folikulov, k formovaniu zona pellucida a k pridaniu d’al§ich vrstiev folikuldrnych buniek

(http://genetika.wz.cz; Popesko et al., 1992; Massanyi et al., 1999).

V stadiu meidzy — zrenia prebichajii dve za sebou nasledujice delenia. Pri prvom
deleni vznikaju z oocytov I. radu dve nerovnako velké bunky. V jednej ostava vsetka
cytoplazma a jedno jadro s kompletnou sadou chromozémov — oocyt II. radu, druhu
bunku, oznacovani ako prvé polové teliesko, tvori jadro skompletnou sadou
chromozémov a nepatrné mnozstvo cytoplazmy. Oocyt II. radu nachadzajuci
sa v Graafovom folikule sa poCas ovulacie uvolni a dostava sa do lievika vajcovodu.
V pripade oplodnenia penetraciou spermie do oocytu II. radu pocas druhého meiotického
delenia sa oocyt rozdeli na dve nerovnaké bunky, ale uz s polovicnym poctom
chromozomov. Tak z oocytu II. radu vznika jedna bunka s velkym mnozstvom cytoplazmy
— zrelé vajicko a druhd s nepatrnym mnozstvom cytoplazmy — druhé polové teliesko.
Obidve polové telieska zanikaju pocas delenia embrya (Kliment et al.,, 1989; Soltner,

1989).

1.1.4  Struktira sami¢ej pohlavnej bunky

Vajicko (ovum, oocyt) je samiCia pohlavnd bunka, ktora sa vyvija a dozrieva
v sami¢om pohlavnom organe — vajecniku (ovarium).

Zatial’ &o spermie vacsiny Zivo&isnych druhov maji priblizne rovnakd dizku (asi 50
um), vajicka si znacne variabilné v priemere a objeme. Vajicko oSipanej ma asi
150 — 180 um (Wessels a Hopson, 1998).

Vajicko je tvorené jadrom, ktoré je nositelom genetickej informadcie, cytoplazmou

a vajickovymi obalmi.
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Jadro (nucleus) je velké asi 25 — 50 um. Je svetlé, mechurikovitého vzhladu,
chudobné na chromatin svelkym, okrahlym jadierkom. Je wulozené excentricky.
Okolo silnej jadrovej membrany sa vytvara zona cytoplazmy bez inkluzii (Kulisek et al.,
1996).

Cytoplazma vajicka obsahuje mitochondrie, endoplazmatické retikulum, Golgiho
aparéat, zitkové inkluzie, cytocentrum, vakuoly a v periférnych oblastiach cytoplazmy
pod plazmalemou sa nachadzaju zrniecka, tzv. kortikalne granuly. V cytoplazme sa d’alej
nachddzaju lipidy (najmid vo forme tukovych kvapiek), glykogén, mukopolysacharidy
a RNA. Zitkové inklazie st tvorené bielkovinami a lipidmi. St zdrojom energie pre vyvoj
zygoty, ale su aj substratom pre syntézu protoplazmy mnoziacich sa buniek zarodku.
Pri ich vzniku spolupdsobia Golgiho aparat a mitochondrie (Kulisek et al., 1996).

Cytoplazma vajicka je obalend tenkou Zitkovou blanou (membrana vitellina),
ktora predstavuje cytoplazmaticki membranu vajicka. Vytvara mikroklky vybiehajuce
k zona pellucida (Kulisek et al., 2006).

Zona pellucida predstavuje extracelularnu glykoproteinovli matrix, ktora obklopuje
oocyt askor§ie vyvinové $§tadid embrya a zohrdva doleziti tulohu v priebehu
folikulogenézy, ovulécie, oplodnenia vaji¢ka a transportu embrya (Wassarman et al., 1999;
Blackmore et al., 2004).

U vacsiny cicavcov sa zona pellucida sklada z 3 alebo 4 hlavnych receptorovych
proteinov (ZP), ktoré st produktom troch skupin génov — ZPA, ZPB, ZPC (Harris et al.,
1994).

Receptorovymi proteinmi su ZP1, ZP2 aZP3 proteiny. ZP1 protein sluzi
ako stavebna zloZzka membrany. Z hl'adiska oplodnenia maji najdolezitejSiu tlohu ZP2
a ZP3 proteiny. ZP3 je primarnym receptorom spermii a ZP2 je sekundarnym receptorom,
ktory viaze spermie po akrozémovej reakcii (Massanyi et al., 1999).

Na povrchu vajicka sa nachddza corona radiata, ktort tvori niekolko vrstiev
folilkularnych buniek, ktorych cytoplazmatické vybezky zasahuju cez zona pellucida
az k zltkovej membrane vajitka. Tieto folikularne bunky pochadzaji z ovulaéného
hrbol¢eka tercidrneho (mechurikovité¢ho, Graafovho) folikulu vajecnika (Kulisek et al.,

2006).

1.2 VoI'né radikaly

VoI'né radikaly maju v zivote organizmov velky vyznam. Su suc¢ast'ou imunitného
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systétmu aslizia organizmu pri nieni mikroorganizmov: virusov a baktérii.
Su tiez zapojené do tvorby hormoénov aenzymov, potrebujeme ich k tvorbe energie
a roznych latok nevyhnutnych pre organizmus (Zachar et al., 2004).

VoIné radikaly su atomy a molekuly sjednym alebo viacerymi nesparenymi
elektronmi v ich elektronovom obale. Si normélnou sucastou ZivociSneho a l'udského
metabolizmu (McCord, 2006).

Volné radikdly mo6Zzu vel'mi rychlo reagovat’ s biologicky vyznamnymi molekulami,
ako st lipidy, proteiny anukleové kyseliny, atak ich poSkodzovat’ primarne.
Pri tychto alebo vzijomnych reakcidch sa moézu tvorit produkty, napr. aldehydy,
ktoré potom sposobujii sekundarne poskodenia bunick a organizmov (Durackova et al.,
1999).

Nekontrolované vytvéaranie volnych radikdlov vedie k destrukcii buniek, tkaniv
aorganov. Preto je nevyhnutné poznanie vnutornych a vonkajSich zdrojov volnych
radikalov, ako aj vnatorného ochranného mechanizmu, ktorého tlohou je chranit’ bunky
proti toxickym ucinkom volnych radikalov (McCord, 2006).

Z chemického pohl'adu mézu vznikat’ nasledovnymi typmi reakcii:

a) homolyticky — rozpadom kovalentnej vézby vplyvom radidcie, ultrafialového
alebo ionizujuceho ziarenia, viditelného svetla v pritomnosti fotosenzorov, tepelnou
degradéciou organickych materidlov a podobne:

A:B—>A"+B’
b) oxidaciou latky A dochadza ku strate elektronu a vzniké radikal R":

A"+R—>A+R’
c¢) redukciou latky B dochadza ku vzniku radikalu B":

B+e —»B

V biologickych systémoch vznikaju radikdly najmé elektronovym prenosom (Muchova

et al., 2004).

1.2.1 Radikaly odvodené od kyslika (ROS)

Radikaly odvodené od kyslika (ROS) st nestabilné oxidované molekuly, ktoré sa tvoria
ako prechodné produkty a predstavuju triedu silnych oxidantov. ROS =zahfnaju
napr. superoxidovy radikal, peroxid vodika a hydroxylovy radikdl. Sa schopné
makromolekuly poSkodzovat’ Struktirne aj funkéne. Niektoré bunky vlastnia Specifické

mechanizmy produkujiuce ROS, ktoré su potrebné v nizkych koncentraciach pre rdzne
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bunkové funkcie. Aerdbne prostredie je stdlym zdrojom ROS priamo vin vivo
mechanizmoch ako si uvolifiovanie elektronov pocas biologickej oxidacie a fyzikalna
aktivacia kyslika externymi Cinitelmi - oZziarenie napr. UV Ziarenim slne¢ného svetla
(Halliwell, 1989; Agarwal a Allamaneni, 2004).

ROS su charakterizované ich schopnostou reagovat’ s inymi molekulami, s ktorymi
prichddzaji do kontaktu a oxidativne ich modifikovat. Modifikdcia modze mat
za nasledok Strukturdlne a funkéné zmeny a narus$it’ mnohé bunkové procesy. V zavislosti
na ich koncentracii v tkanivdich mézu mat’ pozitivne fyziologické vplyvy (napr. plnia
ulohu pri procese oplodnenia) alebo vyvolavat patologické poSkodenie bunkovych
komponentov vratane lipidov, proteinov a nukleovych kyselin (Sharma a Agarwal, 1996).

ROS zohravaji dolezita ulohu pri formovani Zltého telieska a steroidogenéze (Agarwal

et al., 2005a).

Hydroxylovy radikal (‘OH) sa tvori viacerymi metabolickymi cestami,

z ktorych najdélezitejsou je rozklad H,O, katalyzovany Fe**:

Fe?' + H,0, — Fe*" + OH™ + "OH

Hydroxylovy radikal patri medzi najtoxickejSie radikaly. Podstatou jeho cytotoxickosti
je silnd oxida¢na kapacita, ktord sa prejavuje v schopnosti vytrhnut' elektrén z molekul
najrozli¢nejSich zlucenin, ¢im vznika novy volny radikdl, ktory moZe oxidovat d’alSie

latky:

‘OH+R —-> OH "+ R" (Ferencik et al., 1997).

Hydroxylovy radikal reaguje s lipidmi, polypeptidmi, bielkovinami a DNA, zvlast

s tyminom a guaninom (Lee et al., 2004).

Singletovy kyslik ('O, ) je reaktivna forma kyslika, ktorda ma elektrony excitované
na vysSej energetickej hladine ako molekula normdalneho (zakladného) tripletového
kyslika. Ked sa tieto elektrony vracaji do zdkladného stavu, emituju svetlo
(chemiluminiscencia), ktoré moze mat’ antimikrébne a cytotoxické ucinky (Ferencik et al.,
1997).

Singletovy kyslik m6Ze vznikat’ pri reakcii superoxidu s hydroxylovym radikalom:
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0, +'0OH + H+—) 102 + H,0,

Reaguje najmid s nenasytenymi molekulami v mieste dvojitej vdzby a modze sa tak
spolupodiel'at’ na peroxidacii lipidov. Singletovy kyslik vznika aj pri reakcii chlérnanu
s peroxidom vodika, ¢o je dblezité v leukocytoch, v myeloperoxiddzovom mikrobicidnom
systéme. Singletovy kyslik je délezity vzhl'adom na jeho chemicku reaktivitu. Patri medzi
ucinné oxidanty nenasytenych lipidov, bielkovin, aminokyselin, cholesterolu a inych

biologicky aktivnych substratov, ¢o podmienuje jeho cyotoxickost’ (Muchova et al., 2004).

Superoxid (O,") je redukovand forma molekulového kyslika vytvorend prijatim
jedného elektronu. Superoxid je prvy volny radikdl vytvoreny mitochondridlnym
elektronovym transportnym systémom. Mitochondria vytvara energiu vyuZzitim
4 elektronovych retazovych reakcii redukujticich kyslik na vodu. Niektoré z elektronov
vznikajicich touto retazovou reakciou priamo reaguju s kyslikom a tvoria superoxid
(Harman, 2000).

V organizme v§ak moZe vznikat’ aj pri reakciach katalyzovanych enzymami. Prikladom
pozitivneho vzniku superoxidu je reakcia katalyzovand NADPH-oxid4zou v neutrofiloch.
Vzniknuty superoxid podmienuje cely rad naslednych reakcii, pricom vznikaju latky,

ktoré su sucast’ou mikrobicidnych systémov fagocytov:

NADPH-oxidaza
NADPH + O, » NADP ' +H" + 0,

Na druhej strane enzym xantinoxidaza katalyzuje vznik superoxidu vo zvySenej miere
v bunkéch napr. pri ischemicko-reperfuznych stavoch, ¢o je negativnym prikladom tvorby

superoxidu:

xantinoxidaza

xantin + O, » kyselina mocova + H,O, + O, (Muchova et al., 2004).

