SLOVENSKA POENOHOSPODARSKA UNIVERZITA
V NITRE

FAKULTA AGROBIOLOGIE A POTRAVINOVYCH
ZDROJOV

2118762

VPLYV KYSELINY ASKORBOVEJ NA AKTIVITU
SUPEROXIDDISMUTAZY A VYBRANE PARAMETRE
HOMEOSTAZY GRANULOZNYCH BUNIEK NOSNIC

2010 Bc. Michala MARJENKOVA



SLOVENSKA POENOHOSPODARSKA UNIVERZITA
V NITRE

FAKULTA AGROBIOLOGIE A POTRAVINOVYCH
ZDROJOV

VPLYV KYSELINY ASKORBOVEJ NA AKTIVITU
SUPEROXIDDISMUTAZY A VYBRANYCH PARAMETROV
HOMEOSTAZY GRANULOZNYCH BUNIEK NOSNIC

DIPLOMOVA PRACA

Studijny program: Vyzivdudi
Studijny odbor: 6. 1. 12 VyZiva
Pracovisko (katedra/Ustav): Katedra fyziolégie Ziehov

Veduci diplomovej prace: Doc. Ing. Marcela CapcardvhD.

Nitra 2010 Bc. Michala MARJENKOVA



Cestné prehlasenie

Podpisana Michala Marjenkova vyhlasujem, Ze sonerswi pracu na tému
.Vplyv kyseliny askorbovej na aktivitu superoxiddigtazy avybrané paramatre
homeostazy granuldéznych buniek nosnic* vypracowamostatne s pouzitim uvedenej

literatary.

Som si vedoma zakonnych désledkov v pripade, alleané (daje nie su pravdivé.

V Nitre 16. aprila 2010

Michala Marjenkova



Pod’akovanie

Touto cestou by som sa chcela dpliova® veducej diplomovej prace
Doc. Ing. Marcele Capcarovej, PhD., za odborné medeoznatky a cenné rady, ktoré

som vyuzila pri vytvarani tejto zaveresj prace.



Abstrakt

Kyselina askorbova je hydrofilny vitamin s vyznammy antioxid&nymi
vlastnosami. Cid¢om prace bolo skuntdavplyv kyseliny askorbovej na aktivitu enzymu
superoxiddismutazy (SOD) a vybranych biochemickygarametrov homeostazy
granuléznych buniek nosnic Isa brown. Po izolacingloznych buniek z folikulov
a naslednej centrifugdcii boli bunky premyté vistem médiu DMEM/F12 (BioWhittaker
TM, Verviers, Belgicko) a preloZzené do rovnakéhalraé pridavkom fetalnehol'scieho
(10 %, BioWhittaker) a1l % antimykotika (Sigma, $&buis, Mo, USA) v konénej
koncentracii 1®ml buniek. Suspenzia bola rozdelend a inkubovarkaltivasnych well
platnickdch (Nunc, Roskilde, Denmark, 1 ml/well) pri te@l®38,5°C a pri 5 % CO Po
vytvoreni suvislej monovrstvy (4 dni) bolo médiwmobraté a vymenené #arstvé s/bez
pridavku kyseliny askorbovej. Do kontrolnej skupbglo pridané len médium v mnozstve
1 ml. Do pokusnych skupin bola pridana kyselinadstva v réznych mnozstvach (Max —
1 mg.mi*, A — 0,5 mg.mf, B — 0,33 mg.mt, C — 0,17 mg.mt, D — 0,09 mg.mt)

a dopipetované médium do mnozstva 1 ml v kazdekgarRo 18 hodinach bolo médium
odobrané a uskladnené pre analyzy prP€/Ku granuléznym bunkam v plaskiéch bol
pridany lyz&ny roztok a ziskali sme intracelularnu tekutinukterej bola stanovena
aktivita SOD. V lyzate pokusnych skupin MAX a A,0afj v skupine Max v médiu, bola
zaznamenana preukazne (P<0,05) vysSia aktivita @@&@ovnani s kontrolnou skupinou.
V pokusnych skupinach boli zistené preukazne (PR0@SSie koncentracie sodika (Max,
A, B, D), draslika (Max, A, B, D), chloridov (A, Dy porovnani s kontrolnou skupinou.
Koncentracia celkovych bielkovych a glukézy bolaykazne (P<0,05) niZSia v skupinach

Max A, B, C, D oproti kontrolnej skupine.

Kruacéové slova:Kyselina askorbova, granuldézne bunky, SOD



Abstract

The ascorbic acid is a hydrophilic vitamin with ionfant antioxidant attributes.
The objective of this study was to analyse the ctff ascorbic acid on superoxide
dismutase (SOD) activity and release of selectethdustasis parameters of hen’s
granulosa cells. Ovarian granulosa cells of Isavbravere isolated by centrifugation and
followed by washing in sterile medium DMEM/F12 (Buwittaker TM, Verviers,
Belgium) and resuspended in the same medium suppkech with fetal calf serum (10 %
BioWhittaker) and 1 % antibiotic-antimycotic soluti (Sigma, St. Louis, Mo, USA) at
a final concentration of £0cells.ml*. Portions of the cell suspension were dispensed t
24-well culture plates (Nunc, Roksilde, Denmark, |/trell). The plate wells were
incubated at 38.5 °C and 5 % ¢@ntil confluent monolayer was formed (4 days).tiis
point the medium (1 mlwel) was renewed with/without ascorbic acid. Cells of
experimental groups were treated with a range obragc acid concentrations (common
well soluble kind of ascorbic acid) as follows: Max. mg.mt:, A — 0.5 mg.mif, B — 0.33
mg.mi*, C — 0.17 mg.mt, D — 0.09 mg.mt. Further culture was performed for 18 hrs.
Culture media from plate wells were aspirated aagtkat -70 °C. In the experimental
groups Max and A in lysates, also in Max group iediam significantly higher activity
(P<0.05) of SOD in comparison with the control growas found. Higher significant
(P<0.05) values of sodium in the experimental gso{\dax, A, B, D), potassium (Max, A,
B, D), chlorides (A, D) in comparison with the cantgroup were measured. A significant
decrease (P<0.05) of total proteins and glucosearexperimental groups Max A, B, C, D

in comparison with the control group was determined

Key words: Ascorbic acid, granulosa cells, superoxide disnau(&€©D)
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Zoznam skratiek a zn&iek
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vitamin Bq» kobalamin
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LDL low density lipoprotein
SIDS syndrém nahlej smrti ddigt
DDD doporiena denna davka
KA kyselina askorbova

VKR va'né kyslikové radikaly
SOD superoxiddismutaza
EC-SOD extracelularna superoxiddismutaza

Na sodik
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Uvod

Vitaminy sU vyznamnou esencialnou zlozkou potravg kazdy zivy organizmus,
pretoZze ich nesyntetizuje aak ano, tak nie vzdyostaténom mnozstve. Jednym
Z najznamejSich vitaminov je kyselina askorbovatsabymi antioxidanymi vlastnogami.

Je to hydrofilny vitamin katalyzujuci mnoZstvo chiekych i biologickych procesov
uskut@nujucich sa v Zivej hmot&oveka, Ziv@ichov i rastlin.

Cielom prace je preukagajej vplyv na aktivitu antioxideného enzymu
superoxiddismutazy, ktory chrani bunky pred oxwiaym pbsobenim reaktivnych
metabolitov kyslika, dok&Zgej regenerénd schopnas a taktiez zisti jej pdsobenie na
uvolnenie biochemickych parametrov homeostazy. Minerditky maju nenahraditeé
miesto vo fyziologickych a biochemickych procesagtiocichov a do tejto vyznamnej
skupiny patria nesporne sodik, draslik, vapnik,cikorfosfor a chlér. Na udrzanie
homeostazy v bunkach maju vplyv tidalSie parametre ato glukéza, triacylglyceroly
a celkové bielkoviny, ktorych uvaovanie z buniek bolo tiez predmetom pokusu. Kazdy
Zivy organizmus ma iba jedno vnutorné prostredigkakdvek zmena v jednom z jeho
priestorov alebo ukazovd® nezostava izolovana, ale vyvolavdaz nasledkov, pretoze
na béaze vnltorného prostredia prebiehaju vietkgtiiévprocesy organizmu. Ziva hmota
netvori chemicky jednotn( latku, ani jednotnt zni@sk. Cerpa zo svojho vnatorného
prostredia iba tie prvky, ktoré su pre jej existanmevyhnutné. Zlozenie Zivej hmoty vSak
na réznychc¢astiach organizmus nemusitbgovnaké a méze sa ménv zavislosti od
viacerych faktorov.

Experiment sa previedol na granul6znych bunkackcméyov nosnic v podmienkach
in vitro, nakdko z biologického a ekonomickéholduiska je doblezité predbezné
ohodnotenie vyznamu kyseliny askorbovej na pohlasystém Ziveichov. Zabezpeenie
reprodukcie hospodarskych zvierat a udrziavanie/ipednej plodnosti znamena Riel
rezervu pre narast ekonomiky celej Ziidmej produkcie, atym aj predpoklad pre
produkciu dostattného mnozstva potravin Zigidneho pévodu. Chov hydiny, ktory sa
nesporne podlia na stabilizacii trhu s masom a masovymi vyrobkami svete, sa
povazuje za rozhodujuce odvetvie iignej produkcie. AvSak ekonomika trhu hydiny
zavisi vo vékej miere od reprodukiych vysledkov chovu, pretoZze faktory vnutorného
prostredia zvierat a vytvorené Zivotné podmienkigdwrinuju ich rast a vyvoj.
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1 SFasny stav rieSenej problematiky doma a v zahrasi

1. 1 Vitaminy

Prijimanie potravy a uspokojenie kalorickej potrebgrivod vyhovujaceho
mnoZstva sacharidov, tukov aj bielkovin by nebdmveku na osoh, keby sa z potravy
nemohlo vstrelda vyuzt’ vSetko,¢o organizmus potrebuje. Vitaminy nie su stavebnou
zloZkou buniek ani zdrojom energie, su katalyzatoamemickych premien, ktoré sa
odohravaju v bunkach a patria medzi ochranné Ig@igansky, 1954).

Vitaminy su nazyvané mikrozZivinami, pretoZe ich mstoo, ktoré telo potrebuje
k normalnejéinnosti, je minimalne. Ziviny (tuky, cukry, bielkow) zasobujuceloveka
energiou sa nazyvaju makroziviny a vstrebavaju sadia vasich mnozstvach, ale bez
vitaminov by ani makroziviny nemohli Byravené a Stiepené za vzniku energie (Mindell,
1996). Chybanie vitaminov v potrave alebo ich diitnd nedostatok vedie od latentnej
karencie  prejavujucej sa neSpecifickymi  priznakmihyppvitaminéza) az
k charakteristickym znakom nedostatku, ktoré moéziaakych pripadoch (avitamindza)
korkit smrté’ne (Keller et al., 1993). V naSich zemepisnychatirksa prejavy avitamin6z
prakticky nevyskytuja, ale k hypovitaminéze mdzgsdéza niektorych okolnosti aj pri
normalnom prijme vitaminov v potrave (Kominek, 1988

Nazvoslovie vitaminov sa vyvijalo &isne s poznatkami o ich ¢iAnosti
a Struktare. Najskér ich pomenovanie suviselo ©omtim, ktoré vyvolalo nedostatok
vitaminu (napr. antiskorbuticky) a neskér sa poaliivel’ké pismena abecedy A, B, C. Po
zisteni, Ze ity fyziologicky €inok ma viacero latok, bol zavededigelny index (A, Az,

B1 a pod. ) a v stasnosti sa pouzivaju aj trividlne nazvy (Uheroi)2).

Rozoznavaju sa vitaminy rozpustné v tukoch a vitlgmmozpustné vo vode, ktoré
su znazornené v tatke ¢. 1 (Keller et al., 1993). \&&ina vitaminov rozpustnych vo vode
sa uvadza vmg avVv g atie, ktoré su rozpustmkach, sa uvadzaju v medzinarodnych
jednotkach 1U. Doportena denna davka je &&nou hrubym odhadom poZadovaného
mnozstva vitaminov a mineralov, ktorych je potrglva normalny rast deti a k prevencii
nedostatku vo vyzive zdravych dospelych, ale neam@moptimalnu davku. Niektoré
vitaminy mézu by v extrémne vysokych davkach jedovaté (Mindell, @99%retoze
organizmus dokaZze liposolubilné vitaminy skladbeaeda mbze ntiaich vysoky privod

aj toxické nasledky (Keller at al., 1993).
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Ako uvadza Michalik (1997), okrem vitaminov exjétwaj antivitaminy,éo su
prirodné alebo synteticky pripravené latky, ktousSia &inok vitaminov.Pozname tri

skupiny antivitaminov:
1. Enzymy rozkladajuce vitaminy
2. Léatky poskytujuce s vitaminmi komplexy
3. Latky svojou Struktdrou podobné vitaminom

Do prvej skupiny mozno zaratnapriklad askorbazu oxidujucu kyselinu L — asketboa

kyselinu dehydroaskorbovii (Skarka a Féiken1992). Do druhej skupiny patri napriklad
aridin, zl€enina poskytujlca s vitaminmi biologicky neaktiwaenplexy a tretia skupina
zahnuje latky svojou Struktarou podobné vitaminom akgniklad p-aminobenzén

sulfoamid, antagonista kyseliny p-aminobenzooveagfdlik, 1997).