Superoxid zohrava délezitt ulohu aj pri tvorbe inych volnych radikéalov, ako su peroxid
vodika, hydroxylovy anion a singletovy kyslik. Superoxid moéze reagovat s oxidom
dusnatym (NO") a vytvorit’ ve'mi toxicky peroxonitritovy anion (ONOQO™) (Halliwell,
1997).
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Superoxidovy radikal moze iniciovat’ lipoperoxidaciu, oxidacné poSkodenie proteinov,
poskodenie DNA, ktoré mozu viest’ k poruche funkcie a ¢innosti buniek a k smrti buniek

apoptozou alebo nekrézou (McCord a Edeas, 2005).

Peroxid vodika (H,O;) mdze byt vytvoreny pocas dismutacie zo superoxidového
aniéonu pomocou superoxiddismutdzy. Tiez enzymy ako si aminoacidoxiddza
a xantinoxiddza produkuji peroxid vodika zo superoxidového anionu. Peroxid vodika
velmi Tlahko prechddza cez membrany. Je najmenej reaktivnou molekulou
spomedzi vsetkych radikdlov odvodenych od kyslika a je stabilny pri fyziologickom pH
a teplote za nepritomnosti 16nov kovov (Lee et al., 2004).

Peroxid vodika modze byt substrdtom pre vznik volnych radikdlov. H,O, je slabé
oxidacné Cinidlo, ale moze oxidovat’ tiolové (-SH-) skupiny proteinov, kedy oxidaciou
Specifickych tiolovych skupin proteinov spusta vnutrobunkové metabolické pochody.
Pri¢inou toxického ucinku peroxidu vodika je tvorba hydroxylového radikalu, ktory vznika

Haberovou-Weissovou reakciou:

02'_ + HzOz —> 02 +'OH+OH "™

Reakcia je velmi rychla, ak je katalyzovana napr. iénmi Fe’" alebo Cu” (Muchov4 et al.,

2004).

1.2.2 Radikaly odvodené od dusika (RNS)

Radikély odvodené od dusika (RNS) zohravajua tiez dolezita ulohu v oxidativnom strese
a apoptdze (Chen et al., 2003).

St spajané s astmou, ischemickym/reperfuznym posSkodenim, septickym Sokom
a ateroskler6zou. K RNS patria napr. oxid dusnaty, dioxid dusnaty a peroxonitrit (Agarwal

et al., 2005b).

Oxid dusnaty (NO) je vysoko reaktivny volny radikal, ktory poSkodzuje proteiny,
lipidy, uhl'ovodiky a nukleotidy a spolu s inymi zdpalovymi mediadtormi poskodzuje bunky
a tkaniva (Agarwal et al., 2005b).

Oxid dusnaty (NO) patri medzi zékladné signalne molekuly, pomocou

ktorych je regulovand medzibunkova komunikéacia a bunkové funkcie. NO je labilna
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zlucenina, ktord velmi rychlo reaguje shemoglobinom, myoglobinom, kyslikom
alebo superoxidom.

Pri neenzymovych reakciach s kyslikom vo vodnom prostredi vznikaju d’alSie oxidy
dusika, dusitany a dusi¢nany:

2NO +0; — 2 NO;

2 NO, — N,O4+ H,O — NO,” + NO;~+ 2H"

NO + NO; — N,O3 + H,O — 2NO,” + 2H'

Nésledné¢ reakcie tychto zlic¢enin so sekundarnymi aminmi sposobuji vznik
kancerogénnych nitr6zoaminov (Muchova et al., 2004).

NO je syntetizovany pocas enzymatickej premeny L-argininu na L-citrulin posobenim
enzymu NO-syntazy. Su tri typy izoenzymov NO-syntdzy: endotelovd NO-syntaza
(NO-syntaza 3), neurénova NO-syntdza (NO-syntdza 1) a induktivnha NO-syntaza
(NO-syntaza 2). Neurénova NO-syntdza a endotelovd NO-syntaza su konstitutivne
NO-syntazy a su zodpovedné za nepretrzité bazalne uvolnovanie oxidu dusnatého.
Induktivnha NO-syntdza je pritomna v mononukledrnych fagocytoch (monocyty
a makrofagy) a produkuje vel’ké mmnoZstvo oxidu dusnatého. To je vyjadrené v odpovedi
na prezapalové cytokiny a lipopolysacharidy. Induktivha NO-syntdza je aktivovana
cytokinmi ako je IL-1, TNF-a a lipopolysacharidmi (Agarwal et al., 2005b).

Ked’ze oxid dusnaty sposobuje spomalenie starnutia oocytov, jeho pridavok moze byt
pouzity k prevencii starnutia oocytov, napr. pri ART a kmenovych bunkich skimanych

pre zvySenie plodnosti (Goud et al., 2005a).

Patologicky najvyznamnejSia je reakcia NO so superoxidom, pricom vznika toxicky
peroxonitrit:

NO" + O, - OONO™

Fyziologické podmienky (pH 7,0) nie st pre vznik peroxonitritu vyhodné vzhl'adom
k nizkej koncentracii NO’ a superoxidu, avSak pri intenzivnej syntéze NO™ a O,"” mdze
koncentracia peroxonitritu dosiahnut’ vyznamni mikromoldrnu hladinu. NO® je jedina
biologickd molekula produkovand v koncentracii postacujucej ku kompeticii o superoxid

so superoxiddismutazou. Peroxonitrit je oxidaénym ¢inidlom (Stipek et al., 2000).
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Za fyziologickych podmienok sa protonovany peroxonitrit ako kyselina peroxidusita

rozklada na hydroxylovy radikal a oxid dusicity (tiezZ vol'ny radikal):

OONO™ + H"— HOONO — HO® + NO,”

Peroxonitrit (skor nez NO®) je in vivo zodpovedny za nitraciu a hydroxylaciu
aminokyseliny  tyrozinu. Tranzitné kovy vratane kovov aktivnych centier
superoxiddizmutdzy a myeloperoxiddzy katalyzuji jeho heterolytické Stiepenie
na hydroxidovy anioén a nitroniovy katidon, ktorému je pripisovand schopnost’ napadnut’

fenolové zluceniny a in vivo v proteinoch menit’ napr. tyrozin na 3-nitrotyrozin:

HOONO — NO," + OH ~ (Beckman a Koppenol, 1996).

1.2.3 Radikaly odvodené od organickych zlic¢enin
Je vela organickych latok, ktoré moézu mat’ volny nespareny elektron. Nespareny
elektron moze byt asociovany s viacerymi atoémami. Napriklad tioly v pritomnosti idnov
prechodnych prvkov sa oxiduji na alkylsulfanylovy radikal (RS"). Je to radikal siry,
ktory ma zna¢nu reaktivnost’. V pritomnosti kyslika mdze tvorit’ alkyltioperolovy radikal
(RSOy"), ale aj oxidovat’ d’alSie latky za tvorby inych radikalov (Muchova et al., 2004).
Radikaly s nesparenym elektronom na uhliku vznikaju tak v Zivotnom prostredi,
ako aj vmnohych biologickych systémoch. Napriklad v priebehu metabolizmu
tetrachlormetanu v mikrozomoch  pecene  vznikd  trichlormetylovy  radikal,
ktory v pritomnosti kyslika tvori trichlormetylperoxylovy radikal ('O,CCl;).
St zname aj radikaly s nesparenym elektronom na dusiku, napr. fenyldiazinovy radikal

sa tvori v priebehu oxidacie fenylhydrazinu v erytrocytoch (Muchova et al., 2004).

1.3  Oxidativny stres

Reaktivne metabolity kyslika sposobuju poskodenie biologicky vyznamnych molekul
prevazne tym, ze ich oxiduju. VSeobecne sa preto volaji prooxidanty. Pre aerdbny Zivot
je charakteristickd neustala tvorba prooxidantov vyvazena ich spotrebou bud’ v niektorych
fyziologickych procesoch, napr. pri usmrteni mikréobov pri fagocytéze, alebo ich
elimindciou ochrannymi systémami. Zachovanie integrity bunky ajej fyziologickych

funkcii vyZaduje rovnovahu systémov prooxidant - antioxidant (Jaku§ a Lopuchova, 1999).
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Pokial’ prevladnu ROS alebo sa spomali ich odstraniovanie, porusi sa oxidoredukcna
rovnovaha, ROS patologicky oxidujii biomolekuly anaruSia metabolizmus buniek
(Kalousova et al., 2006).

Vtedy nastava oxidativny stres (OS), pri ktorom su bunky vystavené nadmernému
mnozstvu reaktivnych foriem kyslika (ROS) ako doésledok nerovnovahy medzi
prooxidantami a antioxidacnymi ochrannymi mechanizmami (Zalba et al., 2000).

Hibka poskodenia oxidaénym stresom zavisi od viacerych faktorov. Je to jednak druh
poskodzovanej molekuly (proteiny, lipidy, nukleové kyseliny), mechanizmus,
akym sa poskodzovanie uskutocnuje (chémia fentonového typu, indukcia urcitym lieckom
alebo xenobiotikom, aktivacia enzymov, napr. NO-syntdzy, xantinoxiddzy) a typ
oxidaéného stresu (Durackova et al., 1999).

K oxidativnemu poskodeniu mdze dochadzat’ na trovni biomolekul (DNA, lipidy,

proteiny), enzymov a bunkovej signalizacie.

1.3.1 PosSkodenie nukleovych kyselin vo’'nymi radikalmi

Poskodenie DNA sa mdze uskutocnit’ na purinovej alebo pyrimidinovej heterocyklicke;j
zasade, alebo na sacharidovej jednotke. Oxidacia dusikovych zasad je pri¢inou mutécii
a oxidacné poskodenie deoxyribdézy moze indukovat’ Stiepenie bud’ jedného alebo oboch
retazcov dvojzavitnice DNA, pricom vznikaju tzv. zlomy (Muchova et al., 2004).

Za poskodenie dusikovych zasad aj deoxyribdzy je zodpovedny najmid hydroxylovy
radikal, ktory je schopny eliminovat’ atdm H z deoxyribdzy a aj sa adovat’ na dusikové
zasady. NajcitlivejSie miesto na oxida¢ny u€¢inok hydroxylového radikalu st Cs - C¢ dvojité
vizby na pyrimidinoch a C,4, Cs a Cg purinov, kde "OH vytrhava elektron a nie atom H.
Superoxid a peroxid vodika sa pravdepodobne priamo nezucastiiuju na Stiepeni DNA.
Mozu posobit’ sekunddrne ako medziprodukty pri tvorbe hydroxylového radikéalu
(Muchova et al., 2004).

Mitochondria aj jadro maji svoju vlastni DNA. Mitochondrie st prvym miestom
ovplyvnenym pritomnostou ROS vyvoldvajicich poskodenie. Uvoltiuju velké mnozstvo
ROS do okolitého prostredia a maju za nasledok zastavenie bunkového cyklu a bunkovi
smrt. Mitochondrialna DNA (mtDNA) je ovela citlivejSia na oxidativne poskodenie
ako jadrova DNA kvoli nedostatku ochrannych proteinov, histonov a kvoéli tesnej polohe

reaktivnych druhov kyslika k produktivnym systémom (Lee et al., 2004).
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Taktiez jadrova DNA modze byt posSkodzovana radikdlovym mechanizmom, ¢im
dochadza k chybnému parovaniu baz pri replikédcii DNA a zavedeniu chyby do geneticke;j
informécie (napr. zdmena paru GC za AT s naslednou transverziou GC na TA) (Kroncke
et al., 1997; Stipek et al., 2000).

Citlivost DNA na oxidativne poSkodenie je indikovand pritomnostou oxidativne
modifikovanych latok ako napr. 8-hydroxy-2-deoxyguanozin, ktory moze byt pouzity
ako biomarker pre urCenie rozsahu poskodenia DNA vyvolaného ROS (Agarwal
a Allamaneni, 2004).

Poskodenie DNA spOsobuje mutacie a zmeny v génovej expresii. Pritomnost’ vel’kého
poctu bodovej mutacie mtDNA a preSmykovanie moze zavazne znizit schopnost
mitochondrii tvorit ATP a tak =zrelé oocyty obsahuji menSie mnozstvo ATP.

I

zmeny, ktoré vedu k nizkej kvalite oocytov (Choi et al., 2007).

1.3.2 Oxida¢né poskodenie bunkovych membran lipoperoxidaciou

Pod peroxidaciou lipidov sa rozumie oxida¢né poskodenie polynasytenych vysSich
karboxylovych kyselin (VNKK), ktoré su zlozkou membranovych fosfolipidov.
Cim je vyssia karboxylova kyselina (VKK) viac nenasytena, tym je citlivej$ia na oxidaéné
poskodenie. VNKK len sjednou dvojitou vidzbou (napr. kyselina olejova)
sa lipoperoxidaciou takmer neposkodzuji. Vhodnymi substratmi na oxidacné poskodenie
su kyseliny s dvoma a viacerymi dvojitymi vizbami (Muchova et al., 2004).

Porucha mastnych kyselin mé za nasledok tvorbu rozli¢énych oxida¢ne modifikovanych
produktov, ktoré su toxické pre bunky a ktoré si nakoniec premenené na stabilné kone¢né
produkty. Lipoperoxidaciou sa tvoria lipidové peroxidy, ktoré¢ sa mézu rozlozit’ na vysoko
cytotoxické produkty ako su aldehydové a alkoxylové radikdly. Peroxiddcia mastnych
kyselin vedie k strate membranovej fluidity, permeability a integrity, redukcii aktivity
membranovych enzymov a iénovych kandlov. Tieto procesy su povazované
za patobiochemické mechanizmy spojené s iniciacnou alebo pokrocilou fazou roéznych
chordéb. V dosledku toho, normalne bunkové mechanizmy, ktoré su potrebné
pre oplodnenie, su inhibované (Valenzuela et al., 2003; Agarwal a Allamaneni, 2004).

Lipoperoxidacia mitochondriovej membrany sposobi napucanie az lyzu mitochondrie.
Narusenie mitochondriovej membrany mdze viest k poskodeniu dychacieho retazca

a znizeniu tvorby energie vo forme ATP. To ma vaZzne patologické nésledky a moze viest’
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az k bunkovej smrti (Jakus$ a Lopuchova, 1999).

Lipoperoxidaciu moézu spdsobit’ aj kovy - ortut, kadmium, olovo, vanad a cin (Jaku§
a Lopuchova, 1999).

Peroxidacia lipidov zacina u¢inkom akéhokol'vek faktora, ktory ma dostato¢nu
schopnost’ odobrat’ vodikovy atom z metylénovej skupiny (-CH,-) nenasytené¢ho lipidu
(LH) za tvorby lipidového radikalu (L") (inicidcia). M6Ze to byt napr. hydroxylovy radikal
("OH), peroxylovy radikal (ROQO") alebo alkoxylovy radikal (RO"). V molekule lipidového
radikdlu sa preskupia dvojité vézby avznikne radikédl s konjungovanymi dvojitymi
viazbami. Takyto radikdl velmi rychle reaguje s kyslikom za tvorby lipoperoxylového
radikalu (LOO"). Tento je schopny reagovat s d’alSou molekulou lipidu (LH) a tvoria
sa d’alSie radikaly (L°), ¢im nastdva vetvenie (propagacia) reakcie. Z povodnej VNKK
vznikd lipoperoxid (hydroperoxid) (LOOH). Nasleduje sekundarna inicidcia reakcie,
ktora spustaju lipidové radikaly, ktoré vznikli z hydroperoxidov. Ukoncenie (terminacia)
reakcii nastdva vziajomnou rekombinéciou lipidovych radikdlov alebo ich reakciou
s inhibitormi (antioxidantmi) (Muchova et al., 2004).

Lipidové hydroperoxidy sa povazujii za primarne produkty peroxidécie lipidov.
Nie su vSak stile anajmid v pritomnosti i6nov prechodnych kovov (Cu, Fe) sa mozu
rozkladat. Vznikaji sekundarne produkty peroxidacie lipidov, mnohé biologicky aktivne
latky. Viaceré znich sa vyuZivaji ako markery lipoperoxidacie. Su to napriklad
malondialdehyd (MDA, HOC-CH,-COH), 4-hydroxynonenal (HNE) a iné¢ (Muchova
et al., 2004).

Malondialdehyd je genotoxickd latka, ktora spoOsobuje zosietovanie (crosslink)
a polymerizaciu proteinov a nukleotidov vediicu k mutdcidm s naslednou karcinogenitou.
Jeho toxicita vyplyva zreaktivity s biologickymi nukleofilmi, ako st aminokyseliny
a tioly. Zosietovanie a polymerizacia sucasti bunkovych membran meni ich vlastnosti,
ako napr. zniZzenie membranového potencialu so zmenenou priepustnostou pre idny

a organické zluceniny (Jaku§ a Lopuchova, 1999).

1.3.3 Oxida¢né poSkodenie proteinov

Oxida¢né poskodenie proteinov in vivo méze ovplyvnit funkciu receptorov, enzymov,
transportnych proteinov, pripadne tvorbu novych antigénov, ktoré moézu vyvolavat réznu

imunitnt odpoved’ (Durackova et al., 1999).
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V proteinoch sa oxiduji sulfohydrylové skupiny, aminoskupiny a hydroxyluji
sa benzénové jadra — meni sa ich konformécia a funkcia, agreguju sa, sietuju a reagujii
so zelezom. Meni sa aktivita enzymov a ionovych pump. Do buniek vnikaji vapenaté i6ny
(Kalousova et al., 2006).

Zmenené funkéné skupiny aminokyselin mozu vytvarat’ medzi sebou alebo s inymi
latkami (napr. aldehydmi alebo hydroxyaldehydmi) krizové vizby, ¢im sa celkom meni
povodna podstata proteinu (Muchovi et al., 2004).

Na charakterizovanie oxida¢ného poskodenia proteinov sa pouziva stanovenie
karbonylovych skupin, ktoré vznikaji reakciou oxidantov, napr. hydroxylovych radikalov,
s boénymi retazcami aminokyselin, napr. lyzinovymi alebo prolinovymi jednotkami.
Tieto karbonylové proteiny si primarne produkty poSkodenia proteinov a st schopné
poskodzovat' d’alSie molekuly. St zname dva mechanizmy ich ucinku — oxidaény
aredukény. Oxidaénym pdsobenim karbonylovych skupin vznikaji hydroxyperoxidy
proteinov. Na ich redukciu sa v bunke vyCerpavaju vyznamné reduktanty ako je kyselina
askorbova a glutation. Pri  redukénom mechanizme pdsobi poskodeny protein
ako reduktant, redukuje iény kovov na prooxidatni formu (Fe’* — Fe®). V oboch
pripadoch dochadza k zvySovaniu oxida¢ného stresu v bunkach (Muchova et al., 2004).

4-hydroxy-2-nonenal z oxidacie lipidov moZe reagovat s bielkovinovymi zvyskami
lyzinu, histidinu acysteinu. Malondialdehyd zlipidovej oxidicie reaguje
s aminoskupinami bielkovin. Radikal NO’, ktory je vnutrobunkovy posol nervového,
imunitného a kardiovaskularneho systému, je syntetizovany z L-argininu za tcasti
NO-syntetazy v mitochondridch a zapri¢iftuje oxidaciu proteinov. Peroxonitritom
(ONOO") indukované proteinové modifikacie zahiiaju oxidaciu —SH skupiny metioninu,
cysteinu, tryptofanu  alebo  tyrozinu  aproteinovi  nitriticiu  tyrozinovych
alebo tryptofanovych zvyskov. Oxiddcia proteinov sposobuje zmeny signalu
transduk¢nych mechanizmov, transportnych systémov, enzymovych aktivit, aterosklerozu
a stavy po reperfuzii ischémie (Berlett a Stadtman, 1997).

ROS zapricinuju lipoperoxidaciu polynenasytenych mastnych kyselin v biologickych
membranach a v désledku toho nastdvaji zmeny v aktivite membranovych enzymov
a ionovych kandlov, poruchy transportnych membranovych funkcii a zmeny molekuldrnej
bunkovej signalizacie a mézu sa tym ovplyvnit’ normdlne bunkové mechanizmy potrebné
pre oplodnenie (Stipek et al., 2000; Gupta et al., 2009).

"OH meni aktivitu enzymov tym, ze uvoliuje Zelezo z enzymovych centier Fe/S

(napr. akonitaza, ferochelatdza). Tiez NO® sa viaze na Zelezo v aktivnych centrach
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mnohych enzymov, ktoré tak inaktivuje (kataldza, cytochrom P-450, enzymy s Fe/S-
komlexami). Ribonukleotidreduktiza premienia ribonukleotidy na deoxyribonukleotidy
aje nevyhnutnd pre syntézu DNA. NO" tento enzym inaktivuje tym, Ze nitruje tyrozin

v aktivnom centre enzymu (Beckman a Koppenol, 1996; Kroncke et al., 1997).

1.4 Olovo

Olovo je najrozSirenejSie ztazkych kovov. Vyskytuje sa vpode, vodach
1 v atmosférickych komponentoch biosféry. Predpokladd sa, ze v oblastiach doteraz
nekontaminovanych ludskou c&innostou by nemala koncentracia olova v ovzdusi
presiahnut’ 1 ng.m> (Kovagik et al., 2000).

Hlavné zdroje olova su prach, voda, kozmetika, prirodné lie¢iva a potrava (Lockitch,
1993).

Anorganické olovo je najrozsiahlejSie preStudované zo vSetkych toxickych agensov
(Nordberg et al., 2007).

NajdolezitejSou organickou zliceninou olova su tetraetyl a tetrametyl olovo,
ktoré sa pouzivali v enormnych mnoZzstvach v petrochemickom priemysle. Tieto zlic¢eniny
su l'ahko absorbované prostrednictvom inhalacie a cez pokozku a mozu zapri€init’ akitnu

encefalopatiu (Nordberg et al., 2007).

Fyzikalna a chemicka charakteristika olova

Hustota olova je 11,3g.cm™. Olovo je tazko rozpustné vo vode, ale dobre rozpustné
v kyseline dusicnej a koncentrovanej kyseline sirovej. VicSina olovnatych soli je tazko
rozpustna (napr. sirany alebo oxidy zlu¢enin olova), ale vynimky su napr. nitraty,
chlore¢nany a do urCitej miery aj sulfaty achloridy olova. Niektoré soli olova
s organickymi kyselina st nerozpustné (napr. Stavelan olovnaty) (Nordberg et al., 2007).

Olovo ma elektrické vlastnosti davajuce mu schopnost’ napodobnit’ zinok a vapnik, iony
dolezit¢ pre biologické systémy. Na stupnici medzi silnymi aslabymi kyselina
je povazované za stredne silni kyselinu. Ma schopnost’ viazat’ rozdielne donory atémov

(napr. kyslik, dusik, siru a forfor) (Nordberg et al., 2007).
Toxicita olova

Toxické vplyvy olova sa mozu prejavit’ v centralnej a periférnej nervovej sustave, krvi

(vratane inhibicie syntézy hému, ktora tiez ovplyviuje ostatné bunky), v oblickach
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a kardiovaskularnom, endokrinnom a imunitnom systéme, gastrointestindlnom trakte,
tiez pri samicej a samcej reprodukeii (kvalita oocytov a spermii) (Nordberg et al., 2007).

Olovo sa do organizmu dostava hlavne cez traviaci trakt a inhalaciou. Vstrebané olovo
sa portalnym obehom dostdva do peCene, z ktorej sa hlavnym krvnym obehom dostadva
do celého tela. Cast’ sa uklad4 do oblic¢iek, Gast’ sa modom vyliéi von z tela. Predpoklada
sa 1jeho prechod do mlieka a mélo i do slin (Kovacik et al., 2000).

Olovo sa akumuluje v kostre a zuboch, kde moézZe byt zistené in vivo metddami,
ktoré odzrkadl'uji jeho dlhodobu absorpciu. Olovo je tiez distribuované do vajecnikov
(Nordberg et al., 2007).