1.1.1 Vitamin C

1. 1. 1. 1 Histéria vitaminu C

Skorbut, ochorenie z nedostatku vitaminu C, prdm&@ostihoval namornikov na
dihych cestach na mori. To bolo obzvlagprijemné pre Britaniu, ktorej postavenie stalo
na bojaschopnosti nAmornictva. James Lind, lekdskiého vojenskéhdodstva, preto
vroku 1747 s 12 namornikmi postihnutymi skorbutaskut@nil vedecky experiment
(Zamboch, 1996). Skusal bezné roztoky kloktadiglomvnaval ich s pitim napojov
obsahujucich tanigaju s rumom, vody s octom alebo savou z citrusov (Masek, 1997).
Namornikov, ktori boli postihnuti skorbutom, roztlelo 6 dvojic, piom kazda mala
odlidna, presne dend stravuClenovia jednej z dvojic dostavali denne 2 poméeaa 1
citron. Za 6 dni bol jeden namornik @p&chopny sluzby a druhy sa staral o 10 stale
chorych kolegov, ktorych experimentalna strava hmladobna na vitamin C, ktory bol
vtedy eSte neznamy. Bolo teda jasné, Ze citruséadypobsahuju nigo, ¢o je schopné
skorbut vyligit (Zamboch, 1996). Preto Lind, potom ako lodny lekakto systematicky
lie¢il svojich ndmornikov (Masek, 1997).

Skutainé cielené uzivanie vitaminu C v lekarskej praxtaanamenalo na &@atku
20. stor@ia. Prvy krat bola kyselina askorbova izolovanaokur 1928 madarskym

biochemikom a nositem Nobelovej ceny Szent-Gyorgyim (Zumreoglu-Kar2006).
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V roku 1932 sa vitamin C izolovaldistej forme, neskor sa zistila jeho chemicka Stircet
a podarilo sa ho pripratiaj synteticky (Bdko-Ambrova, 1972). V rokoch 1935 — 1950
doSlo k prvej vékej ,vine* vedeckych prac, ktoré objasvali zakladné fyziologické
i klinické vlastnosti (MasSek, 1997).

1. 1. 1. 2 Charakter vitaminu C

Oficiadlny nadzov pre pévodny antiskorbuticky vitambeZne oznmvany ako vitamin
C, je kyselina L-askorbova (Fragner, 1961). Nazgsekna askorbova dal zlénine pan
Haworth (Séansky, 1954).

Fyzikalne vlastnosti

V prirode sa kyselina askorbova nachadza v dvoaim&oh: redukovana forma
(kyselina L-askorbova) a oxidovana forma (kyseliletydroaskorbova). Tym, Ze kyselina
L-askorbova ma silné redémé vlastnostifahko sa oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovu
a vytvara tak v prirode doélezity vratny oxidoredx systém (Uherova, 2002). Obidve
kyseliny maju rovnaké vitaminov&iaky, diametralne sa vSak odliSuju svojim chovanim
pri ohrievani a vareni. Kyselina L-askorbova nadafitta sa v neporusenych rastlinnych
potravinach je pri beznej kuchynskej Uprave stalarii 100°C, ale kyselina
dehydroaskorbova, na ktori sa kyselina L-askorboyéevaznej vé&ine pri kazdom
naruSeni rastlinnych buniek meni, uz ale tepelabilsé nie je, pretoZze zahrievanitn
varom sa rozklada na vitaminovo tginé zlozky a to kyselinu diketogulonovu, tre6novu
a oxalovu (Habanova, 2006).

Kyselina L-askorbova kryStalizuje v bielych krystakh, je bez farby a vbne, kyslej
chuti. Je vémi dobre rozpustna vo vode, dadobre v nizSich alkoholoch, méalo v acetone.
V éteri, chloroforme, pentdne a benzéne je nerdmpukym krysStalicky vitamin C je
staly, vo vodnom roztoku je tmni citlivy voci vzduSnému kysliku. Oxidaciu neatajne
katalytuju stopy niektorych kovov, napr. medi aezal. Vitamin C je citlivy na svetlo,

najma v pritomnosti riboflavinu (Zuffova, 1954).
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Chemické vlastnosti

Chemicka Struktura vitaminu C je odvodena zo StmykD-glukdzy, v ktorej tento
vitamin vznika v rastlinnych organizmoch (Zachadp2). Logicky mozno teda odvadi
kyselinu askorbovu od kazdej hexdzy, ktord ma na 8. uhliku vitaminu konfiguraciu
rovnaku s kyselinou glukénovou (Fragner, 1961) Sejkturalny vzorec znazauje
obr.¢. 1 (Halliwell, 1990).

Obr.¢&. 1: Strukturalny vzorec kyseliny askorbovej (Hali, 1990).

Prvy stupé oxidacie na kyselinu dehydroaskorbovu je revehzyhiale d’alSia
oxidacia na kyselinu diketogulénovl je uz irevelln®. Mnohym druhom zvierat sa
kyselina askorbova syntetizuje vépai, respektive v olilkach. Vychodiskovou latkou je
kyselina glukurénova, ktora sa redukuje na kyselingulénovi. Z nej sa odStiepenim
vody tvori guléno-laktén, ktorého degradaciou vandskorbat (Schenck a Kolb, 19949,
znazotiuje obrazok¢. 2 (Naidu, 2003). Syntéza vyZaduje dosta® zasobovanie
vitaminom A a E (Schenck a Kolb, 1990krem syntézy, organizmy obsahujiuce enzym
L-gulonolakton-oxidazu, mdéze By KA regenerovana zo svojej dvoj-elektronovej
oxidovanej formy, kyseliny dehydroaskorbovej, v rfjliolvek bunke vSetkych
ZivociSnych druhov (Banhegyi et al.,, 1997). Recyklacia Kjej oxidovanej formy je
nevyhnutna z Fadiska zachovania intracelulatnych zasob tohtomina vo v&Sine
buniek (May et al., 1998). KA vstupuje do bunky xidovanej forme cez glukézovy
transportny systém a v bunke je spéatne redukovarig (Rumsey et al., 1997Doteraz
sa preverilo a pripravilo viac ako 60 raziiych chemickych derivatov L-askorbovej
kyseliny (Zachar, 2004).
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Distribucia vitaminu C v organizme

Obsah jednotlivych antioxidantov je v réznych orgdm tkanivach a zivdsnych

druhoch rozdielny. Naprikladtné SoSovkyudi obsahuju malo SOD alRakyseliny
L-askorbovej (Romero, 1996). Hladiny vitaminu @le Ziva@ichov sa zvySuju tam, kde
prebieha intenzivna regeneracia bielkovin. V nadth sa nachéadza predovsSetkym vo
vyhonkoch a dozrievajucom ovoci. Ztoho sa usudzdg vitamin C nejako suvisi
s regulaciou rastu (Janek a Muntag, 1992).

V tele zdravého dospeléh@doveka sa neustale nachadzaju 2-3 g vitaminu C,
predovsetkym v nadolskach, mozgu a slinnychi’@zach (Zuffova, 1954).

Najvasi obsah kyseliny askorbovej v rezervach tela maogdgcca 334 mg), koza
(248 mgQ), peen (121,5 mg), krv (67 mg), oktky (29,5 mg), srdce a slezina (15 mg)
a ostatné vnuatornosti (29 mg). Extracelularna tieluad’alSie organy maju viac ako 0,5 g
kyseliny askorbovej (516,5 mg). Napadna je vysokackntracia v tkanivach mozgu,
pricom je nizSia v bielej hmote, vySSia v mozgovej kdrgsoka v bazalnych gangliach
a moz@ku a vobec najvysSia v oku,bulbus olfactoriusv hypofyze aasti v hypotalame
(Masek, 1977).

Kyselina L-askorbovéayflakton 2 — oxo — L — (-) — gulénova kyselina) gznamny
vo vode rozpustny antioxidant pritomny v krvnejzotee (Piehl et al., 2005). Koncentracia
askorbatu v krvi sa pohybuje v rozmedzi 2 — 20 ™¢LD — 100umol.I"Y) a v plazme sa
jeho koncetracia pohybuje medzi 40 — J48ol.l * (Stipek et al., 2000). VysSie davky
vitaminu askorbémiu zvySuju v celku linearne az 46 mg, apotom je vzajomna
korelacia nelinearna. Vitamin C sa tiez viaze nalkbvinovy nost, ktory je
makromolekulovej povahy (asi zo 40 % na alfaglabylzbytok na gama a betaglobuliny,
ale pre prienik z likvoru do mozgu sa viaze nadmalprealbuminov).

Vylucovanie kyseliny askorbovej klesai v #noa pri adaptacii na Vké davky
dochédza postupne k deStrukcii molekuly kyselingoasovej, a to ako na oxalat a §O
tak na r6zne degrati@ produkty. DIhodobé podavanie vysokych davokmitau C vedie
k adaptativnej destrukcii, ktora pri nahlom prenidadze spodsobistav hypovitaminozy.

Privod menSich, ale pravidelnych davok je pre ampans vyhodnejsi (MaSek, 1977).
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1. 1. 1. 3. Winky vitaminu C

Antioxidaény u¢inok

Antioxidant je definovany ako latka, ktora ak jeitpmna v nizkej koncentracii
v porovnani s oxidovafaym substratom, vyznamne znizuje alebo inhibujel@siu tohto
substratu. Antioxidanty vo vSeobecnosti chranialdgické Struktary pred dnkom
volnych radikalov. Z chemickéhd’adiska maju antioxidanty charakter fenolovych latok
(Daniska, 1999).

Hlavné dve vlastnosti, ktoré z KA robia idealny iaridant, su jednak nizke
redulkéné potencialy askorbatu a jeho jednoelektronovydaixiy produkt, askorbylovy
radikal a potom stabilita a nizka reaktivita asktoteeho radikalu (Bode et al., 1990).
Antioxidatny &inok askorbatu spiva vtom, Ze redukuje anorganické iorganické
radikaly ako @, HO,, HO', hydrofilné RQ’, NO," a reaguje 0, a HCIO. V&eobecne sa
uvadza (aj k& to nie celkom dokazani vivo), Ze askorbat regeneruje tokoferylovy
radikal (obr. ¢. 3 a 4). Pri tychto reakciach strati elektron a&@mm sa
na semidehydroaskorbat alebo askorbylovy radiki@irykje ové€a menej reaktivny ako
spominané radikaly. Regeneruje sa Specialnou depgdézou zadasti NADH naspgé
na askorbat alebo dizmutuje na askorbat a dehykvdaét. Dehydroaskorbatreduktaza
za Wasti GSH regeneruje dehydroaskorbat na askorb&aldGSH je intracelularny
antioxidant, atak sa pri oxilaom strese askorbylové radikaly mé6zu hroriadi
v extracelularnej tekutine adif tu biomolekuly (Stipek et al., 2000).

Kyselina askorbovéa spolu s vitaminom E patria médavné diétne antioxidanty
s ve’kou fyziologickou ddlezitau a navzajom sa vo funkciach dioga
(Hamilton et al., 2000). Interakcia mozetlriama cez ,sparing” efekt vitaminu C, ktory
zabezpéuje zhaSanie reaktivnych produktov vo vodnom pealitim zabrauje oxidacii
vitaminu E. Vitamin C m& redox - cyklujuci efekt naxidovany vitamin E
v lipoproteinoch a membranach, gamn je doélezity pomer vitaminu C ku vitaminu E
(Gey, 1998). Riziko oxidmého stresu vo ¥ahu ku ochoreniam sa zvySuje,dkée
uvedeny pomer vysSi ako 1,0 (Clazada et al., 19Bahu’ka ¢. 2 poukazuje na vplyv
antioxidanej terapie askorbatu na niektoré ochorenia (Stépek., 2000).
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Obr.¢. 3: Regeneracia tokoferylového radikalu askorbatBtipek et al., 2000).
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Obr.¢. 4: Vzrah medzi tokoferolom a askorbatom (Stipek et 8003
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Superoxiddismutaza

Superoxiddismutaza (SOD) je jednym z antiokidan metaloenzymom pritomna
v tkanivach (Choi et al., 1999). Objav superoxiddiséazy (EC 1.15.1.1, SOD) bol
medznikom pri Stadiu biologického vyznamu superoxiainych vdénych radikalov.
Z dvoch réznych proteinov sa vyvinuli dve skupimgygmov a to SOD 1 a SOD 2.
Cu, Zn — SOD (SOD1) sa sklada z dvoch identickyoljgdnotiek a v kazdej je jeden
atom medi a jeden atom zinku. Je témaestabilny enzym, ktory katalyzuje pri pH 4,5-9,5
(Stipek et al., 2000). Hlavnym iénom kovu v $truktCu,Zn-SOD je i6n medi (1)
viazany Styrmi imidazolovymi atdmami dusika histioNych zvySkov (Xu a Kuppusamy,
2005; Fukuzumi et al., 2002) aten uskuitge prenos elektrénu z jednej molekuly
superoxidu na druhu, gom sa dvojmocna nderedukuje na jednomocnu a potom satopa
oxiduje. Dvojmocny zinok mé stabilizad funkciu a katalyzy sa nesstiuje. Mn — SOD
(SOD2) a Fe — SOD patria vyvojovo a Struktlirne dddj rodiny superoxiddismutaz. Obe
sa vyskytuju u prokaryontov ako diméry. Mn — SOD egezymom mitochondrialneho
matrixu a prokaryoticka Fe — SOD nebola objaver#@veciSnych bunkach a nie su tak
stabilné ako Cu, Zn — SOD (Stipek et al., 2000)o Absledna bola objavena Z&isna
extracelularna SOD (EC — SOD), ktorej molekula nigi §podjednotky. Dismutéciu
katalyzuje i6n medi a molekulu stabilizuje atom kzin(Stipek et al., 2000). Bunky
cicavcov produkuju teda mitochondrialnu Mn-SOD, opyazmaticki Cu,Zn-SOD, Fe-
SOD sa vyskytuje u niektorych baktérii a chloroagHenle a Linn, 1997).