Vstrebavanie olova vyznamne ovplyviiuju fyzikalno-chemické vlastnosti kovu a jeho
zlucenin, fyziologicky stav organizmu ako celku ako aj stav organov, ktoré su vstupnou
branou pre olovo a d’alSie fatory ako su vek a pohlavie (Kovacik et al., 2000).

U pohlavne dospelych samic, granuléozne bunky maju oba FSH aj LH receptory,
ktoré su maximalne exprimované na povrchu bunkovej membrany pocas skorej a neskore;j
proestralnej fazy ovaridlneho cyklu. Porusenie vdzbovych aktivit receptorov by mohlo
odzrkadlovat zmeny v samicej fyzioldgii vplyvom kontaminacie z prostredia. Olovo
moéze ovplyviovat' naviazanie FSH a LH vo vaje¢nikoch a pokles hladiny gonadovych
steroidov. Olovo zapri¢ifluje vyznamnu redukciu vo vdzbe gonadotropinu, ktory meni
steroidogénnu enzymov aktivitu granuléznych buniek. Tieto zmeny preukdzali pozitivnu

koleraciu so zmenami membrany granul6znych buniek (Nampoothiri a Gupta, 2006).

1.5 Vplyv oxidativneho stresu na reproduk¢éné funkcie samic

Pochopenie tlohy oxidativneho stresu v tkanivach samicej pohlavnej ststave je stale
vrannom Stadiu. ROS aantioxidanty boli objavené v folikularnej tekutine,
vo vajcovodovej tekutine, v oocytoch a embryach (Agarwal a Allamaneni, 2006).

Oxidativny stres zohrdva vyznamnu Glohu v mnoZstve samicich reprodukénych chordb
a stratégie na prekonanie ich Skodlivych G¢inkov na samiciu reprodukénu sustavu mozu
pomoct’ pri prevencii alebo riadeni reprodukénej patoldgie. OS moéze byt zodpovedné
za pokles mnozstva folikulov, za pokles kvality a poSkodenie oocytov (Tarin, 1996; Gupta

et al., 2009).

1.5.1 Oxidativny stres a poSkodenie oocytov

Oocyty mozu byt poskodené oxidativnym stresom vo folikularnom prostredi pocas ich
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dlhodobého zotrvania vo vajec¢niku alebo v dosledku ustupujucej zasoby kyslika (Goud et
al., 2004; Goud et al., 2005b).

Poskodenie oocytov zahfna zoslabenie dynamiky ooplazmatickych mikrotubtil (OMD),
predCasné uvol'nenie kortikalnych grantl (CG) a spevnenie zona pellucida (ZP) s narastom

¢asu rozpadu ZP (ZPDT) (Goud et al., 2004).

1.5.2 Oxidativny stres a funkcia vaje¢nikov

Volné radikaly zohravaju vyznamna ulohu vo fyziologickych procesoch
vo vajecnikoch. Mnohé §tadie dokazali angaZovanost ROS vo folikuldarnom tekutine,
pri folikulogenéze a steroidogenéze (Agarwal et al., 2006).

Oxidativny stres vplyva na zIté teliesko a steroidogenézu in vitro a in vivo. Zistilo sa,
ze pocas luteogenézy je expresia Cu/Zn SOD v rovnovahe s tvorbou progesteronu.
Expresia mRNA Cu/Zn SOD v Zltom teliesku pocas tehotenstva bola ovela vysSia
ako v strede cyklu zItého telieska. Tento faktor zvySujici expresiu SOD pocas tehotenstva
zapriCinil zvysenie koncentracie humanneho choriového gonadotropinu (hCG) a moze byt
pri¢inou apoptozy zltého telieska. Podobne antioxida¢né enzymy glutationperoxidaza
a MnSOD st povaZzované za markery pre zrenie cytoplazmy a su zistené len v metafaze II.
oocytov. Znizeny vyvojovy potencial oocytov zo slabo prekrvenych folikulov moze byt
tiez prisudzovany intrafolikularnemu okysli¢eniu (Agarwal et al., 2006).

Zvysena inzulinova rezistencia a hyperhomocysteinémia moze byt pri¢inou
oxidativneho stresu pacientiek so syndrémom polycystickych vajenikov. Rosiglitazon
znizuje zvysSenu koncentaciu malondialdehydu (MDA) a zvySuje pritomnost’ antioxidantov
u zien so syndromom polycystickych vajecnikov. Znizena iroven antioxidantov a zvysena
uroven oxidativneho stresu prispievaju k zvySenej kardiovaskularnej chorobnosti tychto

pacientiek (Agarwal a Gupta, 2000).

1.6 Mechanizmy protektivity vo€i u¢inku vol’nych radikalov
V priebehu evoluéného vyvoja sa vyvinuli urcité antioxidaéné mechanizmy, ktorymi

sa bunka brani proti poskodeniu spésobenému nekontrolovanym oxida¢nym procesom.
Antioxidaény ochranny systém je tvoreny antioxidantami, teda latkami,

ktoré su schopné v relativne nizkej koncentracii sttazit sinymi oxidovatel'nymi

biomolekulami, a tak vyznamne spomalit’ alebo inhibovat’ oxidéciu tychto substratov.
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Su to:

nizkomolekulové neenzymové latky, najméd tokoferol (vitamin E), karotén,
kyselina askorbova (vitamin C) a glutation

enzymy, ktoré menia reaktivne formy kyslika a dusika na menej reaktivne produkty
bunkové a biochemické ochranné systémy, odstrafiujuce nebezpecné oxidacne

poskodené Struktary z organizmu (Kalousova et al., 2006).

Antioxidac¢né ochranné mechanizmy sa rozdel'uji do Styroch kategorii:

1.

1.6.1

Kompartmentalizicia — predstavuje eliminaciu volnych i6nov kovov
(Fe alebo Cu) roznymi chelataénymi latkami (napr. feritin, albumin, deferoxamin),
prave tak ako bunkovu a tkanivovo Specificku distribuciu antioxidantov.
Detoxikacia oxidovanych molekul (radikély, peroxidy) - je zabezpecena enzymami
a nizkomolekulovymi antioxidantami. Chrdnia bunku pred vedlajsim u¢inkom
fyziologického metabolizmu tym, Ze brania inicidcii a vetveniu retazovej reakcie
volnych radikalov. Tieto antioxidanty moéZeme rozdelit podla mechanizmu
eliminécie na:

- vychytavade (scavengery) — napr. SOD vychytd O, a premeni ho

na neradikalové molekuly O, a H,O
- lapace (trapingy) — napr. vitamin E vychyta ‘OH a premeni ho
na relativne stabilny radikal

- zhasacde (quenchery) — napr. karotén zhasa singletovy kyslik
Opravné mechanizmy - ich funkciou je zabezpecit' eliminaciu vysledkov zatial
reverzibilnej modifikacie. Velky vyznam maju enzymy, ktoré su schopné
redukovat’ oxidované zluceniny a obnovit’ ich funkciu, ako napr. glutationreduktaza
a methemoglobinreduktaza.
Proteolytické systémy st zodpovedné za degradaciu denaturovanych, potencialne
toxickych proteinov a peptidov, a tym za ich opdtovné vyuzitie (utilizaciu). Lyza
peroxidov membranovych lipidov fosfolipAzou A, =zabranuje ich ucasti
v pokraCovani retazovych reakcii. Patria sem aj reparacné enzymy na opravu

oxidacne poskodenej DNA (Muchova et al., 2004).

Nizkomolekulové endogénne antioxidanty

Nizkomolekulové antioxidanty (askorbat, tokoferoly, karotenoidy, koenzym Q, tioly
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a disulfidy, kyselina lipova, urat, bilirubin, flavonoidy) poskytuju svoj elektréon reaktivnym
formam kyslika, tym ich inaktivujii a sami sa zmenia na relativne neskodné zluceniny
(tokoferolovy radikal, dehydroaskorbat, disulfid). Takto zmenené antioxidanty sa casto
regeneruju na povodnu formu redukciou, dodanim elektronov z zivin prostrednictvom

glutationreduktézy alebo inymi redukénymi reakciami (Kalousova et al., 2006).

Kyselina askorbova (vitamin C) ma mnohonasobné antioxida¢né vlastnosti.
Antioxidacnd schopnost’ askorbatu suvisi s rychlostou jeho reakcie s mnohymi RMO
(hlavne peroxidovym radikdlom), atiez stym, ze semidehydroaskorbatovy radikal
je slabo reaktivny. V podmienkach in vivo prebieha redukcia semidehydroaskorbatového

radikdlu spét’ na askorbat uc¢inkom enzymovych systémov:

a) NADH-semidehydroaskorbatreduktaza katalyzuje reakciu:

semidehydroaskorbat + NADH — askorbat + NAD"

b) Dehydroaskorbatreduktaza katalyzuje reakciu:

semidehydroaskorbat + 2 GSH — askorbat + GSSG (Muchova et al., 2004).

Antioxida¢nd funkcia vitaminu C spo¢iva v redukcii organickych radikalov,
ktoré vznikaju pri ionizatnom ziareni, lapani radikalov O,, OH, R, HO,, NO, v regeneracii
vitaminu E a radikalu kyseliny mocovej a ochrane pred radikdlmi v cigaretovom dyme

(Zachar et al., 2004).

Vitamin E je skupina 6smich izomérov, z nich biologicky najucinnejsi je a-tokoferol.
Je antioxida¢nou latkou membran, pretoze jeho izoprénova Struktira je lipofilna.
Pri peroxidécii lipidov premietia alkylperoxylové radikaly LOO® na hydroperoxidy,
s ktorymi si poradi glutationperoxidaza (GPx). ZneSkodni tak peroxylové radikaly
mastnych kyselin skor, nez mézu atakovat’ susedné ,,zdravé* lipidy. Tokoferol sa pritom
meni na tokoferylovy radikal, ktory je stabilnejsi ako latky, s ktorymi tokoferol reaguje.
Askorbat aspon z cCasti tokoferolovy radikal redukuje spidt’ na tokoferol. Popisany
antioxidaény cyklus tokoferolu tlmi propagaciu radikalovych reakcii v lipidoch membran

a lipoproteinov (LDL, VLDL, HDL) (Stipek et al., 2000).
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Flavonoidy predstavuju rozsiahlu skupinu prirodnych rastlinnych metabolitov,
ktoré sa nachddzaju v zelenine, ovoci, vine, orechoch, obili, v peli a v pletivach kvetov.
Ich Struktira je vyhodnd pre tvorbu chinoidnych Struktir apre jednoelektronové
oxidoredukcie. Na bunky pdsobia antikarcinogénne, protizdpalovo a zasahuju
do bunkového signalneho systému. Flavonoidy chelatujo zelezo atiez tymto

mechanizmom tlmia oxidacny stres v tkanivach (Valenzuela et al., 2003).

Glutation (GSH) je dalSim dolezitym nizkomolekulovym antioxidantom,
ktory je substritom pre niektoré antioxidaéné enzymy a zaroven je ,radikalovym
quencherom* v bunkéch — vychytava vol'né radikaly a RMO — reaguje s peroxidom vodika
za vzniku oxidovaného glutatiénu. Dolezita je jeho tloha pri regeneracii tokoferolového
a askorbatového radikalu in vivo (Muchova et al., 2004).

Glutatiéon je pritomny v oocytoch a vajcovodovej tekutine a ma doélezita ulohu

v zlepSovani vyvoja zygoty a nasledne v Stadiu moruly a blastuly (Agarwal et al., 2005b).

Karotenoidy su skupinou tetraterpénov. Hlavna Struktirna kostra karotenoidov
sa skladd zizoprénovych jednotiek. Rozdeluju sa na dve triedy: karotény a xantofily.
Karotény su uhl'ovodikové karotenoidy a xantofily obsahuju kyslik vo forme hydroxylove;,
metoxylovej, karboxylovej alebo epoxylovej skupiny. Lykopén a B-karotén st typické
karotény, kym lutein v zelenych listoch azeaxantin v obili st typické xantofily.
Karotenoidy mézu mat’ acyklicku, monocyklicku alebo bicyklicka Strukturu. Lykopén
je acyklicky, karotény y a 8 su monocyklické a karotény a a f st bicyklické. Dvojité
vizby v karotenoidoch st konjungované formy a vSetky trans-formy karotenoidov
sa zvy€ajne nachadzaju v rastlinnych pletivach (Lee et al., 2004).

V antioxida¢nej ochrane sa karotenoidy uplatiuji pri odstranovani radikalov
centrovanych na uhlik a alkylperoxylovych radikalov (R-O-O") v lipidoch. Mechanizmus
ich pdsobenia je stale nejasny, zda sa, ze sa uplatituju prostrednictvom tokoferolu. Mozu
tiez zhasat’ singletovy kyslik, t.j. menit’ tuto excitovanu formu na bezny tripletovy kyslik

(Stipek et al., 2000).

Kyselina a-lipoova zabranuje oxidativnemu poskodeniu proteinov. M4 vyznamnu
ulohu, pretoze regeneruje GSH atiez vitamin C a E. Neutralizaciou ucinkov volnych
radikalov podporuje zvySenie mitochondridlneho membranového potencidlu a narast

urovne kyseliny askorbovej a GSH v bunkach (Lee at al., 2004).
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V organizme sa nevyskytuje vol'nd, po jej prijme z potravy sa ¢ast’ meni na lipoamid,
v ktorom sa viaZze na lyzin, a Cast’ zostane v neviazanej forme. Obsahovat’ moZe siru
vo forme -S-S- alebo S. Redukuje aj tiolové skupiny proteinov, ¢im sa obnovuje ich
schopnost’ transportovat’ glukdzu regulovant inzulinom (Zachar et al., 2004).

Je univerzalnym antioxidantom, pretoze reaguje s alkylperoxylovymi radikédlmi (RO;"),
askorbylovymi radikdlmi, HO’, NO’, tokoferylovymi radikdlmi, O, a HCIO. Lipoat
regeneruje tokoferylovy radikal priamo alebo prostrednictvom askorbatu (Stipek et al.,

2000).

1.6.2 Vysokomolekulové endogénne antioxidanty

Mnoho proteinov je schopnych viazat prechodné prvky (Zelezo a med’) a menit
ich oxidoreduk¢né vlastnosti tak, Ze tieto prvky prestanu katalyzovat’ radikalové reakcie.
V tomto zmysle sa medzi antioxidanty zarad’'uje transferin v plazme a laktoferin
polymorfonuklearnych leukocytov v mlieku. Viazu Zelezo vo forme Fe’* a tym ho zbavuju

mozZnosti vstupovat’ do Fentonovej reakcie (Duratkova et al, 1999; Attich et al., 1999).

Dal§im proteinom separujucim zelezo v bunke je feritin, ktory posobi antioxida¢ne
hlavne svojou feroxiddzovou aktivitou, ktord skladované Zelezo udrzuje v oxidovanom

stave, pokial’ ho odtial’ neuvolni silne redukujuca latka (askorbat) (Aust, 1995).

Prooxida¢ne nebezpecnou formou ZzZeleza je hemoglobin uvolneny z erytrocytov
a hém uvolneny zhemoproteinu vratane hemoglobinu a myoglobinu. Preto moézeme
za antioxidant povazovat tiez haptoglobin, vychytavajici extracelularny hemoglobin,
a hemopexin, viazuci uvolneny hém. Vyznamnym antioxidaCnym proteinom plazmy
je ceruloplazmin. Tento protein viaze med’, ktora je podstatné pre ferooxiddzovu aktivitu
ceruloplazminu oxidujiceho dvojmocné Zelezo na trojmocné. Umozituje tak uvolnenie
zeleza z buniek a jeho predanie transferinu. Sucasne sa kyslik oxiduje Styrmi elektronmi

na vodu, bez toho aby vznikli toxické medziprodukty (Attieh et al., 1999).
Reaktivitu voInych radikalov vyznamne ovplyviiuju tiez tiolové skupiny niektorych

, , . ., 24 , . , . . + .
proteinov. Albumin viaze ién Cu*", ktory sa peroxidom vodika oxiduje na Cu®" a v tejto

forme poskodzuje okolité truktary albuminu (Stipek et al., 2000).
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Metalotioneiny su proteiny obsahujuce vela cysteinov aziadne aromatické
aminokyseliny. Hraji vyznamnua tlohu v bunkovom jadre. Prostrednictvom siry chelatuju

iony kovov. Pri oxida¢énom strese sa zvysi ich syntéza (Stipek et al., 2000).

Posledné vyskumy upozoriiujii na reparacnu ulohu chaperénov. Zakladnou funkciou
tychto proteinov je naviazat na seba eSte nezvinut¢ proteiny a pomahat
pri ich posttranslacnom priestorovom usporiadani a za€leneni do bunkovych organel.
Oxidacny stres indukuje syntézu chaperdnov, ktoré rozpoznavajii oxidaciou poSkodené
proteiny, viazu ich na seba a urychl'uju ich odstranenie v proteozémoch. Mézu tiez pomoct’

pri opravach konformécie proteinov (Benjamin a McMillan, 1998).

1.6.3 Enzymové antioxida¢né systémy

Enzymatické antioxidanty su tiez zname ako prirodzené antioxidanty, neutralizuju
nadbytocné ROS a predchddzaju poskodzovaniu Struktiry buniek. Medzi enzymatické
antioxidanty patria  superoxiddismutaza, glutationperoxidaza, glutationtransferaza

a katalaza, ktoré redukuju peroxid vodika na vodu a alkohol (Agarwal et al., 2005b).

Superoxiddismutiza (SOD) je znama viac ako 35 rokov. Jej objav bol medznikom
pri $tadiu biologického vyznamu superoxidu i inych volnych radikalov. SOD je obsiahnuta
v kazdej bunke. Spontanna dismutacia superoxidu na kyslik a peroxid vodika je pri pH 7
vel'mi rychla, napriek tomu je superoxiddismutdzou urychlend o d’alSie 4 rady (rychlostna
konstanta je potom 2.10° dm®.mol™.s™") (Stipek et al., 2000; McCord a Edeas, 2005).

SOD meni superoxidovy anion na kyslik a peroxid vodika, ktory je potom odstraneny
glutationperoxidazou alebo katalazou. Tym SOD zabranuje tvorbe vysoko agresivnych
ROS (Lee et al., 2004; Afonso et al., 2007).

V tkanivach cicavcov existuji 3 SOD: superoxiddismutiza s manganom (Mn-SOD),
ktora chrani cytoplazmu a metabolické procesy v nej, superoxiddismutaza s med’ou
a zinkom (Cu/Zn-SOD), ktora chrani mitochondrie a extracelularna SOD (EC-SOD)
(Zelko et al., 2002; Lee et al., 2004).

Superoxiddismutdza s mangdnom (Mn-SOD) patri vyvojovo a Struktirne do druhej
rodiny superoxiddismutdz. Je enzymom mitochondridlnej matrix. Gén pre Mn-SOD bol
vyvojovo preneseny do jadrovej] DNA na 3. chromozém. Proenzym ma signalny usek,

ktory je adresou pre presun vytvoreného proteinu do mitochondrie (Stipek et al., 2000).
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Superoxiddismutdza s med’ou a zinkom (Cu/Zn-SOD) sa skladd z dvoch identickych
podjednotiek, z ktorych kazdd ma molekulovli hmotnost’ 16 000 a v kazdej je jeden atdém
medi a jeden atdom zinku. Je to stabilny enzym, katalyzuje pri pH v rozmedzi 4,5 — 9,5.
Vyskytuje sa v cytosole a medzimembranovom priestore mitochondrii. Prenos elektrénov
z jednej molekuly superoxidu na druhti obstarava atdém medi. Cu(Il) sa redukuje na Cu(I)
a potom zase oxiduje. Zn(II) ma stabiliza¢na funckiu, katalyzy sa nezicastiuje (Stipek
et al., 2000).

Ako posledna bola objavend zivociSna extraceluldrna SOD (EC-SOD). Jej molekula
ma 4 podjednotky a molekulovii hmotnost’ 135 000. Dismutaciu katalyzuje i6n medi
a molekulu stabilizuje atom zinku (Adachi et al., 1993; Fukushima et al., 1995).

Pretoze mitochondridlny respiracny retazec je hlavnym miestom tvorby
superoxidového radikdlu O,"" v bunkach, zohrava superoxiddismutiza Mn-SOD ddlezit
ulohu pri vychytavani tohto radikdlu a udrziavani bunkovej ROS rovnovahy (Hu et al.,
2005).

Enzym katalyzuje dismutaciu superoxidu, ktora prebieha v dvoch nasledovnych

reakciach:

0, + Enzym-Cu’" — O, + Enzym-Cu'"

EnZ}'/m—CuH +0, 2H - EnZ}'/m—Cu2+ + H,0,

SOD pdsobi inhibi¢ne v iniciacnej faze lipoperoxidacie (Muchova et al., 2004).
Najucinnejsia a bez vedlajsich ucinkov je SOD v prirodnom stave, a to v brokolici, keli,

kapuste, plazivom pyre a v mnohych druhoch zeleniny (Zachar et al., 2004).

Glutationperoxidaza (GPx) mdze byt zavisla alebo nezéavisla od selénu. Antioxidacny
ucinok selénoenzymov spociva v tom, ze eliminuji peroxidy a selendny reaguji pri tom
rychlejSie ako tioly. V priebehu redoxnych reakcii prenaSaju 2 elektrony,
takZe sa z molekuly kyslika neméze vytvorit’ superoxid, ktorého vznik vyzaduje len jeden
elektron. Glutationperoxidaza spolupracuje s glutationom, ktory sa nachadza v organizme
v pomerne vysokej koncentracii. Rozkladd peroxid na vodu, pripadne alkohol. Aktivita
glutationperoxidazy je zavisla od koncentracie glutationu. Obidve latky su silnym

antioxidantom a detoxikantom (Zachar et al., 2004).
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Studie dokazuju, ze glutationperoxiddza modze pomoct’ pri zachovani nizkej Grovne
peroxidu vodika vo vnutri folikulu, o ma délezita tlohu pri poklese oxidativneho stresu

vo vajecnikoch (Agarwal et al., 2006).

Cela skupina cytozolovych enzymov nazyvanych glutationtransferazy (GST)
katalyzuje konjugaénu reakciu, pri ktorej je sulfhydrylova skupina GSH naviazana
na elektrofilni organicku latku. Tymto sposobom st detoxikované niektoré latky telu
cudzie (xenobiotikd). GST st vyznamnou ochranou pred nasledkami peroxidécie lipidov.
Ich substraitom je totiz 4-hydroxynonenal, ktory je konjugaciou s GSH inaktivovany
a vyluceny ztela. GSH je spotrebovany nielen pri ochrannych redukénych reakciach,

ale aj pri odstrafiovani produktov peroxidacie (Stipek et al., 2000).

Katalaza (KAT) ma Styri tetraedricky usporiadané podjednotky, v kazdej jednu
prostetickti protoporfyrinova skupinu s Fe*". Okrem dvojelektronovej dismutacie peroxidu
na kyslik a vodu:

2 H202 — 2 HzO + 02
moze katalyzovat’ peroxidazové reakcie typu:
H,O0,+ ROOH — H,;0 + ROH + O,
Zatial’ ¢o prva reakcia ma vel’ky vyznam pre inaktivaciu H,O; v peroxizomoch, druha
reakcia sa v antioxida¢nej ochrane asi neuplatiiuje vzhl'adom k nizkej reaktivite katalazy

s alkylperoxidmi (ROOH). Tuto ochranu zaistuju glutationperoxidazy (Stipek et al.,
2000).
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2 Ciel prace

VoI'né radikaly s v sucasnosti Casto diskutovanou témou nielen v odbornych kruhoch,
ale aj vo sfére laickej verejnosti. Porusenie rovnovahy medzi prooxidantami
a antioxidantami vyvolava oxidativny stres, ktory sposobuje oxidativne poskodenie
lipidov, proteinov a DNA, ¢o vedie k poskodeniu bunkovych membran, poruseniu ¢innosti
a funkcie buniek a tkaniv.