Za podmienok zvySenej koncentracie peroxidu vodika pripade denaturovanej
SOD dochadza k uvé@ovaniu iénu medi zo Struktiry enzymu a tiez k teorb
hydroxylovych radikalov pd klasickej Fentonovej reakce (Xu a Kuppusamy, 2005
Hlavny vyznam SOD spiva v tom, Ze katalyzuje dismutaciu dvoch molekiperoxidu
na peroxid vodika a molekularny kyslik a tym chrdnnky pred oxidativnym pésobenim
tychto reaktivnych metabolitov kyslika (Xu a Kupposy, 2005; Fukuzumi et al., 2002).
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Antikarcinogénny u¢inok vitaminu C

Ziviny antioxidantov, ako vitamin A, C, E a mingrahapr. selénu, chrania pred
rakovinou, pretoZze zasahuju do procesu, ktory dmpdjeorakovinu a sfasne stimuluju
imunitny systém, aby z&il napadnuté bunky eSte predtym, ako s&néaamnozi
(Briffa, 2000), naktko wysledkom pbdsobenia Voych radikdlov mdze by proliferacia
(abnormalne mnoZenie) buniek, ktora vedie k rakeyvirespravnej funkcii buniek alebo odumretiu
buniek (Pelli a Lyly, 2003)Ondrejika (1998) uvadza, Ze vitamin C ma mnostranny efekt
a ako antioxidant je vysokeinny v hydrofiinom prostredi ako odstiava® aktivnych
foriem kyslika aj ako blokator rozvijajucich saik@ovych reakcii.

Dostat@ny prijem tohto vitaminu (300-500 mg) méze chidpred vznikom
rakoviny a uz vzniknuty nador podavanim vysokyclwakadenne (4-5 g) nerastie tak
rychlo ako zvyajne Cervena &erveny, 1994). Vitamin C blokuje tvorbu karcinogéno
z dustnanov v traviacom trakte a preto sa niekedy priddweapotravin obsahujicich
dusinany (Messina a Messina, 1998). Vitaminu C je papany ochranny vplyv proti
rakovine Zaludku, pazeraka &tka maternice. Definitivne to nie je dokazané lazitom
k tomu, Ze potraviny obsahujuce vitamin C su zdrojaktiez karoténu, kyseliny listovej
adalSich potencidlne ochrannych zloZiek (Keller etE993).

Boli uskuta@nené viaceré vyskumy zaoberajlice sa uUlohou vitar@iraipotravin
bohatych na tento vitamin v boji proti zhubnym néae. Stadie vo v&ine potvrdzujd, ze
vitamin C je jednym z najsilnejSich prostriedkotownto zapase, ktoré telo ma
(Mindell, 1996). Mindell (1996) poukazuje na vydtgdviacerych Studii zameranych na
acinok vitaminu C v boji proti zhubnych nadorov, ld@U znazornené v talike ¢. 3.

Dalsie (inky vitaminu C

* podid’a sa na vyznamnych hydroxgteych reakciach prebiehajucich v organizme
a pIni dve hlavné funkcie, a to ako kofaktor niekth hydrolyz a reduiné ¢inidlo
(Velidek, 2002Duratkovéa, 1998)

* je nutny ako kofaktor enzymov pri syntéze kolagénpri premene dopaminu na
noradrenalin (Stipek et al., 2000)

* je schopny redukovatrojmocny ién Zeleza na dvojmocny a ma vyznam pre
resorpciu Zeleza &evach, pretoze Zelezo v oxiaem stupni (lll) sa len malo

rozpu$a, ale na druhej strane, v pripade nekontroldnéteo redukného procesu
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a zlyhania kontroly metabolizmu Zeleza, vytvaragliym L-askorbova potencialne
nebezpény substrat pre Fentonovu reakciu (Cross et adQ)1L9

timi toxicitu rozliénych lieiv (arzenobenzoly), ale nema sa podasgridavkami
Zeleza, aby nepbsobil apre-prooxidéne (Béderova, 2000)

ma vplyv na tvorbu medzibunkovych tmelovych subsifakde napriklad prispieva
k utesneniu cievnych stien a tym zniZzuje sklon kuakaniu a teda p6sobi aj ako
faktor zvySujuci odolnasproti infekciam (Kominek, 1988)

posobi ako prirodzené pretaalo (Mindell, 1995)

urychluje degradaciu cholesterolu nac¢alé kyseliny, ¢im podporuje jeho
vylu¢ovanie do dle (Butko a Ambrova, 1972)

aktivuje mnozstvo enzymov a hr4q délezitu ulohu lpunkovom dychani ak sa
podava spolu s kyselinou listovou a vitaminom,, Bpodporuje dozrievanie
¢ervenych krviniek v kostnej dreni, zvySuje fyzickjkonnos a uryciiuje celkovu
regeneraciu organizmu (Farka$, 1996)

pozitivhu Ulohu zohrava pri niektorych detoxikgich procesoch v organizme
vystavenom pésobeniu chemickych Skodlivin (88n1999)

stimuluje tvorbu interferénu, prirodzeného usmra@vairusov a mobilizuje bunky
s ochrannou funkciou (Inlander a Moranova, 1994)

pri vysokych davkach méze pbsolako prooxidant (Hain, 2004)

moze redukovd metmyoglobin, dugnany, chindny, hydroperoxidy lipidov
a podobne (Takacsova a Pribela, 1996)

regeneruje fenolické antioxidanty aviaZze stopy dvovz prostredia tvorbou
chelatovych latok (Rosival a Szokolay, 1983)

svojimi imunitnymi vlastno&ami imunitné poméha taktiez astmatikom, v ktorych
krvi je nedostatok kyseliny askorbovej (Jordan anAalova, 2001)

pri sprAvnom zasobovani vitaminom C sa ufyg@ nervosvalové reakcie, zvySuje
sacinnog’ mozgu a zmensuje toxické pdsobenie jedov (Bulkd989)

zvySuje @inky chemoterapeutik a redukuje neziadugieky cytostatik

(Loucka, 2003)

chrani vé&a biologickych dinnych latok o. i. vitaminy A, E, BB,, kyselinu
listova, kyselinu pantoténovu a biotin pred camim pdsobenim kyslika

(Ungerova-Gobelova, 1999)
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posobi preventivne proti nadche a nachladnutiusgeymozgovEinnos’, posobi
proti unave (Bodlak, 2002)

niektori odbornici ho odpotaju ako preventivny prostriedok pri SIDS

(syndrém nahlej smrti ddipt) (Mindell, 1995)

ma vyznamnu funkciu zladiska eterogenézy pri degradéacii cholesteroluy ked
prostrednictvom cytochromu P-450 vnaSa do sterbloyadra cholesterolu kyslik
a rychlog tejto hydroxyl&nej reakcie limituje celkova rychlés premeny
cholesterolu na Zbvé kyseliny, takze pri deficite KA je tato reak@pomalena
a znizuje sa schopndpeene odburauacholesterol (Enstrom et al., 1992)
oddaluje aterogenézu ato tak, Ze zalja oxidacii nebezgaych a vémi
aterogénnych malych LDEastic vychytavanim VKR pomocou LDL-receptorov
a tiez znizuje adhéziu trombocytov na cievny end@edovas, 2001)

chrani 'udské spermie pred oxiglaym poSkodenim ich DNA atym pred
vrodenymi vyvojovymi chybami (Mindell, 1996)

je délezitym kofaktorom hydrolyzacie lyzinu a pralj a tym tvorby kolagénu,
ktory je ddlezity pre rast a obnovu tkanivovych iekn(Sepan, 2001)

pri vysokych davkach méZze znizhladinu histaminu az o 40 %p mbéze vies
k zmierneniu problémov vyvolanych sennou nadchoundéll, 1996)

priamo vychytava reaktivne metabolity kysliku aidlus ktorymi su hydroxylovy
radikal, peroxylovy radikél, superoxidovy aniontovgdikal, oxid dusnaty, ale
taktiez zl&eniny neradikalovej povahy, napr. kyselinu chléroagpn, singletovy
kyslik a peroxynitrit (Carr a Frei, 1999)

chrani lipidy pred peroxidaciou (Hillstrom et al2003) pravdepodobne
znemoznenim naviazania Zeleza do plazmatickyclpigieinov

(Berger et al., 1997)

mé& protiinfekny synergizmus s vitaminom ;Ba Bs, zcasti antagonizmus
s retinolom, ochranny vplyv na lyzozomy s aktivacienzymatickej sekrécie
a s @ag’ou na syntézach dbélezitych metabolitov a tak sachiioje reakcia
dopamin — noradrenalin a tryptofan — serotonin

je nevyhnutny pre konverziu kyseliny listovej nadukovanu formu -
tetrahydrolistovu. (MaSek, 1977)
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* je sag’ou cytochromového systému (cytochrénmyual® 450) a ako donor vodika
meni za priaznivych podmienok napétie vodikovychstikov na povrchu buniek
a tym zcasti znizuje hydrofébiu (MaSek, 1977)

e chrani @ucny surfaktant pred posobenim kyseliny chlérnejnikajucej
v makrofagoch (Stipek et al., 2000).

1.1. 1. 4 Potreba vitaminu C

Fyziologicka potreba vitaminu C

Nedostatky v zasobovani obyvigtya zeleninou a ovocim v severnych pasmach
Eurdpy nutili vedcov, aby objasnili, aka je skina fyziologicka potreba tohto vitaminu
(MaSek, 1997). Nazory na dopoamy denny prijem tohto vitaminu sa liSia aj prémsa
za ugitych podmienok méze chovaako oxidant a to najmd za pritomnosti redoxne
aktivnych iénov prechodnych kovov (Halliwell, 1996)

Konzervativna anglicka doparena davka, ktora ,bezpee chrani pred skorbutom®
(t. j. asi 10 mg u dospelétoveka pri beznom Zivote) bola zvySena na 30 mag@davka
bola povaZzované za antiskorbutickl (MaSek, 199p}intalna denna potreba vitaminu C
sa odhaduje pre d@jta adeti na 25 — 30 mg denne, pre dospelych r&070ng
(Setansky, 1954). Niektori vedci odp@aju prijem vitaminu C v gramovych davkach,
pretoze poth ich nazoru len pri naplneni zasobnika tela s@atpe optimalne zdravie
a vykonnos. Na to by bolo potrebné prijadlenne najmenej 200 mg. Nazory na mnozstvo
sa vSak rOznia, pretoze pri takychto davkach podiait@ne vstrebanej kyseliny
askorbovej vyrazne klesa (MaSek, 1997). Mindell 9@)9 odporda 1 000-2 000 mg
vitaminu C denne, pfom esterifikovana, pomaly sa Uwwjuca forma vitaminu C, je pre
Zaludok SetrnejSia.

Nemecka spoknog’ pre vyzivu (DGE) vypracovala smernicu dennej fdmfre
vitaminov, ktora je znazornena v t&#ke ¢. 4, prcom je upravena iba na potrebu vitaminu
C (Ungerova-Gaobelova, 1999).
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ZvySend potreba vitaminu C

Potreba vitaminu C moze HyvySena za fyziologického i patologického stavu:

v gravidite a dajenti, kedy sa zvySuje na 80 — 120 mg:téMindell, 1995)

- pri strese, aktivacii nadobiek, infekinom ochoreni, hormonalnej poruche

- pri zvySenom naroku na nervoviinnog’, ateroskleréze (MaSek, 1977)

- pri uzivani niektorych liekov, napriklad kyselingetylosalicylovej (acylpyrin),
pretoZe az trojndsobne uryche odstranenie KA z organizmu (Mindell, 1995)

- pri svalovej praci, hortkovych ochoreniach, zvySené&innosti Stitnej Fazy,
diabetus mellitusAddisonovej chorobe (8ansky, 1954)

- pri strave bohatej na proteiny (MaSek, 1997) adfitSie trvajucom diétnom

stravovani akym je napriklad Zalsho —¢revné ochorenie, ktoré skryva v sebe

nebezpéenstvo avitamindzy alebo hypovitaminézy ,C", predqari tejto diéte

sa obyajne vylwuje surové ovocie a zelenina a na druhej strana byv

pri tychto ochoreniach poruSena rezorpcia vitami{8siansky, 1954).

VySSi prijem je potrebny u starSitindi, Sportovcoviudi pracujucich v hordcom prostredi,
pacientov podrobujicich sa dialyze, u tehotnycm &dych, ktoré uzivaju antikoncape
pripravky.

Fajciari dokazu vyu#i len 60 % prijatého vitaminu C (MaSek, 1997), d@ie
denna odporiana davka zvysSena na 100 mg.ckaj by pre udrZzanie adekvatnej hladiny
potrebovali aspp 200 mg vitaminu C a tato potreba je hradena, alesae skonzumuje 5
porcii ovocia a zeleniny (Mindell, 1996). Ewjri potrebuju viac vitaminu C aj preto, Ze
vyfaj¢enie jednej cigarety znehodnoti 25 — 150 mg vitan@n(Mindell, 1995). F&gnie je
najpodstatnejSim faktorom vyvolavajudigeny karcinbm priblizne u 85-90 % pacientov
(Trachtenberg et al., 1998pdsobujuce oxidativny stres, ktory vyvolava poklés
v plazme, ale taktiez v tekutine obsiahnutej v @yibh cestach (Lykkesfeldt et al., 1997).
Fagiari maju vysSiu koncentraciu produktov lipidovegrpxidacie a nizSiu plazmaticku
koncentraciu KA ako neféijari (Morrow et al., 1995). Pri pasivnomdapi chrani zvySena
koncentracia KA pred rychlym poklesom antioxidagkino obranného systému v plazme
(Valkonen a Kuusi, 2000).