Olovo je tazky kov, ktorého toxické vplyvy sa prejavuji v centralnej a periférnej
nervovej sustave, krvi a kardiovaskularnom systéme, v oblickdch, endokrinnom
a imunitnom systéme, rovnako ako aj v gastrointestindlnom trakte. Zistilo sa tiez, Ze olovo
je schopné akumulovat’ sa vo vajec¢nikov, kde meni Struktatu a steroidogénnu enzymovu
aktivitu granul6znych buniek.

Ciel'om nasej prace bolo na zaklade zistenych poznatkov vyhodnotit’ vplyv réznych
koncentracii (5; 2.,5; 0,83; 0,625 a 0,455 mg Pb.10 mL™") zlugeniny trihydratu octanu
olovantého (Pb(CH3C0OO0),.3H,0) na:

- celkovy antioxidacny status (TAS) kultivaénych médii
granul6znych buniek prasniciek in vitro
- koncentraciu antioxidatného enzymu superoxiddismutdzy (SOD)

v kultivaénych médiach granuléznych buniek prasniciek in vitro

Vychodiskovym materidlom pre spracovanie tejto diplomovej prace bola bakalarska

praca na tému ,,VolI'né radikaly a reproduk¢né funkcie samic* obhdjena v roku 2008.
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3 Metodika prace a metody skumania

Odber vajecnikov

Do pokusu boli zaradené prasnicky kombinovaného typu plemena biela uslachtila.
Vajecniky pohlavne dospelych prasni¢iek v skorej a strednej folikuldrnej fazy estralneho
cyklu boli ziskané na bitinku od zdravych zvierat bez viditelnych reprodukénych
abnormalit. Vajecniky boli transportované do laboratoria pri teplote 4°C a oplachnuté

v sterilnom fyziologickom roztoku (Kolesarova et al., 2008; Capcarova et al., 2009).

Kultivacia granuléznych buniek

Folikulérna tekutina bola odobrata zo stredne velkych folikulov (3-5 mm), ovariilne
granulézne bunky boli izolované centrifugaciou 10 minut pri 200 x g. Nasledovalo ich
oplachnutie sterilnym médiom DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker'™, Verviers, Belgicko)
aresuspendovanie vtom istom médiu doplnenom 10% fetalnym telacim sérom
(BioWhittaker ™, Verviers, Belgicko) a 1% antibiotickym/antimykotickym roztokom
(Sigma, St. Louis, MO, USA) na vyslednu koncentraciu 10° buniek.mL"' média. Casti
bunkovej suspenzie boli rozdelené do 24-jamkovych kultivaénych platni¢iek (Nunc™,
Roskilde, Dansko, 1mL/jamka). Nasledne boli platni¢ky inkubované pri 37,5°C a 5% CO,
pri vlhkej atmosfére, kym bunky vytvorili na 75% stvisli monovrstvu (5-7 dni). Médium
(ImL/jamka) bolo vymenené a granuldézne bunky boli inkubované v rovnakom médiu
(10% fetalne telacie sérum a 1% antibioticky/antimykoticky roztok) (Capcarova et al.,

2009).

Pésobenie olova

Granul6zne bunky boli oSetrené trihydratom octanu olovnatého (Pb(CH;COO),.3H,0;
Slavus Bratislava, Slovenska Republika) v Siestich koncentracidch nasledovne: skupina
MAX (5 mg Pb.10 mL™), skupina A (2,5 mg Pb.10 mL™), skupina B (0,83
mg Pb.10 mL™), skupina C (0,625 mg Pb.10 mL™), skupina D (0,455 mg Pb.10 mL™)
a kontrolna skupina bez olova.

Kultivacia trvala 18 hodin. Po kultivacii boli kultivaéné médid z platni¢iek aspirované
a uchované pri teplote -80°C az do analyzy TAS a SOD.

Kazdé experimentdlne skupiny boli reprezentované 4 kultivaénymi jamkami
s granuléznymi bunkami. Média boli vyhodnotené duplicitne na aktivitu antioxidantov.

Rozsah antioxida&nej kapacity bol vypogitany na 10° buniek.mL "' média.
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Analyza TAS a SOD

Celkovy antioxidacny status a koncentracia superoxiddismutazy v kultivaénych
médiach granul6znych buniek vajeénikov oSipanych boli analyzované spektrofotometrom
Genesys 10 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) s pouzitim antioxidatného RANDOX

kitu (Randox Labs, Crumlin, UK) podl'a priloZeného manualneho navodu.

Princip stanovenia celkového antioxida¢ného statusu (TAS)
Celkovy antioxidacny status (TAS) je definovany ako suma celkovych endogénnych

a potravou prijimanych antioxidantov v extracelularnych tekutinach jednotlivca.
Spolupdsobenie vSetkych rozliénych antioxidantov zaobstardva ochranu proti vplyvu ROS
alebo RNS lepsie ako jednotlivé zlozky samostatne (Miller et al., 1993).

ABTS (2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazolin  sulfonat]) produkuje po inkubdcii
s peroxidazou a H,O, relativne stabilny radikdl ABTS modrozelenej farby, ktorého
koncentriciu je mozné stanovit spektrofotometricky pri 600 nm. Antioxidanty v pridanej
vzorke sposobia ubytok sfarbenia, ktory je priamoumerny antioxidac¢nej kapacite vzorky.

Pri tomto stanoveni boli pouzité tri kyvety s obsahom 1 mL. Prva kyveta obsahovala
regeneratnd blank pozostavajuci z1 mL z vopred pripraveného chromogénu a 20 pL
destilovanej vody. Druhd kyveta obsahovala 1 mL chromogénu a 20 pL Standardu. Tretia
kyveta obsahovala 1 mL chromogénu s 20 pL stanovovanej vzorky.

Nasledne sa obsah vsetkych kyviet premiesal a zmerala sa absorbancia A;. Do vsetkych
troch kyviet sa potom pridalo 200 pL substratu. Kyvety sa opdt premieSali a presne
po 3 minatach sa zmerala absorbancia As.

Absorbancia sa merala pri vinovej dizke 600 nm a teplote 37 °C proti vzduchu.

A2— A1 = AA (pre blank/Standard/vzorku)

Vypocdet:
Celkovy antioxidacny status (TAS):

koncentracia Standardu
AA(blank) - AA(Standard)

Faktor =

TAS (mmol.L") = Faktor x [AA(blank) — AA(vzorka)]
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Princip stanovenia superoxiddismutazy (SOD)

Funkciou superoxiddismutazy (SOD) je urychlit’ dismutaciu toxického superoxidového
radikalu (O;"), ktory je produkovany oxidativnym metabolizmom, na peroxid vodika
(H,0,) a kyslik (O). Vtejto metode sa uplatiuje xantin a xantinoxidaza (XOD),
ktorych reakcia produkuje superoxidovy radikal, ktory ddva Cervenu reakciu s farbivom
2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium chloridom (LN.T). Aktivita
superoxiddismutazy je stanovena mierou inhibicie tejto reakcie (poklesom absorbancie
farbiva).

Jednotka aktivity SOD je definovand ako takd aktivita, ktord sposobi 50% pokles
rychlosti redukcie INT za podmienok tohto stanovenia.

Ako prvé bola pripravend sada Standardov — S1-S6. Do flasky Standardu sa pridalo
10 mL redestilovanej vody. Tento roztok predstavoval Standard S6. Ostatné Standardy
sa pripravili nasledovne: S5 pozostdval z5 mL roztoku S6 a5 mL riediaceho pufru,
S4 z 5 mL roztoku S5 a 5 mL riediaceho pufru, S3 z 5 mL roztoku S4 a 5 mL riediaceho
pufru, S2 z 5 mL roztoku S3 a 6 mL riediaceho pufru. S1 predstavoval samotny riediaci
roztok. Podl'a Standardov sa pripravila Standardna krivka, na ktort sa vyniesli absorbancie
a pomocou ktorej sa odpocitala koncentracia SOD.

Pri stanoveni boli pouzit¢ nasledovné kyvety. Prva kyveta obsahovala 0,05 mL
riediaceho rozkoku a 1,7 mL zmieSaného substratu. Kyvety so Standardami (S2-S6)
obsahovali 0,05 mL $tandardu a 1,7 mL zmieSaného substratu. Tretia kyveta obsahovala
0,05 mL riedenej vzroky a 1,7 mL zmieSané¢ho substratu. Po premiesani sa do vsetkych
kyviet pridala xantinoxiddza v mnozstve 0,25 mL. Nasledne boli kyvety znovu premie$ané
a po 30 sekundach sa odpocitala absorbancia A;. Konecna absorbancia A, bola zmerana
po 3 mindtach. Meranie absorbancie sa uskutoénilo pri vinovej dizke 505 nm a teplote

37°C proti vzduchu.

Vypocdet:
Ax— Al

= —A/min Standardu alebo vzorky

Rychlost’ zmeny absorbancie S1 = rychlost’ neinhibovanej reakcie = 100%
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Vsetky namerané zmeny absorbancie (pre vzorky aj Standardy) sme previedli na percenta

inhibicie reakcie podrla:

(-Astd/min X 100)
(-ASl/min)

100 - = % inhibicie

(-szorka/min x1 OO)
(-ASl/min)

100 - =% inhibicie

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Signifikantnost’ rozdielov medzi kontrolou (bez obsahu octanu olovnatého)
a experimentalnymi skupinami (s obsahom octanu olovnatého — MAX, A,B, C, D) bola
zhodnotend t-testom s pouzitim Statistického softvéru GraphPad Prism 3.02 (GraphPad
Software Incorporated, San Diego California USA) a MS Excel 2003 (Microsoft
Corporation, USA). Rozdiely medzi kontrolou a expreminetalnymi skupinami sme
zistovali vyznamnost’ na hladine a = 95,0 (P < 0,05), a = 99,0 (P < 0,01) a a = 99,99
(P <0,001).
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4 Vysledky prace

V nasej praci sme sledovali koncentraciu superoxiddismutazy a celkovy antioxidacny
status po posobeni trihydratu octanu olovnatého na granuldzne bunky prasniciek in vitro.

Granuldzne bunky boli vystavené pdsobeniu réznych koncentracii trihydratu octanu
olovnatého (Pb(CH3COO0),.3H,0). NajvysSej koncentracii olova boli vystavené
granuldzne bunky v skupine MAX (5 mg Pb.10 mL™") a naopak najniziej koncentracii boli
vystavené v skupine D s hodnotou 0,455 mg Pb.10 mL™'. V ostatnych skupinach sa pouzili
nasledovné koncentracie: v skupine A koncentracia 2,5 mg Pb.10 mL™, v skupine B 0,83
mg Pb.10 mL™" a v skupine bola koncentracia olova C 0,625 mg Pb.10 mL™". Do kontrolne;j
skupiny sa olovo nepridédvalo.

Maximalna namerand koncentrdcia pozorovaného antioxidaéného enzymu
superoxiddismutazy (SOD) v kultivatnych médiach granuléznych buniek spomedzi
vietkych skupin bola zistena v skupine C s hodnotou 243 U.mL"'. Minimalna namerana
koncentracia SOD spomedzi vSetkych skupin bola zistend v skupine A s hodnotou 222
U.mL™". V kontrolnej skupine bez pritomnosti olova sa zistila maximalna namerana
koncentracia SOD 239,8 U.mL"' a minimalna namerana koncentracia 229,1 U.mL"".

Po 18 hodinach posobenia olova, sme zistili, ze olovo nesignifikantne (P > 0,05)
ovplyvnilo koncentraciu pozorovaného antioxidantu superoxididsmutdzy v kultivaénych
médiach granuléznych buniek vaje¢nikov prasni€iek v porovnani s kontrolnou skupinou,
kde bola zistena najniz§ia priemerna koncentracia SOD 233,4 + 4,534 U.mL"'. Podobne
nizku koncentracia SOD ako v kontrolnej skupine sme zistili v skupine A (234,25 + 8,342
U.mL™), kde koncentracia olova dosahovala hodnotu 2,5 mg Pb.10 mL™". Vo vietkych
ostatnych skupindch bola v porovnani s priemernou hodnotou koncentracie SOD
v kontrolnej skupine zaznamenand vyssia priemerna koncentracia SOD.

Naopak najvyssia priemerna koncentracia superoxiddismutazy v porovnani s ostatnymi
skupinami bola zistena v skupine B s hodnotou 238,75 + 2,5 U.mL", pri¢om skupina B
bola vystavena pdsobeniu olova s koncentraciou 0,83 mg Pb.10 mL™. Podobne vysoka
koncentraciu SOD sme zistili aj v skupine MAX (238,5 + 2,887 U.mL™), ktora bola
vystavena pdsobeniu najvysiej koncentréacii olova (5 mg Pb.10 mL™).

Koncentracia SOD klesla pri niz§ich koncentracidch olova, a to v skupine C (238,25 +
4,330 U.mL™") s koncentraciou olova 0,625 mg Pb.10 mL”, av skupine D (234,5 + 1,414
U.mL™) s koncentraciou olova 0,455 mg Pb.10 mL™".
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Koncentréacia superoxiddismutazy (SOD) v kultivaénych médiach granuléznych buniek

vajecnikov prasniciek je zaznamenand v Tab. 4.1.

Tab. 4.1

[Zakladné Statisticko-variacné ukazovatele koncentracie SOD v médiach (U.mL'l)]

K MAX A B C D
min 2291 235 222 236 232.5 232,5
max 239,8 242 240 242 243 235,5
priemer 233.4 238.5 234,25 238,75 238,25 234.,5
median 232,35 238.5 237.5 238.5 238,75 235
sd 4,534 2,887 8,342 2,5 4,330 1,414
cv (%) 1,942 1,210 3,561 1,047 1,817 0,603

K — kontrolna skupina bez olova, MAX — skupina s maximalnou koncentraciou olova 5 mg
Pb.10 mL"', A — skupina skoncentracoiu olova 2,5 mg Pb.10 mL"', B — skupina
s koncentracoiu olova 0,83 mg Pb.10 mL™, C — skupina s koncentracoiu olova 0,625 mg
Pb.10 mL', D - skupina s koncentracoiu olova 0,455 mg Pb.10 mL™!

min — minimalna koncentracia, max — maximalna koncentracia, sd — smerodajna odchylka,

cv (%) — variaény koeficient
Grafické znazornenie priemernych koncentracii SOD v kultivaénych médiach
granuldznych buniek vaje¢nikov prasniciek poskytuje Graf 4.1.

250+

2404

Kontrola MAX A B C D

Graf4.1

[Priemerné koncentracie SOD v kultiva¢nych médiach granuléznych buniek

po inkubacii r6znymi koncentraciami olova]
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Hodnoty celkového antioxidaéného statusu (TAS) st zaznamenané v Tab. 4.2,
pri¢om sa zistilo, Ze maximalna namerand koncentracia TAS spomedzi vSetkych skupin
sa zistila v skupine C s hodnotou 1,495 mmol.L", ktora bola vystavena pdsobeniu olova
s koncentraciou 0,625 mg Pb.10 mL™. Naopak minimélna namerana koncentracia TAS
v porovnani s ostatnymi skupinami bola zistena pri skupine B s hodnotou 1,201 mmol.L™,
pri¢om koncentréacia olova v tejto skupine mala hodnotu 0,83 mg Pb.10 mL™. V kontrolnej
skupine bola maximalna nameranad koncentracia TAS 1,445 mmol.L"' a miniméalna
namerana koncentracia TAS 1,412 mmol.L™.

NajvysSia priemerna koncentracia celkového antioxidaéného statusu v porovnani
s ostatnymi skupinami bola zistend v kontrolnej skupine bez olova, kde dosahovala
hodnotu 1,429 + 0,014 mmol.L™". Statistické analyzy ukazali signifikantne niZ3iu
koncentraciu (P < 0,05) v skupine B (1,271 + 0,054 mmol.L™"), kde koncentracia olova
dosahovala hodnotu 0,83 mg Pb.10 mL™. Podobné vysledky boli zistené pri ostatnych
skupinach (A, C, D, MAX), ale rozdiely neboli Statisticky signifikantné (P > 0,05).

Rovnaka priemerna koncentréacia celkového antioxidaného statusu 1,361 mmol.L™ bola
zistena pri skupine A so smerodajnou odchylkou 0,078 mmol.L" apri skupine C
so smerodajnou odchylkou 0,109 mmol.L™.

V porovnani s priemernou koncentraciou celkového antioxida¢ného statusu v skupinach
A aC, boli hodnoty v skupindich MAX a D niZSie, pricom v skupine MAX vystavenej
najvysSej koncentracii olova sa zistila priemernd koncentracia TAS 1,351 + 0,057

mmol.L". V skupine D bola zistend priemerna koncentracia TAS 1,352 + 0,057 mmol.L™.

Koncentracia celkového antioxidaéného statusu (TAS) v kultivaénych médiach

granul6znych buniek vaje¢nikov prasniciek je zaznamenana v Tab. 4.2.
Tab. 4.2

[Zakladné Statisticko-variaéné ukazovatele koncentracie TAS v médiach (mmol.L™")]

K MAX A B C D
min 1,412 1,268 1,286 1,201 1,238 1,286
max 1,445 1,389 1,458 1,332 1,495 1,421
priemer 1,429 1,351 1,361 1,271 1,361 1,352
median 1,430 1,373 1,350 1,276 1,355 1,350
sd 0,014 0,057 0,078 0,054 0,109 0,057
cv (%) 0,948 4,234 5,710 4,260 7,976 4,232
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K — kontrolna skupina bez olova, MAX — skupina s maximalnou koncentraciou olova
5 mg Pb.10 mL", A — skupina s koncentracoiu olova 2,5 mg Pb.10 mL", B — skupina
s koncentracoiu olova 0,83 mg Pb.10 mL™", C — skupina s koncentracoiu olova 0,625 mg
Pb.10 mL™", D — skupina s koncentracoiu olova 0,455 mg Pb.10 mL"

min — minimalna koncentracia, max — maximalna koncentracia, sd — smerodajna odchylka,

cv (%) — variaény koeficient

Grafické znazornenie priemernych koncentracii TAS v kultivatnych médiach

granuldznych bunkach vaje¢nikov prasni¢iek poskytuje Graf 4.2
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[Priemerné koncentracie TAS v kultiva¢nych médiach granuléznych buniek

po inkubacii r6znymi koncentraciami olova]
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5 Diskusia

Reprodukény cyklus samic predstavuje komplexné interakcie medzi nervovym,
endokrinnym a reprodukénym systémom, ktorého vysledkom je produkcia zrelych gamét
a priaznivého prostredia pre vznik a zachovanie gravidity. Podl'a terminolégie reprodukcie
cyklus ma 5 zékladnych §tadii: vyvoj zrelych oocytov — folikulogenéza, uvol'nenie zrelych
oocytov z vajecnika — ovuldcia, transport gamét a zygoty, vyvoj endometria vhodného
pre implantdciu a podporenie skorych S$tadii gravidity zItym telieskom. Defekty
v ktoromkol'vek z tychto §tadii vedu k porucham reprodukcie (Scialli a Zinaman, 1993).

Pohlavné organy sluzia ako citlivy barometer vyskytu rizikovych prvkov v Zivotnom
prostredi (Kovéacik et al., 2000).

Toxické kovy vratane kadmia zapric¢inuju zvySenu produkciu bioreaktivnych foriem
kyslika, ktoré nasledne indukuji oxidac¢ny stres v bunkach. Je to nasledok toxického
ucinku tychto kovov, a tiez vyCerpania antioxidantov v organizme (Lovasova et al., 2002).

Oxidativny stres vyznamne ovplyviuje kvalitu azrenie oocytov, ovaridlnu
steroidogenézu, ovulaciu, luteolyzu, oplodnenie, vyvoj embrya a implantaciu (Agarwal
a Allamaneni, 2004; Agarwal a Gupta, 2006).

Graafov folikul obsahuje potencialne zdroje ROS, ako st makofagy, neutrofily
a metabolicky aktivne granul6zne bunky. Folikularna tekutina a bunky cumulus oophorus
sa mézu vyuzivat pre ich Uzky vztah k oocytom ako biomarkery pre predpovedanie
uspechov in vitro oplodnenia (IVF). Produkuji velké mnozstvo antioxidantov a tym
chrania oocyty pred oxidativhym poskodenim vyvolanym ROS (Agarwal a Allamaneni,
2006; Matos et al., 2009).

Granulozne bunky predstavuju hlavny endokrinny kompartment vajecnikov
produkujuci steroidné hormony. Zohravaju tiez tllohu pri regulovani fyziologie vaje¢nikov.
Mechanizmy zmieriiovania oxidativneho stresu v prasafich oocytoch su velmi zlozité.
Pridanie antioxidantov k zrejucim oocytom moéze zvysit enzymovu aktivitu a odstranit’
vol'né radikaly (Whitaker a Knight, 2008).

Olovo (Pb) a jeho zluceniny maji v sucasnosti rozsiahle technické pouzitie, preto olovo
predstavuje dnes vyznamny priemyselny jed nielen pre l'udi, ale aj pre hospodarske
zvieratd (Jesenska et al., 2003).

Olovo je znamy reprodukény toxin, ktory sa akumuluje v granuléznych bunkéach
vo vaje¢nikoch (Nampoothiri et al., 2007).

Olovo je schopné indukovat oxidativny stres v zavislosti na pouzitej koncentracii olova
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a Casu jeho posobenia (Annabi Berrahal et al., 2007; Wang et al., 2009).

Bires et al. (1995) zistili pri Stadiu distribtcie rizikovych kovov v organizme oviec,
7e organom s najvyssim obsahom boli prave vajecniky, tiez obli¢ky a pecen.

U samic sa ucinky tazkych kovov najcastejSie prejavuji vo zvysenej atrézii folikulov
vo vajeCniku ako aj zmenami stavby endometia maternice. Mnohé tazké kovy vyrazne
negativne ovplyviiuju steroidogenézu (Kovacik et al., 2000). Zistilo sa, Ze v granul6znych
bunkich vystavenych posobeniu olova dochddza k zmendm v produkcii steroidov
(Nampoothiri a Gupta, 2006), k zmenam vo folikulogenéze (Priya et al., 2004) a k poklesu
poctu buniek (Priya et al., 2004; Nampoothiri a Gupta, 2006). Poskodenia podobného
charakteru potvrdzuju aj Paksy et al. (1997), ktori skimali kadmium (Cd) a zistili, Ze sa
akumuluje v granul6znych bunkach vaje¢nikov, kde ovplyviiuje morfologiu tychto buniek
a steroidogenézu. Tiez Massanyi et al. (2000) zistili zmeny v ultrastruktire (ndrast poctu
lyzozomov, poskodenie Golgiho aparatu) a steroidogenéze granuldéznych buniek
oSipanych. Zemanova et al. (2006) zistili, ze medzi tazké kovy, ktoré negativne
ovplyviluju reprodukciu, patri aj nikel (Ni). Nampoothiri a Gupta (2006) uviedli, Ze olovo
je ovela toxickejSie ako kadmium ajeho intoxik4cia inhibovala syntézu horménov
v granul6znych bunkéch.

Tekalne bunky produkuju Cjo steroidy, ktoré sa potom rozSiruji do granuldéznych
buniek produkujlcich estradiol. Rozdiel v produkcii steroidnych horménov vznika
v dosledku rozdielne;j expresie klacovych steroidogénnych enzymov:
3B-hydroxysteroiddehydrogenaza (3 B HSD) hlavne exprimovanych v tekalnych bunkach
a 17 PB-hydroxysteroiddehydrogenaza (17 f HSD) v granuloznych bunkach,
ktoré produkuju estradiol pod vplyvom folikulostimulaéného horménu (FSH)
a luteiniza¢ného horménu (LH) (Nampoothiri a Gupta, 2006).