ZvySené naroky na privod vitaminu C maju tieZ di@hepretoze ich organizmus

ma problémy s jeho prepiahim cez bunkovid membrandialej l'udia s chorobami srdca
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aciev, po operaciach av rekonvalescencierfena aCerveny, 1994). V zaujme
dosiahnutia maximalnehaiiaku vitaminu C netreba zabutj&e najlepSie dinkuje spolu

s bioflavonoidmi, vapnikom a magnéziom (Mindell,959. Spolu so zinkom pomaha
chrant’ organizmus pred nebezjmym kadmiom a Skodlivymi dinkami exhalatov, preto
je vhodné zvy§i jeho prisun vSade tam, kde je silne &siené ovzduSie (Husarova a
Guricanova, 1998). Jednou z moznych ciest, &kstaine zabrani vplyvu nepriaznivych
faktorov Zivotného prostredia na nas organizmudpjgria’ mu prisun vitaminu C v oVa
vacsom mnozstve ako kedykeek predtym (Smith et al., 1999).

Nedostatok vitaminu C

Hlavnou préinou jeho nedostatku je nespravne stravovanie,statitné mnozstvo
cerstvého ovocia a zeleniny a pridlhé varenie adgklanie potravin. Jeho nedostatok sa
prejavuje ¢astym prechladnutim, citlivymi sliznicami, sklonoku kicovym Zildm
a hemoroidom, nadvahou, poruchami spanku a deprgskatarmi — az po bronchialnu

astmu (Ungerova-Gobelova, 1999). Priznaky pri maZnedostatku vitaminu C:

- nechutenstvo

- modriny (ahké alebo malé poranenie spésobujuce modravéesiarkoze)

- Unava (vyerpanie, slaba’s nedostatok chuti k fyzickej praci)

- Zalud@&né acrevné tazkosti (gastritida, vredova choroba Zaludk&nikvé
a traviace’azkosti)

- vypadéavanie vlasov

- krvacanie z nosa

- pomaly sa hojace rany a zlomeniny (Mindell, 1995)

- zniZzen& odolnasproti infekinym chorobam

- poruchy v tvorbe dentinu a kostnej spongidzy, pdbyshcasta paradentoza

- krvné vyrony pod koZou, ddasien, do sliznic

- degenerativne zmeny kostnej drene, ktoré spésatpgimalenie erytropoézy
a spbsobuja vyvin anémie

- spomalené zrazanie krvi (Kominek, 1988)
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Jarta (1991) uvadza, Ze nedostatok vitaminu C sa spearspodnefasti jazyka.
Pri jeho nedostatku sa na tomto mieste vyskytujtutaiuté cervené Zilky. Dalej sa
objavuju malé Skvrny a skupirdervenych Skvrniek alebo Supin na ramenach. Neskorsi
symptomom je krvacanid€asien pricisteni zubov alebo pri zahryznuti do ¢olo tvrdého.

V praxi sa¢lovek nagastejSie stretava s hypovitaminézou ,,C" vo formmgh Unavy,
zvySenej naklonnosti kinfégkym ochoreniam a paradent6z {&esky, 1954).
Avitamindza C sa v detskom veku nazywarbus Moéller — Barloyu dospelychskorbut
U malych deti je jeho hlavnym prejavom krvacanigaktovej zony kostto moéze mé za
nasledok poruchy rastu. Podobne moézd ppstihnuté aj zubné zarodky, kde potom
vznikajutazké poruchy formécie. V Ustnej dutine je veduchanmkom krvacanie sliznic,
najma gingivy. Vznikarazka gingivitida hyperplastického charakteru. Na@jskastava
ulcerézny rozpad, deStrukcia alveolu a kiavanie zubov. V naSich podmienkach hygieny
a vyzivy k taktotazkym prejavom nedochadz@astejSia je hypovitaminéza C, najméa
u deti umelo Zivenych, pretoze kravské mlieko jeddbné na vitamin C. Hypovitamindzy
moZzu vznikndi aj neskor, pri dlhotrvajacich hatkiovitych ochoreniach, kedy pri zvySenej
spotrebe vitaminu jeho prisun viazne. Tento stamezgyvapreskorbut(Kominek, 1988).
Jedné sa o chronicky latentny deficit vitaminu j& o prevalentné ochorenie civilizovanej
populacie (MaSek, 1977). V Ustnej dutine sa préktitachadza len gingivitida so sklonom
ku krvacaniu. Vzniku hypovitamindzy sa da prédidiodnou Zivotospravou a prijmom
potravin na vitamin C bohatych. U ohrozenych detgpriklad pri chripkovych
ochoreniach, je vhodné podd&varofylakticky vitamin C (Kominek, 1988).

Skorbut

Klasickou chorobou nedostatku vitaminu C je skarBal opisany uz v roku 1550
p. n. I. aaz do 18. st. byval tagtejSou ptinou smrti namornikov. Jej priznakmi je
Unava, malatna@s zniZenie p&u cervenych Kkrviniek a poruchy vézivovych tkaniv.
Historicky opis spomina pomalé hojenie ran, krvé&amosa a krvné podliatiny, zdurené
d’asna, z ktorych sa uliuju zuby a sladkasty zapach z ast (Ungerova-Gokelb999).
Najtazsiu formu popisal Jackques Cartier, kapitan lkiditd v roku 1536 skumala rieku
Sv. Vavrinca v Kanade: ,Niektori muZzi Uplne striasilu a nemohli sa udr£ana nohéach.
Ini mali koZu posiatu purpurovo krvavymi Skvrnaktioré sa Sirili oclenkov cez kolena,
stehna, ramena az na krk. Z ast im zapachkizena mali tak mékke, Ze z nich vSetko maso

opadavalo az na korene zubov, ktoré tieZ skorcky3etpadali“ (Zamboch, 1996). Steny
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drobnych cievok tvori z \f&ej miery spojivové tkanivo, preto je jednym z regjhejSich
priznakov nedostatku vitaminu C krvacanie (Mind&896). Uz newfoundlandski Indiani
vedeli, Zetaj zo smrekoveho iRdia tuto chorobu li& (Ungerova-Gobelova, 1999).

Ku koncu zimy trpeli ¢asto miernejSimi prejavmi skorbutiiudia v nasich
a severnejSich zemepisnych Sirkach, pretoze ickinjia zdrojom vitaminu C bola
zelenina ajablka, v ktorych obsah v tomto obdobstail potrebe. Zasadny prelom
prinieslo zavedenie zemiakov, ktoré su schopnéytog&’ vyznamné mnoZzstvo vitaminu
C i na konci zimy. Hospodarsky rozmackdaka ktorému nikto v Europe a Amerike netrpi
nedostatkom potravin, priniesol prakticky likvidaciskorbutu. BezZn& dostupmos
najréznejSich juznych plodov a prikknie sa ku konzumécii zeleniny Sancu skorbutu eSte
zmensili, aj ke’ sa m6ze vyskytntiu starSich’udi, ktori si samy nevaria a stravuju sa
otakava. Prejavmi nedostatku méze trpidez novorodenec, pokigeho matka péas
tehotenstva prijimala vysoké davky vitaminu C (Zaoih 1996). Uz 15 mg stana
odstranenie vSetkych viditeych priznakov skorbutu. Ak sa vS&lovek stravuje bez

vitaminu C viac ako 4 alebo 5 mesiacov, méze zanhflimgerova-Gobelova, 1999).

Toxicita vitaminu C

Vo vSeobecnosti je znaSanlivovitaminu C vémi dobra. Niektori vedci su
zéstancami ,megadavok” a odpdaiju ich vzifadom na vBmi Specificky ligivy G¢inok
v tele. Skutonog’, Ze &inok takychto davok nemé uz¢ngpola@né s normalnym dinkom
vitaminov, sa moze pritoitahko prehliadnti(Ungerova-Gobelova, 1999).

Intoxikacia kyselinou askorbovou je vzacna, skéogvuju vedlajSie &inky ako
znizenie hladiny vitaminu B znamky megaloblastickej anémie, vzostup rizik&ongch
konkrementov a pri megadavkach v gravidite sa wrmmencov méze objatviskorbut
(Stipek et al., 2000). Medzfalsie vedajSie &inky patri tieZ nevbnog’ a zvracanie
(Ungerova-Gobelova, 1999). Tvorbe #noych kaméov sa d&iastaine vyhnd uzivanim
magnézia, vitaminu Sa dostatdnym pitnym rezimom, péom sa tato suplementacia
odpor&a osobam, ktoré uzivaju KA o mnozstve viac ako mgldenne (Mindell, 1995).

Toxické reakcie pri askorbate sU'we vzacne, ale vyskytli sa pri davkach nad
4 g.dei’. Vysoké davky vitaminov mdZu i bez toxickych pekov narudi rovnovahu
antioxida&nych systémov, pretoZze antioxtth& vitaminy su za ditych podmienok tiez

prooxidantmi a teda tvoria radikaly (Stipek et &000).
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Vitamin C vdennych davkach cez 2000 mg mbéze dpOsavanovanie
antihistaminik, ktoré mézu pomdemierni’ alergické problémy. Niektoryrfudom vSak
moZu takéto davky vitaminu C spdsobovalud@né kcée, hnaky ¢i sucho v nose. Riziko
neprijemnych velhjSich @&inkov je mozné zniZirozdelenim tejto davky vitaminu C
na dve davky po 1 000 mg ajeho uzivanim po jdatkid ved’ajSie &inky vysokych
davok neprestavaju, je potrebné jeho uzivanie piteru

Vysoké davky vitaminu C mozu zmeénivysledky niektorych laboratornych
vySetreni, a preto je potrebné informtuvakara o uzivani, aby sa nestanovila chybna
diagnoza. Vitamin C mé6zZe napriklad prekqgyritomnos krvi v stolici. U diabetikov je
potrebné mysli& na to, Ze pri prijme VY&ého kvanta vitaminu C sa mbze nepresne
stanovi’ cukor v mai, aj kel existujd metodiky, ktoré nie su citlivé na kyselin
askorbovu. Taktiez pésobenie warfarinu, lieku pdeodeeného proti zraZzaniu krvi, sa

modZe zvrati, ak sa konzumuje Yké mnozstvo vitaminu C (Mindell, 1995).

1. 1. 1. 5 Zdroje vitaminu C

LCudia, opice, mamatd a netopiere stratili v evollcii schophosyntetizové kyselinu
askorbovu, pretoZe sa degeneroval gén pre koncogyne biosyntézy askorbatu ato
gulonolakténoxidaza (Nishikimi a Yagi, 1996). lbastliny a vaSina Ziv@&ichov dokazu
vitamin C syntetizoua z glukézy cez kyselinu glukuronova (Hijova et @003). U
Zivogichov, ktori stratili schopnéssyntézy, musi yKA prijata v strave

(Carr a Frei, 1999) alebo roznymi suplementami @ih 1996).

Prirodné zdroje
Jeho najbohatSimi zdrojmi su Sipky (az 2000 mgytrak (1500 mg), prvosienka
(430 mg), ziliava (110 mg.100 Y jedlého podielu),d’alej paprika, paradajky, kel,

zemiaky, ribezle, petrzlenovanar, chren, listova zelenina, citrusy, jahody, chren,

ruzickova kapusta, kiwi, mango, papaja, brokolica a pogo(Mindell, 1996).
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Ovocie a plody

Vasilievova al’ubinska (1987) uvadzaja, Ze na vitamin C s najtSehaSipky
oranzového sfarbenia s odstavajucimi zvySkami ket listkov. Druhy Sipok s nizkym
obsahom vitaminu C maju tieto listky pevne péileé k plodu. Priemerny obsah vitaminu
C v 8ipkach sa pohybuje okolo 354,4 mg.10b (yluchova et al., 2001). Pritom je
zaujimave, Ze Sipky, citrony, pomatanacierne ribezle neobsahuja enzym askorbinazu,
ktory vitamin C néi (Mindell, 1996). Vitamin C zo Sipok obsahuje taebnoidy a rézne
enzymy, ktoré lahtia jeho vstrebanie. V tablke ¢. 5. 1 — 5. 3 S&ansky (1954) poukazuje
na rézne zdroje vitaminu C a na jeho obsah v m@Ovglpotravy.

Kiwi je neobyajne cenny zdroj vitaminu C. V 100 g, ktoré predsjiajeden vasi
plod, sa nachadza 100 az 150 mg tohto vitaminuy Kica délezitd ulohu pri zvySovani
celkovej obranyschopnostudského organizmu (Lichardus, 2000). Jedno kiwiabbfe
120 % DDD (Mindell, 1996).

Jeden stredne iy pomarar obsahuje 70 mg kyseliny askorbow&, je 0 10 mg
viac ako DOD pre neféjarov a Salka tejtotavy obsahuje 124 mg vitaminu C. V polovici
graperfrujtu sa nachadza asi 41 mg vitamin&dCsu 2/3 dennej odparanej davky pre
nefagiarov a vybornym zdrojom su tiez jahody, pretozinge Sadlka obsahuje 82 mu je
120 % dennej odpotanej davky (Mindell, 1996).