Superoxididsmutaza (SOD) je dolezity antioxida¢ny enzym zodpovedny za elimindciu
superoxidového radikalu, priCom meni tento radikal na kyslik a peroxid vodika,
ktory je potom odstraneny glutationperoxiddzou alebo katalazou (Hu et al., 2005; Afonso
et al., 2007).

Mn-SOD, ktord chrani cytoplazmu a metabolické procesy v nej, bola objavena
v granuldéznych bunkéch a v tekalnych bunkach zrejacich oocytov, v lutedlnych bunkach
zlt¢ho telieska a epitelidlnych bunkach vajcovodov, kym Cu/Zn-SOD, ktord chréani
mitochondrie, bola lokalizovana v tekalych bunkach zrejucich folikulov, na okraji Zlté¢ho

telieska a epitelialnych bunkach vajcovodov (Lee et al., 2004).
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Expresia Mn-SOD a Cu/Zn-SOD bola pozitivna v luteinizovanych a tekalnych bunkach.
Expresia Cu/Zn-SOD vzrasta od skorej k strednej sekrecnej faze stbeZne s produkciou
progesterénu v zltom teliesku. Cu/Zn-SOD ma teda ochrannu funkciu pri zachovani zltého
telieska. Expresia Mn-SOD vrcholi v neskorej lutedlnej faze, ¢o naznacuje jej ulohu
v lutealnej regresii. Najvyssie koncentracie markerov OS sa prejavili v strede cyklu zltého
telieska a boli spojené so syntézou steroidov, ktord je v tejto etape maximalna (Agarwal
et al., 2005b).

Nampoothiri a Gupta (2006) vystavili granulézne bunky samic potkanov samostatnému
posobeniu octanu olovnatého, octanu kademnatého atiez kombindcii tychto zlucenin
vdavke 0,05 mgkg' hmotnosti poas 15 dni, pritom zistili Ze oba tieto kovy
sa akumulovali vo vaje¢nikoch po posobeni tychto zlucenin. Pritomnost’ kovov a tiez ich
kombinacie v granuléoznych bunkach zapri¢inila maximalny nérast lipoperoxidov
a koncentracie kataldzy, stcasne s poklesom glutationového statusu a koncentracie
superoxiddismutézy.

V nasej praci sme zistili naopak vzrastajucu koncentraciu SOD v médiach granuléznych
buniek prasniciek, rozdiely vSak neboli Statisticky signifikantné (P > 0,05). Najvyssia
priemerna koncentracia superoxiddismutazy v porovnani s ostatnymi skupinami bola
zistena v skupine B s hodnotou 238,75 + 2,5 U.mL"", pri¢om skupina B bola vystavena
superoxiddismutazy v porovnani s ostatnymi skupinami bola zistena v kontrolnej skupine
s hodnotou 233.4 + 4,53 U.mL™".

Mechanizmy zmiernovania oxidativneho stresu v oocytoch st vel'mi zlozité. Narast
enzymatickej aktivity modze stvisiet' so zvySenim expresie enzymov, pretoze vieme,
ze oxidativne poskodenie vyvoldava bunkovll odpoved’, ktorou sa snazi vyvazit tvorbu
ROS. Takéto uvahy potvrdzuju Oberley et al. (1981) a Laloraya et al. (1989), ktori uviedli,
ze pritomnost vysokej koncentracie superoxididsmutdzy v granuldoznych bunkach
a rastacich folikuloch suvisi s vel'kym mnozZstvom superoxidu a jeho premenou na peroxid
vodika, ktory predstavuje substrat pre glutationperoxidazu pocas lutedlnej steroidogenézy
v Zltom teliesku ziskaného z ovulovanych folikulov.

Ak je aktivita jedného alebo viacerych z antioxida¢nych enzymov poruSena, vysledny
narast ROS mozZe byt pri¢inou posSkodenia DNA, destabilizacie proteinov, poSkodenia
cytoplazmatickej membrany a v kone¢nom ddsledku aj smrti bunky (Rueda et al., 1995).

Bires et al. (1995) zistili, ze olovo vyvolava rozpad Cervenych krviniek a brzdi

metabolizmus Zeleza.
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V sulade s vysledkami koncentracie superoxiddismutazy dosiahnutymi v nasej praci
su vysledky Kasperczyk et al. (2004), ktori uskutocnili experiment, pri ktorom sledovali
vplyv olova (s koncentraciami 25-35 pL.dL' a 35 pL.dL"') vkrvnej plazme
pracovnikov na koncentraciu superoxiddismutdzy, pricom zistli, Ze koncentracia
Cu/Zn-SOD signifikantne vzrastla v krvnej plazme v skupindch vystavenych pdsobeniu
olova v porovnani s kontrolnou skupinou. Celkova koncentracia SOD v krvnej plazme
v kontrolnej skupine pracovnikov nevystavenych pdsobeniu olova dosahovala hodnotu
10,4 + 4,65 UmL". Celkova koncentracia SOD v krvnej plazme v skupine pracovnikov
s koncentraciou olova 25-35 pL.dL" bola 12,6 + 4,87 UmL™" a v skupine pracovnikov
s koncentraciou olova viac ako 35 uL.dL'1 bola 11,1 + 5,57 U.mL™".

K opa¢nym vysledkom dospeli Kulikowska-Karpinska a Moniuszko-Jakoniuk (2001),
ktori sledovali koncentraciu antioxidaénych enzymov v krvi potkanov intoxikovanych
olovom (v koncentracii 500 mg Pb.dm™ po dobu 6 tyzdiiov). Zistili, e pridavanie olova
zapricinilo pokles koncentracie superoxidismutazy, pricom jej hodnota bola
143,00 + 11,30 U.mL™". V kontrolnej skupine bez pritomnosti olova bola zistena vyssia
koncentracia SOD 178,00 + 17,20 U.mL".

K podobny vysledkom sa dopracovali aj Patil et al. (2006), ktori sledovali koncentraciu
SOD a KAT v krvi pracovnikov vystavenych posobeniu olova pocas 15 rokov, pricom
zistili  signifikantny pokles koncentracie tychto enzymov v skupine pracovnikov
s koncentraciou olova v krvi 25,8-78,0 pL.dL™" v porovnani s kontrolnou skupinou
pracovnikov, u ktorych koncentracia olova dosahovala hodnoty 2.8 — 22, 0 pL.dL™.
Predpokladali, Ze pokles koncentracie SOD v skupine pracovnikov s vysokou
koncentraciou olova v krvi bol pravdepodobne spdsobeny interakciou olova s molekulami
medi. Kedze Cu/Zn-SOD je enzym, ktory obsahuje med’, dlhodobé pdsobenie olova
spdsobuje deficit medi a s tym spojeny pokles koncentracie SOD.

Lovasova (2004) sledovala vplyv vyssich davok inych tazkych kovov - kadmia (Cd)
a ortuti (Hg) na zmeny aktivity superoxiddismutazy cervenych krviniek u potkanov.
Pokusné skupiny v prvej sérii prijimali po dobu 30 dni CdCl,.H,O rozpusteny v pitnej
vode v davkach 1,83 - 29,27 mg CdCl,.kg™.dei”" a skupiny v druhej sérii prijimali HgCl,
rozpusteny v pitnej vode v davkach 0,15 - 2,47 mg HgCly.kg™.deti”’. Kontrolné skupiny
v prve] a druhej sérii prijimali Cistd pitni vodu. V odobranej krvi sa zistilo zvySenie
aktivity SOD. Tieto vysledky vypovedaju o tom, ze Cd a Hg maju na aktivitu SOD
podobny vplyv ako olovo. K rovnakym vysledkom dospeli aj Kostic et al. (1993),
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ktori sa domnievaju, ze takéto zmeny st odpoved’ou bunky na zvysenu tvorbu ROS, ktora
je vyvolana dlhodobou intoxikéciou tazkymi kovmi.

Olovo ma tiez negativny vplyv na kvalitu spermii (Massanyi et al., 2003; Massanyi et
al., 2005). V suvislosti s intoxikaciou olovom sa popisuje hyperplazia Leydigovych buniek
v atrofickych tubuloch, ako aj poruchy spermatogenézy vratane vyskytu oligospermie,
azoospermie a atenospermie (Scialli, Zinaman, 1993) a tieZ pokles objemu
semenotvorného epitelu, poklesu objemu intersticia, zvicSeniu objemu limenu kandalikov
semennika a zvysSeny vyskyt apoptézy semenotvornych buniek potkanov (Toman et al.,
2006).

Celkovy antioxida¢ny status (TAS) je definovany ako suma celkovych endogénnych
apotravou prijimanych antioxidantov v extracelularnych tekutinach jednotlivca.
Spoluposobenie vsetkych rozli¢nych antioxidantov zaobstarava ochranu proti vplyvu ROS
alebo RNS Iepsie ako jednotlivé zlozky samostatne (Miller et al., 1993).

V naSej praci sme zistili, Ze najvysSia hodnota koncentracie TAS v granul6znych
bunkach bola namerand v kontrolnej skupine bez olova (1,429 + 0,014 mmol.L™")
v porovnani s ostatnymi skupinami, ktoré boli vystavené roznym koncentraciam olova.
Preukaznost (P < 0,05) bola zistena pri skupine B (1,27125 + 0,054 mmol.L™),
kde koncentrécia olova dosahovala hodnotu 0,83 mg Pb.10 mL™.

K rovnakym vysledkom dospeli Lovasova et al. (2003), ktori skumali vplyv kadmia
a ortuti na celkovy antioxidacny status v krvnej plazme potkanov. V prvej sérii pokusu bol
celkovy antioxidacny status plazmy skupin zvierat, ktoré prijimali CdCl, (v déavkach
od 1,83 do 29,27 mg CdCl,.kg™".deti™") oproti kontrolnej skupine (1,17 + 0,09 mmol.L™)
signifikantne znizeny. V druhej sérii pokusu bol celkovy antioxida¢ny status plazmy
vo vSetkych skupindch zvierat, ktoré prijimali HgCl, (v davkach od 0,15 do 2,47 mg
HgCly kg .deii™) oproti kontrolnej skupine (1,05 + 0,08 mmol.L™") tieZ zniZeny.
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6 Zaver
Reprodukény cyklus samic ovlyviiuje poOsobenie nervového, endokrinného

a reprodukéného systému, pricom vysledkom tohto vzajomného pdsobenia je produkcia
zrelych a oplodnenia schopnych oocytov, rovnako ako aj vytvorenie priaznivého prostredia
pre vznik a zachovanie gravidity. Pohlavné organy sluzia ako vel'mi citlivy barometer
pritomnosti r6znych rizikovych prvkov nachédzajucich sa v zivotnom prostredi. Toxické
kovy zapri¢iiuju zvySeni produkciu reaktivnych foriem kyslika, ktoré nasledkom ich
ucinku a tiez vyCerpanim antioxidantov v organizme indukuju vznik oxidativneho stresu
v bunkéch.

V nasej praci sme sledovali vplyv octanu olovnatého (v koncentraciach 5; 2,5; 0,83;
0,625 a 0,455 mg Pb.10 mL"') na celkovy antioxidaény status a koncentriciu
superoxiddismutazy v kultivaénych médiach granuléznych buniek prasniciek in vitro,
pri¢om po vyhodnoteni experimentu sme zistili, ze:

- koncentracia superoxiddismutdzy (SOD) v skupinach vystavenych olovu

v porovnani s kontrolnou skupinou bez olova vzrastla
- celkovy antioxida¢ny status (TAS) v skupinach vystavenych olovu v porovnani
s kontrolnou skupinou poklesol

- preukaznost (P < 0,05) bola zistend v skupine B (1,27125 + 0,054 mmol.L™")

pri analyze TAS, kde koncentracia olova dosahovala hodnotu 0,83 mg Pb.10 mL™

Na zaklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat, ze olovo vo forme octanu

olovnatého ovplyviiuje antioxidacny status granuléznych buniek. Takze olovo pridané

v kultivaénom médiu méze indukovat’ oxidativny stres.
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