Zelenina

Obsah vitaminu C koliSe v ramci toho istého drublerziny v zavislosti
od kultivaru, stupa zrelosti, terminu zberu a pestoVatej oblasti. Jeho obsah priaznivo
ovplyviiuje dostatok svetla a ultrafialové Ziarenie, speavyZiva, priemerna vihk69pody
a iné faktory. RozlozZenie kyseliny L-askorbovej j@erovnaké ani v jednotlivyctiastiach
rastliny (Pevn4a, 1989).

Vitamin C prijimame najma v rastlinnej potrave.aBi’ky ¢. 5. 1. vyplyva, aké
pomerne vEké mnozstvo vitaminu C je v zelenej paprike. Alopimalna denna potreba
50 mg pre dospeléhtioveka, mdze toto mnozstvo kr® — 5 dkg Salatu zo surovej zelenej
papriky, 10 dkg surovej kapusty alebo jednym citmdn(S€ansky, 1954). Jedngervena
paprika obsahuje viac ako 150 % DOD pre rngdapv (Mindell, 1996). Jedn#&ajova
lyZicka suSeného petrzlenu, ktory ma len 38 kaloriikpmge jednu patinu odpotanej

davky vitaminu C. Nenachadza sa tfav@itaminu C ako v pomarémch, ale je ho viac
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ako v inych jedlach. PetrZlen sa vSak nepovaZujehpany zdroj, pretoZze je imni tazké
konzumovéd dostaténé mnozZstvo petrZzlenu, aby to malo signifikantnydipb na
celkovom prijme vitaminu C (Messina a Messina, 19¥8odnym zdrojom ja napriklad
kalerab, ktory sa nazyva citronom severu, pretoaezhruba rovnaky obsah vitaminu C

ako toto citrusové ovocie (Hocman, 2000).

Zivocisne produkty

Zivocisne potraviny maju nizky obsah vitaminu C. Vyznaejsie z nich s len
nadoblEky, pripadne inélazové organy a rybacie ikry. Obsah vitaminu C w&inych
produktoch je délezity najma pre Eskimakov, ktodnkumuju prevazne bielkovinovu
a tukovu stravu (Btko a Ambrova, 1972). V talfike ¢. 5. 3. Séansky (1954) poukazuje
na obsah vitaminu C v 100 g z&isnych produktoch a v tatke ¢. 6 su uvedend&alSie
zdroje vitaminu C a percentualne vyjadrenie krgtganej odporéanej davky
(Ungerova-Gobelova, 1999).

Ak nie je kdispoziciicerstvy produkt, ako nahrada je prifi@ mrazen&i
konzervovana forma (Mindell, 1996). Vitaminy by seli prijima v celom komplexe
latok v prirodzenej forme v potravinach, pretoZglepgie posobia s ostatnymi latkami
(Cervena &erveny, 1994). Efektivnégprirodného, v rastlinach obsiahnutého vitaminu C
je 3-5 krat vySSia ako tabletového (Pizl, 197 7adavané vitaminy
(v injekciach, tabletach) maja vyznam len v radilalliecbe niektorych ochoreni
(Cervena & erveny, 1994).

Syntetické zdroje

Na otazkugi maju ,prirodné“ alebo ,syntetické” vitaminy rozdiny &inok, sa da
z vedeckého aspektu odpovédan zaporne, pretoze z chemickej stranky ide otidieé
substancie. ,Prirodné vitaminy“ s do &inku liSia od ,syntetickych* len tym, Ze
v potravinach sa nachadzaju vzdy vo vazbe s inydlezitymi latkami a nikdy nie
izolovane (Ungerova-Gobelova, 1999).

Vitamin C patri k ndjastejSie vyuzivanym suplementa@iuz vo forme tradinych
tabliet, tabliet s retardovanymcigkom, sirupu, prasku, zuvky alebo cukrikov. Je
dolezité, aby sa v krvi zabezfla jeho stala vysokd koncentracia, a preto sa agpo

pouZiva pripravky s prelfenym @inkom (Mindell, 1995). PiZl (1977) uvadza, Ze
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efektivnog podavania vitaminu C v tabletach zavisi od vySkgnprdzovej davky.
Z gramovej davky telo vyuZije 75 %, z dvojgramové} %, z trojgramovej 39 %,
Stvorgramovej 28 %, pgramovej len 20 % (Mindell, 1995) a z davky 12 gabsorbuje
iba 16 % pdvodného mnozstva vitaminu C (Stipek.e2800). Z toho vidi§, Ze vy3Sie
davky, ktoré sa niekedy odp@aju, treba rovnomerne rozdeldo celého #la, inak sa
hodinach od konzumacie. Vyufites’ tabletkového vitaminu C sa zvysi, ak ho
konzumujeme so surovou zeleninou alebo ovo¢iisty vitamin C sa vyraba z dextrozy
ziskanej z kukurice. V pripravkoch sa uZz ani kutarriani dextr6za nenachadza.
NajkvalitnejSi je pripravok vitaminu C obsahujuciplny komplex vitaminu C
pozostavajuci aj z biologickych flavonoidov, hesgigtu a rutinu. V tabletacti tobolkach
moze by az 1000 mg mnozstvo vitaminu C, v praskovej fordo&konca 5 000 mg.
NajcastejSie uzivana denna davka sa méze tmervzmedzi od 300 mg po 4 g (Mindell,
1995) avSak netreba zabfidaa to, Ze vitaminové alebo mineralne tabletky ls& i

doplnkami a nie nahradou za zdravu stravu (BriztzQ0).

1. 1. 1. 6 Straty vitaminu C

Prisun vitaminov v zakladnej potrave moze bice dostatmy, ale skladovanim alebo
kuchynskou Gpravou s#asto znehodnocujli, atym vznika ich nedostatOknfena a
Cerveny, 1994). Vitamin C je imi citlivy na teplo, kyslik, svetlo, vihkdsa pridihé
skladovanie (Mindell, 1996).

Straty vitaminu C pred kuchynskou Upravou

Vitamin C je jednym z citlivych ukazovd®v zmien v surovineéi uZz paas
transportu, skladovania alebo spracovania (VeliZ®02; Duratkova, 1998). Jeho
zachovanie je kritériom arovne technoldgie spran@avocia a zeleniny (Balastik, 1975).
Doplnenie potravinarskych kyselin a pouzitie sundydhatych na kyseliny zvySuje stupe
uchovaténosti vitaminu C pri spracovani, i jeho stélostigiisobeni vysokych tepl6t. Pri
spracovani kyslych surovii€rne, ¢ervené ribezle, kyslé odrody jib znasa kyselina
askorbova zahriatie az 100°C. Pri rozmrazeni oveaiaritaminy uchovavaju dobre, ale
striedanie nizkych tepl6t a rozmrazovania sa prggagkodlivo na biologickej hodnote

potravin (Sapiro, 1988).
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Straty vitaminu C v zelenine a zemiakockigotransportu, uskl&advania a varenia su
rézne. Poas transportu az po prichod do obchodu sa strac0a80 % vitaminu C, pri
trojdnovom uskladneni v chladtke 17 % a pri normalnej izbovej teplote 50 %

(Bucko a Ambrova, 1972).

Pod’a odhadu z 80. rokov v USA z celkového mnoZstviat@to vitaminu C pochadza
20 % zo zemiakov a 18 % z citrusov. U nas su zeyniakojom asi 30 % vitaminu C
(Zamboch, 1996). Obsah vitaminu C v zemiakoch zé@dsrainého obdobia, v ktorom sa
konzumuju. Straty kyseliny askorbovej mézu dosiatenti80 % (S&ansky, 1954). Znma
pozornog je venovana vplyvu skladovania na obsah vitaminZ& vhodnu teplotu je
povazované rozmedzie 5 — 10 °C. Ale aj za dobryotinpenok skladovania sa neda
vyhnt tomu, Ze ku koncu skladovacieho obdobia sa zaclasialen jedna tretina
povodného mnozstva, ale ani to nie je malo, prefedaa porcia takychto zemiakov
pokryje aspt Stvrtinu doporgenej dennej davky (Zamboch, 1996jm niz3ia je teplota
miestnosti, v ktorej su uskladnené, tym viac kyselaskorbovej ostava zachovanej, ale

nesmu namrzni(Setansky, 1954).

Straty vitaminu C poéas kuchynskej Upravy

Pri zhotovovani jedal je potrebné Bido Uvahy, Ze niektoré vitaminy sul'w@ nestale
alahko sa riia rozlicnymi tepelnymi a chemickymi vplyvmi pri priprave
(Setansky, 1954). Re@s varenia, ak sa zelenina a zemiaky vloZili dacaj vody, sa strati
12 % vitaminu C a ak sa vlozili do studenej vody3&82% (Buko a Ambrova, 1972).
Taktiez pridanie jedlej sody do vody, aby zelenossala zelena, &ii pritomné vitaminy
(Setansky, 1954). Zemiaky stracaju varenim aleb@epan 30-70 % kyseliny askorbovej,
varenim v pare okolo 5 % a rozttmé zemiaky su ochudobnené o 25-75 %d’'@ddho,
aky ¢as uplynie od pripravy po konzumaciu. K rychlymagim vitaminu C dochadza
v zemiakoch, ktoré su po uvareni udrZzované hor@edobné zasady ako pri vareni
zemiakov platia i pre pripravu zeleniny, z ktoreghadza asi 45 % vitaminu C. Z ovocia
pochéadza asi 15 %, z mlieka 3 % a z masa 2 % (Zeimi®96).

Vel'mi nepriaznivo pdsobi ohrievanie. Zelenina pripreveredchadzajici dea na
druhy de zohrievana nema prakticky uz Ziadne vitaminyéBsky, 1954).
Pri norméalnom vareni sa straca asi 13 % vitamipaanim asi 30 % (Zamboch, 1996).
V tabu’ke ¢. 7 su uvedené straty vitaminu C v potravinach pmhknskej Uprave
(Setansky, 1954).
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Vitamin C sa d’alej strdca okystovanim vzduSnym kyslikom. Preto rdzié
pasirované zemiaky a zemiakova kaSa nemaju uz gkadoe vitaminy (S&nsky, 1954).
Straty su zapéinené jednak vysSou teplotou, ale hlavnu ulohupnistup vzduchu, takze
rozpadnuté zemiaky stracaju za hodinu asi 75 %nita, pri pevnejSich kusoch je strata
za jednu hodinu asi 35 % (Zamboch, 1996). Zeleainamiaky sa maji varto najkratsie
a vodu pred vloZenim potravin treba nechekd’ko minut vrie’, aby z nej unikol kyslik.
Dodat@né prihrievanie spésobujgalSiu stratu asi 30 % (Bko a Ambrova, 1972).

Na vitaminy pbésobi nepriaznivo aj pritomtiosektorych kovov, najma Zeleza, medi
a zinku (Seansky, 1954). Preto je dobré ovocie a zeleninu cep@va nastrojmi
z vhodnych materialov, ktorymi su napriklad hliniknelé hmoty, ale i nerezova dce
(Zamboch, 1996).

Straty vitaminu C poéas konzervovania

1. Zmrazovanie- za hlavnu pgiinu Ubytku vitaminu C v ovoci su povazované krygyal
ladu, ktoré sa tvoria pas zmrazovania, a ktoré poskodzuju steny bunielavés
vytekajluca z porusenych buniek potom prichadzagmmnrazovani do priameho styku so
vzduSnym kyslikom a pri regeneracii enzymov nastgeghla oxidacia vitaminu C. ZvIés
nepriaznivo posobi zmrazovanie pri kolisavej teplovtedy ovocie izelenina straca

takmer vSetok vitamin C (Cerevitinov, 1952).

2. SuSenie -pri suSeni na slnku straca ovocie a zelenina takw§etok vitamin C.
Napriklad kapusta susena pri 37 °C a skladovanalmovej teplote 15-20 dni straca 93 %
povodného vitaminu C. Pre lepSie uchovanie povodn@nozstva sa odpara za&at
suSenie vysokou teplotou (okolo 100 °C), aby s&ilanaskorbinaza, ktora &ii tento
vitamin. Okrem askorbindzy vplyvaju na straty vitam C aj iné faktory: pH, rézne
zloZenie rastlinného tkaniva a podobne (Cerevitiri®52).

3. Sterilizacia - sterilizacia v hermeticky uzatvorenych nadobachegnym z najlepSich
spbsobov konzervovania pre zachovanie vitaminu Gllh&i ¢as. Pomarafova $ava
straca sterilizaciou v plechovkach, pri teplotel®® °C a trvajicej 20-30 minut, len malo
vitaminu C. AZ zahrievanie do 130 °CGnb0 % vitaminu C. DOleZita je exhaustacia t. |.

odvzdusnenie plechoviek (Cerevitinov, 1952).
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4. Kvasenie -kvasena kapusta je kmai dobry antiskorbuticky prostriedok. Kvasenim sa
uchova asi 50-70 % pévodného mnozZstva vitamingt@ty vitaminu C mozno znizi

- Uplnym odstranenim O
- pouzitimgistych kultdr mlig€neho kvasenia
- zrychlenim kvasného procesu

- rychlym zvySenim kyslosti

Zmrazenim kvasenej kapusty sa zniZuje obsah vitar@Ginakmer na polovicu. Varenim

0 40-50 %, t. j. rovnako ako pri varef@rstvej kapusty (Kyzlink, 1988).

Straty vitaminu C v organizme

Vitamin C sa z organizmu odstrani do 2—-3 h v zasislna obsahu jedla v Zaludku
(Mindell, 1995). Na jeho vyuzZitie maju vyrazny vplytiez lieky, pretoZze napriklad
uzivanie kortikoidov a aspirinu obmedzuje vstrelévas tele a aj antibiotika a lieky na
spanie (barbituraty) naruSuju latkovi premenu vitlmmC, a preto by sa pri terapiach
tymito preparatmi malo uzivao 100 az 200 mg viac vitaminu C
(Ungerova-Gobelova, 1999). Vstrebavaniu brani &kélkohol (Mindell, 1996) a zvysSené
straty m6zu bty spdsobené aj stresom. Je zaujimavé, Ze pri silagpbrnych emaéciach
(hnev, pl&), trvajucich iba niektko minat sa dokaze ,spéti 2000-3000 mg vitaminu C.
Pritom je dblezité si uvedomji Ze vitamin C nie je organizmus schopny skladova

(Cervena &erveny, 1994).
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1. 2 Homeostaza bunky

Bunka je zakladna stavebna jednotka Zivej hmoty. Wétkych p#& znamych
prejavov Zivota ato: schoprtbssozmnozovania, diferenciacie a rastu, metabolizmu,
pohyblivosti a drazdivosti (Massanyi, 2008).cB® vyvoja sa v bunkach vytvorili futiké

Struktary, tzv. bunkové organely, ktoré znamge obrazolké. 5 (Langmeier et al., 2009).

hladké endoplazmaticke
retikulum

jadro

Golgiho komplex

Obr.¢. 5: Schéma bunky a jej najdblezitejSich organah@imeier et al., 2009).

Podkladom normalnej, fyziologickej existencie ongamu je stalog zloZenia
vnatorného prostredia, ktora je nevyhnutna pre @dmmcinnog’” vSetkych buniek. Kazdu
bunku obklopuje vrsté¢ka intersticialnej tekutiny, z ktorej prijima Ziwin a do ktorej
odovzdava splodiny vznikajuce pri ich premene. dnig¢ prostredie musi preto gini
dolezité funkcie zafiujuce prisun Zzivin, kyslika areguatgych signalov, odsun
katabolitov, oxidu uhéitého ad’alSich latok spolu s reguwaymi organmi, zabezgaje
stadlog osmolarity, iénového zloZenia a koncentracie i6nal (pH). Tato funknd
dynamickd rovnovahu zloZenia vnutorného prostremdganizmu sa oziaje terminom
homeostaza (Trojan et al., 1992).

Mineralne latky reguluju fyzikalne a chemické prege telovych tekutin,
zabezpéuju rovnovahu v hospodareni s kyselinami a zdsadammozstvom tekutin
v cievach, bunkach a tkanivach. K minerdlnym latkaatria napriklad sodik, chlor,
vapnik, magnézium a fosfor. PretoZze sa véingp forme vyskytuju ako elektricky nabité
castice, nazyvaju sa aj elektrolytmi. Normalne hagnm@jdolezitejSich mineralnych latok

v Sére su uvedené v tdine &. 9.
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Sodik ma viky vyznam pri regulacii hospodarenia s vodou v tele
(Burkhardtova, 2007). Je hlavhym kationom extrdéehej tekutiny (Langmeier, 2009).
Svojou schopna®u akumulové vodu zabezp®ije spravne rozdelenie tekutin vo vnutri
amimo buniek (Burkhardtova, 2007). Chlorid je mmgwm anionom extracelularnej
tekutiny (Langmeier, 2009) aje potrebny na tvorlayseliny sdnej v Zaludku
(Burkhardtova, 2007). Intraceluladrna tekutina je extracelularnej oddelend bunkovou
membranou, ktora tvori takmer nepriepustnt baripre vSetky vo vode rozpustné
molekuly ahra tak IKicovu udlohu v rozdielnom zloZzeni oboch kompartmentov.
Vintracelularnej tekutine je Veni mala koncentracia Na naopak je tu vysoka
koncentracia draslika (I, ktory tak predstavuje hlavny intracelularny kati
(Langmeier, 2009). Draslik zabezpg spolu so sodikom vyrovnavanie stavu vody
v telovych bunkach a je Vi dblezity na stimulaciu svalov a nervovych buniakjmé
srdcového svalu (Burkhardtova, 2007). Tiez obsabtinawv sa v intracelularnom priestore
liSi, pricom hlavnymi anionmi su fosfaty a organické aniépyedovSetkym proteiny
(Langmeier, 2009). Spolu s vapnikom je fosfor, alekor fosfat, sbkyseliny fosforénej,
hlavhou zloZkou kosti. Fosfat sa vSak vyskytuje vapkmer kazdej pluripotentnej
kmeiovej bunke, pretoze chemicky je zviazany s mnohgroduktmi metabolizmu. Asi
85 % zasob fosfatu v tele je v kostre a zubochelkavého mnoZstva vapnika, pritomného
v nasom tele, slizi 99 % ako stavebna zloZzka kékigpodarenie s vapnikom sa spolu
s hospodarenim s fosfatom riadi komplikovanym me@mom, na ktorom spolup6sobi
hormon z pristitnych teliesok, parathormon a vitami DalSie ddlezité Glohy vapnika su
regulécia priepustnosti ciev, acidobazické hospmuér zraZanie krvi a elektricky prenos
signalov medzi nervami a cievami. Magnézium je pdpasliku dolezitd mineralna latka
pre funkcie pluripotentnych kmevych buniek, v ktorych aktivuje mnozstvo enzymov
(Burkhardtova, 2007).
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2 Ciel

Cielom predloZenej diplomovej prace bolo prispieu komplexnejSiemu poznaniu
rieSenej problematiky, ktora predstavuje vplyv Kyseaskorbovej na vybrané parametre
homeostazy granul6znych buniek nosnic a taktiegcepa najnovsie poznatky z domacej
i zahranénej literatary.

Pre splnenie vytieného cita sme sa zamerali na preukazné rozdiely v aktivite
superoxiddismutazy a koncentracii vybranych biodbkyich parametrov a mineralnych
latok v sledovanych bunkach po pridani vitaminu @zanych davkach v porovnani
s kontrolnou skupinowio prispeje k uzSiemu oboznameniu s&iakami tohto vitaminu.

Po aplikacii kyseliny askorbovej do granuléznychnield nosnicin vitro sme

analyzovali:

» aktivitu superoxiddismutazy v lyzate buniek i kuékinom médiu

» uvolnovanie vapnika granuléznymi bunkami nosnic v poemins kontrolnou
skupinou

» uvolnovanie hotika granul6znymi bunkami nosnic v porovnani s kantu
skupinou

* uvornovanie fosforu granulé6znymi bunkami nosnic v poemins kontrolnou
skupinou

e uvonovanie sodika granuléznymi bunkami nosnic v poravreakontrolnou
skupinou

e uvornovanie draslika granuléznymi bunkami nosnic v poesi s kontrolnou
skupinou

* uvolnovanie glukézy granuléznymi bunkami nosnic v powrvins kontrolnou
skupinou

e uvolnovanie triacylglycerolov granuloznymi bunkami nasnv porovnani
s kontrolnou skupinou

» uvornovanie celkovych bielkovin granuléznymi bunkami mi@sv porovnani
s kontrolnou skupinou

e vytvaranie monovrstvy granul6znych buniek nosnjgorxovnani s kontrolnou

skupinou
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3 Metodika

3. 1 Priprava, kultivicia a spracovanie granuldznyle buniek vajeénikov nosnic

Pre Stadium homeostazy a antioxidej schopnosti granuléznych buniek po
aplikacii r6znych davok kyseliny askorbovej sme akperimentalne zvierata pouZzili
nosnice znaskového hybridu White Leghorn. Do pokioslo zaradenych 12 nosnic vo
veku 500 dni s priemernou intenzitou znasky 75 %.

Nosnice boli utratené medzi 9:00 a 11:00 hod.¢goni sme izolovali naju&ie
folikuly (F1-F2). Z folikulov sme ziskali granuléenbunky Standardnym spdsobom
(Sirotkin et al., 2007). Suspenziu granuléznychigkisme odstrovali (2000 ot.mir?,

10 minat) za Gelom oddelenia od folikulovej tekutiny s nasledngremyvanim pomocou
sterilného kultivéiného média DMEM/F12 1:1 (BioWhittaker™, Verviersgel@um)
doplneného 10 % fetalnym I'cim sérom (BioWhittaker™) al % antibiotikom -
antimykotikom (Sigma, St. Louis, MO, USA) na findlrkoncentraciu 10buniek.mt*
média (uéené pomocou hemocytometra). Ziskanu bunkovu sugpsn e rozdelili do 24
jamiek v kultivanych platnkkéach. (Nun&, Roskilde, Denmark, 1 ml/jamku, ok. 11).
Kultivicia prebiehala pri 38,5 °C a pri vihkostiduchu 5 % CQ po vytvorenie 75 %
suvislej monovrstvy (4 dni). Po dosiahnuti tohtalbeme médium vymenili a kultivacia
granuléznych bunield’alej prebiehala za rovnakych podmienok 18 hodinkilavacnej
platnicke sme stanovili 6 skupin. Ku granuléznym bunkamtiainej skupiny (K) bolo
pridané len médium. Ostatné skupiny boli pokusnéaxMA, B, C, D). Pokusnhym
skupindm bola pridana kyselina askorbova v rozrigatcentraciach nasledovne: Max — 1
mg.mi*, A — 0,5 mg.mf, B — 0,33 mg.mt, C — 0,17 mg.mt, D — 0,09 mg.mt. Po 18
hodinach sme kultivané médium aspirovali a uskladnili pri -7G predalSie stanovenia.
Do kazdej jamky v kultivénych platnékach sme pridali lyzay roztok s cibom naruSenia
bunkovej membrany a ziskania intracelularnej tekuti Lyzat sme nasledne 3x

centrifugovali a ziskanu intracelularnu tekutinuesaspirovali do ependorfiek.
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3. 2 Stanovenie SOD a vybranych biochemickych ukazatel’ov kultivaéného média a
lyzatov buniek

Enzym superoxiddismutazu sme stanovili v kuliivam médiu, ako aj v lyzate
buniek, pomocou spektrofotometra Genesys 10 vynzdntioxidant RANDOXKkitov
(Randox Labs., Crumlin, UK). Vybrané biochemické&agmaetre (vapnik, fosfor, hdik,
sodik, draslik, chloridy, celkové bielkoviny, glua a triacylglyceroly) v kultivénom
médiu sme stanovili na poloautomatickom spektrofatye Microlab 300 (Vilat
Scientific, Dieren, The Netherlands, obr.9), mikroprocesorom kontrolovanom pristroji
EasyLite (Medica, Bedford, USA, obé 8) avyuzitim spektrofotometra Genesys 10
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA, olg.. 10).

3. 3 Statistické analyzy

Hodnoty tykajuce sa vplyvu réznych davok kyselingk@bove] na vybrané
parametre homeostazy a antioxida schopnasgranuléznych buniek nosnic su priemerné
hodnoty ziskané z troch roatiych pokusov vykonanych v roghych dioch, pouZzitim
rozlicnych suborov vajmikov ziskanych z 10-12 zvierat. Statistické roldieedzi
skupinami boli hodnotené one-way ANOVA testom ptuoziStatistického programu
Sigma Plot 11.0 (Jandel, Corte Madera, USA). Uvédsrdnoty su priemerné hodnoty +
SD (smerodajnd odchylka, standard deviation). S8igmitnos’ rozdielov medzi

kontrolnou a experimentalnymi skupinami bolaama na arovni p<0,05.
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4 Vysledky

V experimente sme ku granuléznym bunkam &mijeov nosnic pridavali rozne
mnozstva kyseliny askorbovej a média do pokusniapis (Max, A, B, C, D), ptiom
kontrolna skupina (K) obsahovala iba médium (t&iag. 8).

Tabu’ka¢. 8: Koncentréacia kyseliny askorbovej v ml v jediwgth skupinach.

granulézne _
_ 1 kyselina o
skupina bunky.ml” i médium (ml) pomer
o askorbovéa (ml)
meédia
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4. 1 Vplyv kyseliny askorbovej na aktivitu superoxildismutazy v granuléznych

bunkéch nosnic

V suvislosti s aktivitou antioxid@ého enzymu superoxiddismutdzy (SOD)
v granuléznych bunkach va&jeikov nosnic po experimentalnom podani réznych klavo
kyseliny askorbovej, boli zaznamenané preukaznéiebzmedzi kontrolnou skupinou (K)
a experimentalnymi skupinami. Aktivita SOD v grédanych bunkach sa stanovila
v lyzéte buniek i kultivdnom médiu, ptiom sme dospeli k nasledovnym vysledkom:

Aktivita SOD v lyzate buniek

Aktivita SOD v granuléznych bunkéch vajgkov nosnic bola v kontrolnej skupine
(K) stanovena na Grovni 0,173+0,0208 mmbld po experimentalinom podani kyseliny
askorbovej v roznych davkach (tdka ¢. 8) doSlo k zmenam uVoenia tohto enzymuo
je znazornené v grafé 1. NajvysSi a preukazny rozdiel (P<0,05) bolengtv pripade
experimentalnej skupiny A (0,273+0,0153 mmd).la Max (0,267+0,0321 mmol)
s najvyssimi davkami kyseliny askorbovej pouZitegxperimente. Pokusné skupiny B
(0,22+0,04 mmol}), C (0,23+0,0265 mmolY), D (0,19+0,01 mmol}) vykazovali sice
vySSie koncentracie SOD v porovnani s kontrolnoupstou (K), ale vysledky neboli

signifikantne vyznamné (P>0,05).

Graf ¢. 1: Uvd’nenie SOD granuléznymi bunkami vé&pékov nosnic v lyzate po experimentalnom podani

kyseliny askorbove;j.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyzi Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukigovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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Aktivita SOD v kultivatnom médiu

Aktivita SOD v granul6znych bunkach véjgkov bola v kontrolnej skupine (K)
stanovena na Grovni 0,153+0,0126 mmbl4 po experimentdlnom podani kyseliny
askorbovej v roznych davkach (tdka ¢. 8) doSlo k zmenam uVoenia tohto enzymuo
je znazornené v grafé 2. NajvysSi a preukazny rozdiel (P<0,05) botezig v pripade
pokusnej skupiny Max (0,38+0,0432 mmol.$ najvySSou davkou kyseliny askorbovej
pouzitej v experimente. Pokusné  skupiny A  (0,1730,0 mmol.l), B
(0,163+0,0253 mmol¥), C (0,157+0,00877 mmol)) D (0,177+0,00957 mmol)l
vykazovali sice vySSie, ale zanedlfate hodnoty v porovnani s kontrolnou skupinou (K)
(P>0,05).

Graf ¢. 2: Uvdnenie SOD granuléznymi bunkami vé&kov nosnic v kultivenom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbovej.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyai Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukiovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 2 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie vapnika granul6znymi bunkami nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej v rdznych davkagabuka ¢. 8) sme medzi
kontrolnou skupinou a pokusnymi skupinami nezazmeaingreukazné rozdiely (P>0,05)
tykajuce sa uvilovania vapnikago je znazornené v grafeé 3. Koncentracia vapnika
v granuléznych bunkéach vajeikov nosnic v kontrolnej skupine (K) bez pridakyeseliny
askorbovej bola 1,578+0,606 mmol.l V pokusnych skupinach Max
(1,143£0,733 mmol), A (1,250,839 mmol), B (1,242+0,819 mmol), C (0,613+0,351
mmol.l), D (0,802+0,0884 mmol)l sme zistili znizené uvaovanie vapnika, avsak tieto

vysledky neboli Statisticky vyznamné (P>0,05).

Graf ¢. 3: Uvdnovanie vapnika granul6znymi bunkami w&éov nosnic v kultivénom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbove;.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyzi Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukigovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 3 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie horika granul6znymi bunkami nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej v roznych mnoZstvdtabidika ¢. 8) sme medzi
kontrolnou skupinou a experimentalnymi skupinangaemamenali vyznamné rozdiely pri
uvolnovani hotika granuléznymi bunkami vajeikov nosnicgo je znazornené v grate
4. Koncentracia hefka v kontrolnej skupine (K) bez kyseliny askorbjolbela stanovena
na uarovni 0,845+0,0705 mmol.l Uvolnovanie  hotika granuloznymi bunkami
v experimentalnych skupinach Max (0,833+0,0544 mimoA (0,772+0,085 mmol), B
(0,845+0,0387 mmol), C (0,865+0,127 mmol)la D (0,84+0,108 mmol)l nevykazovalo
preukazné rozdiely (P>0,05), pretoZe bunky Iumo podobné koncentracie htika

v porovnani s kontrolnou skupinou (K).

Graf ¢. 4: Uvdiovanie hotika granuléznymi bunkami vajeikov nosnic v kultivénom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbove;.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyzi Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukigovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 4 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie fosforu granul6znymi bunkami nosnic

V suvislosti s uvtnovanim fosforu granuloznymi bunkami vé&pékov po
experimentalnom podani réznych davok kyseliny dsteej (tablika ¢. 8) neboli
zaznamenané preukazné rozdiely (P>0,05) medzi ddoowr skupinou (K) a pokusnymi
skupinami,éo je znazornené v grate 5. Koncentracia fosforu v kontrolnej skupine (K)
bez kyseliny askorbovej bola na udrovni 0,738+0,078mol.I, pricom podobné
uvolnovanie bolo zistené v pripade vsSetkych pokusnychpisk Max (0,68+0,0483
mmol.l), A (0,585+0,0507 mmol), B (0,7+0,0837 mmol), C (0,85+£0,151 mmol) a D
(0,693+0,0954 mmol).

Graf ¢. 5: Uvdnovanie fosforu granuléznymi bunkami vé&pgkov nosnic v kultivénom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbove;.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyzi Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukigovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 5 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie sodika granul6znymi bunkami nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej v rdznych davkagabuka ¢. 8) sme medzi
kontrolnou skupinou (K) a experimentalnymi skupimamaznamenali rozdiely pri
uvolnovani sodika granuloznymi bunkami nosnrig,znazoiiuje graf¢é. 6. Koncentracia
sodika v bunkach vajaikov v kontrolnej skupine (K) bez aplikacie kysgliaskorbovej
bola na uUrovni 160,65+4,775 mmal.Zaznamenali sme preukazné (P<0,05) zvySenie
v uvanovani sodika bunkami v pokusnej skupine Max (18&8t12,996 mmol’)
s najvysSSou davkou kyseliny askorbovej a v skupike(204,875+10,882 mmol)l
S najvyssim rozdielom, v skupine B (188,775+18,284mmol.l) aD
(204, 775+7,704 mmol)l v porovnani s kontrolnou skupinou (K). Pokusnaimka C
(173,246,779 mmol) vykazovala sice vysSie hodnoty ako kontrolna skaugK), ale
vysledok nebol preukazny (P>0,05).

Graf ¢. 6: Uvdrovanie sodika granuléznymi bunkami wuajékov nosnic v kultivénom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbovej.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyzi Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukiovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 6 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie draslika granuléznymi bunkami nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej v rdznych davkagabuka ¢. 8) sme medzi
kontrolnou skupinou (K) a experimentalnymi skupimamaznamenali rozdiely pri
uvolnovani draslika¢o vyjadruje grat. 7. Koncentracia draslika v granul6znych bunkach
vajecnikov nosnic v kontrolnej skupine (K) bez aplika&igseliny askorbovej bola na
arovni 4,705+0,142 mmol.lIZaznamenali sme preukazné (P<0,05)zvySenie fhovani
draslika bunkami v pokusnej skupine Max (5,162+0,2ttmol.l) s najvySSou davkou
kyseliny askorbovejdalej v skupine A (5,487+0,187 mmd).Is najvysSim rozdielom,

v skupine B (5,195+0,313 mmao).la D (5,438+0,126 mmol)l v porovnani s kontrolnou
skupinou (K). Pokusna skupina C (4,895+0,111 mmohkazovala sice vySSie hodnoty
ako kontrolna skupina (K), ale vysledok nebol digantny (P>0,05).

Graf ¢. 7: Uvdnovanie draslika granul6znymi bunkami uajékov nosnic v kultivénom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbovej
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyai Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukiovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 7 Vplyv kyseliny askorbovej na uvéinenie chloru granuléznymi bunkami nosnic

V slvislosti s uvtiiovanim chléru granuléznymi bunkami vé&gkov po
experimentalnom podani réznych davok kyseliny dskoej (tablika ¢. 8) boli
zaznamenané preukazné (P<0,05) rozdiely medzi ddoow skupinou (K) a pokusnymi
skupinamio je znazornené v grate 8. Koncentracia chléru v kontrolnej skupine (Kxb
kyseliny askorbovej bola na Urovni 139,553,523 rhimad\ajvysSi a preukazny rozdiel
v uvanovani chloru granuléznymi bunkami bol zisteny vesimentalnej skupine D
(173,175+6,881 mmol)l s najnizSou koncentraciou kyseliny askorbovej.ddbmé
uvolnovanie chléru s preukaznym rozdielom sme zaznamenpbkusnej skupine A
(171,748,301 mmol). Experimentalne skupiny Max (157,55+9,329 mmpl.IB
(158,05+14, 079 mmol)l a C (146,525+5,184 mmad).lvykazovali sice vysSie hodnoty

v porovnani s kontrolnou skupinou (K), ale rozdiegboli signifikantné (P>0,05).

Graf ¢. 8: Uvdmnovanie chléru granuléznymi bunkami vé&kov nosnic v kultivenom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbovej
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4. 8 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie glukzy granuléznymi bunkami nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej v rdznych davkagabuka ¢. 8) sme medzi
kontrolnou skupinou (K) a experimentalnymi skupimamaznamenali rozdiely pri
uvolnovani glukdzygo vyjadruje grak. 9. Koncentracia glukézy v granuléznych bunkéach
vajetnikov nosnic v kontrolnej skupine (K) bez aplikadigseliny askorbovej bola
stanovend na uarovni 14,225+0,732 mmolNajvyssi a preukazny (P<0,05) rozdiel
v uva'novani glukézy bunkami sme zaznamenali v pokusnepisie D (11,225+0,892
mmol.l) s najnizSou koncentraciou kyseliny askorbovejzitej v experimente. Podobné
preukazné znizenie (P<0,05) sa zistilo v pokusrsieipinach Max (12,15+1,318 mma),|
A (11,675£0,525 mmol) a B (11,450,723 mmol)lv porovnani s kontrolnou skupinou
(K). V skupine C (12,7 +0,5 mmoll doslo tiez k znizenému ukimvaniu glukozy

bunkami, avSak vysledok nebol Statisticky vyznar{®y0,05).

Graf ¢. 9: Uvdnovanie glukézy granuléznymi bunkami vé&pkov nosnic v kultivénom médiu po

experimentalnom podani kyseliny askorbovej.
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyai Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ufiovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 9 Vplyv kyseliny askorbovej na uvinenie triacylglycerolov granul6znymi bunkami

nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej v rdznych davkagabuka ¢. 8) sme medzi
kontrolnou skupinou a pokusnymi skupinami nezazmaingreukazné rozdiely (P>0,05)
tykajuce sa uviovania triacylglycerolov¢o je znazornené v grate 10. Koncentracia
triacylglycerolov v granul6znych bunkéach wvé&pkov v kontrolnej skupine (K) bez
pridania kyseliny askorbovej bola na drovni 0,1086057 mmoll V pokusnych
skupinach Max (0,0625+0,0126 mmgl.IA (0,0675+0,0126 mmol)| B (0,10 +0,0311
mmol.l), C (0,138+0,0287 mmol)] D (0,14+0,0408 mmol) sme zistili podobné
uvolnovanie triacylglycerolov v porovnani s kontrolnokupinou (K), préom znizené
uvolnovanie vykazovali skupiny Max a A a zvySené v skaph B, C, D, ale tieto

vysledky nedosahovali preukazny rozdiel (P>0,05).

Graf ¢. 10: Uvdnovanie triacylglycerolov granuléznymi bunkami wajékov nosnic v kultivénom médiu

po experimentalnom podani kyseliny askorbovej

0,2

0,15 - T
§ 01{ pE I L
£

0,05 - I I

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
K Max A B C D
Skupiny

K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyai Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukiovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 10 Vplyv kyseliny askorbovej na uvBnenie celkovych bielkovin granul6znymi

bunkami nosnic

V suvislosti s uvinovanim celkovych bielkovin granul6znymi bunkamietajkov
po experimentalnom podani réznych davok kyselinodmovej (tablika ¢. 8) boli
zaznamenané preukazné rozdiely medzi kontrolnopis&u (K) a vSetkymi pokusnymi
skupinami, pdom sa zistilo ich zniZzené ukimvanie, o je znazornené v grafé 11.
Koncentracia bielkovin v kontrolnej skupine (K) blegseliny askorbovej bola na drovni
11,04+0,235 mmol.l NajvysSi a preukazny rozdiel (P<0,05) bol zisterexperimentalnej
skupine D (9,035+0,268 mmoa).Is najnizSou koncentraciou kyseliny askorbovegdat
tieto bunky uvdénovali najmenej bielkovin. Podobné dviovanie bielkovin s preukaznym
rozdielom sme zaznamenali v pokusnych skupindch M&6+0,281 mmol}, A
(9,16+0,33 mmol), B (9,752+0,559 mmol) a C (9,992+0,307 mmoll v porovnani

s kontrolnou skupinou (K).

Graf¢. 11: Uvdnovanie celkovych bielkovin granuléznymi bunkamietajikov nosnic v kultivénom

médiu po experimentalnom podani kyseliny askorbovej
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K-kontrolna skupina (0 ml KA), Experimentalne skoyzi Max (1 ml KA), A (0,5 ml), B (0,33 ml), C (0,17

ml), D (0,09 ml), * preukazny rozdiel v ukigovani v porovnani s kontrolnou skupinou K (P<0,05)
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4. 11. Vplyv kyseliny askorbovej na Zivotaschopn@’sgranul6znych buniek nosnic

Po aplikacii kyseliny askorbovej vréznych davka¢tabu’ka ¢ 8) sme
v pokusnych skupindch zaznamenali zvySenie Zivhtgswosti buniek. V porovnani
s kontrolnou skupinou (obr. 7) sme v pokusnychpskich s pridavkom vitaminu C
zaznamenali rychlejSie vytvorenie monovrstvy buniekultivatnej platnéke. Ako je
zrejmé z obrdzku 6., monovrstva buniek bola kompgKta a silnejSia vo vSetkych
pokusnych skupinach. Na obrazku 6 je jasne Jid#esformovana monovrstva buniek.
V kontrolnej skupine bola monovrstva buniek v tastomcase slabSia a nie tak viditél
ako v prvom pripade. Vitamin C podporil rastovuagaios buniek a schopnésvytvara’

spojenia medzi nimi resp. pracovapolane ako celok¢o je délezité v ramci organizmu.

Obr.¢. 7: Granulézne bunky vajeikov nosnic kontrolnej skupiny K (0 ml KA)
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5 Diskusia

Kyselina L-askorbovayflakton 2 — oxo — L — (-) — gulénova kyselina) gzmamny
vo vode rozpustny antioxidant pritomny v krvnejzotee (Piehl et al., 2005), ktory spolu
s vitaminom E patri medzi hlavné diétne antioxiganve’kou fyziologickou dbélezitau
(Hamilton et al., 2000). V naSej praci sme sa zaihea vplyv kyseliny askorbovej na
homeostazu granuléznych buniek nosnic, v ktoryck skumali uvbinovanie vybranych
biochemickych parametrov a aktivitu SOD.

Vo v8eobecnosti méZeme konsStativze nie je vea prac, ktoré by boli zamerané na
tuto problematiku. ZvySena pozormiocsa skér venovala vplyvtazkych kovov a faenia
na hladinu vitaminu C ako antioxig@ho faktora. Viacero Studii poukazuje na vplyv
tazkych kovov na hladinu vitaminu C. Hijova et &0Q3) zaznamenali syntézu vitaminu
C upotkanov p&as chronickej intoxikacie kadmiom ako vysledok oimeg reakcie
k exponovanej noxe, gom zvySenie vitaminu C zaznamenali aj po experiaipej
intoxikacii potkanov orttou. Tazké kovy st rizikovym faktorom Zivotného prosteedi
napriklad olovo méze vyvofareprodukné toxicity u mysi (Shan et al., 2009; Wang et al.,
2006), oviec (Bires et al., 1995) a m6Zetrmeegativny vplyv na Struktiru a funkciu
semennikov (Massanyi et al.,, 2007). Expoziciou humgéh granuléznych buniek
kadmiom, ktory je podobne rizikovym faktorom Zivétro prostredia, boli zaznamenané
morfologické zmeny v zavislosti od davkygasu expozicie (Paksy et al., 1997).

Fagenie spbsobuje oxidativny stres, ktory vyvolavaleskkyseliny askorbovej v
plazme, ale taktieZ v tekutine obsiahnutej v dyéttacestach (Lykkesfeldt et al., 1997).
Fagiari maju vysSSiu koncentraciu produktov lipidovegrpxidacie a nizSiu plazmatickd
koncentraciu KA ako neféjri (Morrow et al., 1995), ptbom pri pasivnom fggni chrani
zvySena koncentracia KA pred rychlym poklesom aidiativneho obranného systému v
plazme (Valkonen a Kuusi, 2000). Podobny zaverzisieny vo vyskumnej praci, ktora sa
zaoberala koncentraciou vitaminu C v skupinach aedentov s vysokym aterogénnym
rizikom (celkovy cholesterol > 6,7 mmet), ktord bola u fajiarov nizSia oproti
nefagiarom o0 35 — 55 % (Hijova et al., 2002). U chrowick fagiarov sa preukazal
pozitivny &inok vitaminu C na endotelové bunky (Heitzer et 4P96). Koprowiova
a PetraSova (2009) prisli taktiez k zaveru, ze sgdok vitaminu C vedie k strate kontroly
nad tvorbou a propagaciou reaktivnych metabolitgslika, ¢im je ohrozena integrita

cievnej steny¢o znasobuje aterogénne riziko.
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Vitaminu C je pripisovany ochranny vplyv proti rakee Zalidku, paZzerdka &cka
maternice. Definitivne to nie je dokazané Reafom k tomu, Ze potraviny obsahujlce
vitamin C su zdrojom tied’alSich potencialne ochrannych zloZiek (Keller et £993).
Pokusom na Ské&och, ktorym natierali vaky v ustnej dutine silnykarcinogénom
dimetylbenz-a-antracenom a dostavali v rovnakychothwstnych davkach 4 druhy
antioxidantov (vitamin C, vitamin E, beta-karotémlatation), bd’ jednotlivo alebo
v zmesi vSetkych Styroch, sa zistilo, Ze najvyr@&nerotinadorovy efekt sa dosiahol
v skupine Skré&kov, ktorym bola podavana zmes antioxidantov. dtolyplyva, ze
acinnog” stasne podanych antioxidantov je podstatne vysSia (@kmog izolovane
podanych ochrannych latokim sa podstatne zvySuje obranyschognaganizmu pred
rakovinou (Ginter, 1999). Epidemiologické Studieamyju na pozitivhu korelaciu medzi
obsahom vitaminu C v plazme alebo tkanivach a niizeryskytu rakoviny Zaludka. Tato
korelacia sa nepotvrdila pri kolorektélnej laipnej rakovine (Ferraroni et al., 1994; Ocké
et al., 1995).

V nasich pokusoch sme sa zamerali na sledovaniereparametrov homeostazy po
pridani réznych davok kyseliny askorbovej v gragulth bunkach nosnic, ndko je
obsah jednotlivych antioxidantov v réznych organotianivach a ZivéisSnych druhoch
rozdielny: napriklad éné SoSovky'udi obsahuju mélo SOD alsekyseliny L-askorbovej
(Romero, 1996). Sledovali sme aktivitu SOD a linwanie vybranych parametrov a to
sodika, draslika, chloru, vapnika, bita, fosforu, glukozy, triacylglycerolov a celkowyc
bielkovin ako ukazovatev homeostazy bunky. Zaznamenali sme preukaznéietgzd
v uvalnovani vytgenych parametrov okrem vapnika, ¢i@a a fosforu, pri ktorych sme
sice zaznamenali zmeny, ale vysledky neboli sikgfiné.

Aktivitu SOD sme zigovali v lyzate buniek a kultivgaom médiu, ptiom sme
v oboch pripadoch zaznamenali tendenciu zvySovahkiavity ato najma pri vysSich
davkach kyseliny askorbovej. K podobnému vysledkspel tiez experiment, ktory ale
hodnotil vplyv solitazkych kovov HgGIna parametre antioxidaej ochrany u potkanov,
a ktory taktiez zaznamenal zvySenu aktivitu SO adama pri vysSich davkach HgCl
(Cimbolakova et al., 2009). Za podmienok zvySermjdentracie peroxidu vodika a v
pripade denaturovanej SOD dochadza Kiweaniu ionu medi zo Struktary enzymu a tiez
k tvorbe hydroxylovych radikalov péd klasickej Fentonovej reakce (Xu a Kuppusamy,
2005). SOD katalyzuje dismutaciu dvoch molekul sapielu na peroxid vodika a
molekularny kyslik a tym chrani bunky pred oxidathn posobenim tychto reaktivnych

metabolitov kyslika (Xu a Kuppusamy, 2005; Fukuzugti al., 2002).Dalej sme
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zaznamenali tendenciu zvySeného luivania sodika a draslika granul6znymi bunkami
nosnic po experimentalnom podani kyseliny askorbo¥eizené uvbnovanie sme
preukazali v pripade chloru, glukézy a celkovyclelkmvin v porovnani s kontrolnou
skupinou. Pokles chléru v ovarialnych granuléznymimkach bol zaver mikroanalyzy
percentualneho zastupenia prvkov po pridani kadpri&gm bol zaznamenany aj pokles
hortika, avSak vysledok nebol signifikantny (Massartyak, 2000). Stalasvnutorného
prostredia je okrem iného zavisla aj od saturacieemalnymi prvkami a preto sme
zistovali zmeny v uviénovani tychto latok v granuléznych bunkach nosnic.

M6Zzme konStatoug Ze naSa praca rozSiruje existujice nedodtatopoznatky
o vplyve kyseliny askorbovej na homeostazu pohlalinfuniek. Vysledky potvrdzuju
vyznam vitaminu C ako rastového faktora, ri&ko podporoval rychlejSie vytvorenie
monovrstvy buniek a ta bola stabilnejSia a silrej$iaktiez nazraju, Ze pri dostatom
zasobovani vajmikov kyselinou askorbovou sa zvySi antioXida ochrana v
spominanych bunkach a tym sa mdZe pozitivnhe ovtlyeprodukcia. AvSak na to, aby sa
tato pozitivna korelacia jednozfree potvrdila je potrebné uskutot viacero vyskumov,

ktoré budu zamerané na danu problematiku.
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6 Zaver

Z pol’adu biologie a biotechnoldgii reprodukcie je mimadrie délezity vyskum
mechanizmov regulacie funkcii gonad. V naSich expemtadlnych pracach sme sa
zamerali na skimanie ulohy a&asti kyseliny askorbovej na ukimovanie vybranych
biochemickych parametrov a aktivitu SOD v granul@mnbunkach vagmikov hydiny po
jej experimentalnom podani v réznych davkach v pedkachin vitro. Na zaklade
analyzy kultivovanych ovarialnych granul6znych knhydiny sme spektrofotometrickou
metddou a Statistickou analyzou v sulade sdagmymi ciémi dospeli k nasledovnym

zaverom:

- po podani kyseliny askorbovej sa aktivita SOD \atgz granul6znych buniek
nosnic preukazne (P<0,05) najviac zvysila v pokuskapine A (0,273+0,0153
mmol.r) apotom v skupine Max (0,267+0,0321 mmb).Iv porovnani s
kontrolnou skupinou K (0,173+0,0208 mmdj).|

- po aplikacii kyseliny askorbovej sme v granul6znymimkach nosnic preukazne
(P<0,05) dokazali zvySenu aktivitu SOD v kultimam meédiu v experimentalnej
skupine Max (0,38+0,0432 mmat)l v porovnani s kontrolnou skupinou K
(0,153+0,0126 mmol?)

- zvySené uvinovanie granul6znymi bunkami nosnic sme preukaZzdiO(05) aj
v pripade sodika a to v pokusnych skupinach Ma8,@®+11,996 mmoll), B
(188,775+18,284 mmol}), D (204,775+7,704 mmol) atie? v skupine A
(204,875+10,882 mmol}) s najv&$im rozdielom v porovnani s kontrolnou
skupinou K (160,65+4,775 mmot)

- v pripade draslika doslo taktiez k preukaznému (0zvySenému uvidovaniu
granuléznymi bunkami nosnic po podani kyseliny dsteej s najvéSim
rozdielom v pokusnej skupine A (5,487+0,187 mm).lalej v skupindch Max
(5,162+0,211 mmoll), B (5,195+0,313 mmol}), D (5,438+0,126 mmol)
v porovnani s kontrolnou skupinou K (4,705+0,142 oht)

- po aplikacii kyseliny askorbovej sme zaznamenadiukazny (P<0,05) pokles

v uvanovani chléru granuléznymi bunkami nosnic s n&wa rozdielom
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v skupine D (173,175%8,301 mmdf)la potom v skupine A (171,7+6,881 mmol.|
1) v porovnani s kontrolnou skupinou K (139,55+3,52%i0l.")

- preukazny rozdiel (P<0,05) v suvislosti so znizenywalniovanim granuléznymi
bunkami nosnic sme zaznamenali aj v pripade glukazgp najvyraznejSie
v experimentélnej skupine D (11,225+0,892 mrl.adalej v skupinach Max
(12,15+1,318 mmol}), A (11,675+0,525 mmol¥) a B (11,45+0,723 mmol)
v porovnani s kontrolnou skupinou K (14,225+0,732chl™)

- preukazny pokles (P<0,05) v uwmvani granuléznymi bunkami nosnic sme zistili
taktiez pri celkovych bielkovinach ato vo vSetkyghokusnych skupinach
s najv&sim rozdielom v skupine D (9,035+0,268 mmb)l.ladalej v Max
(9, +0,281 mmolf), A (9,16+0,33 mmol}), B (9,752+0,559 mmolY), C
(9,992+0,307 mmol3) VvV porovnani s kontrolnou skupinou K
(11,04+0,235 mmorl)

- v pripade uvtiovania vapnika, hérka a fosforu granuléznymi bunkami nosnic
sme po aplikacii kyseliny askorbovej v roznych diotk nezaznamenali preukazné

rozdiely (P>0,05) v porovnani s kontrolnymi skupma

- po aplikacii kyseliny askorbovej v réznych davkasime zaznamenali rozdiely
v rychlosti vytvarania a pevnosti monovrstvy buniegricom vo vSetkych
pokusnych skupinach sa vytvorila rychlejSie, botabsnejSia a pevnejSia a

tiez lepSie viditéna v porovnani s kontrolnou skupinou (K)

Mozno konStatovg Ze naSa praca prispieva k lepSiemu a uzSiemundbmeniu sa s
Gcinkami  kyseliny askorbovej na homeostdzu pohlavnybliniek v savislosti
s uvdnovanim vybranych parametrov a SOD. TaktieZ poulazo@ jej vyznamnu
antioxid&nu funkciu a rozSiruje vedomosti o0 mozZnostiach jeyuzitia ako
spolupbsobiaceho reprodiného faktora. Vysledky experimentov nazma, Ze na to, aby
sa zvySila antioxidaa ochrana granuléznych buniek nosnic a bola griezovplyvnena
reprodukcia, je potrebny dostatty prijem tohto vitaminu. AvSak na to, aby to bolo
definitivne potvrdené, je nutné uskéma’ viacero vyskumov so zameranim na spominanu
problematiku a tak prispfek existujucim nedostatoym poznatkom o vplyve kyseliny

askorbovej na reprodaky systém Zivych organizmov.
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Tabukagé. 1: Rozdelenie vitaminov p8a rozpustnosti (Keller et al., 1993).

Vitaminy rozpustné v tukoch

Vitaminy rozpustné vo wde

Vitamin A (retinol)

Komplex vitaminu B:

Vitamin D (kalciferol)

Vitamin B (thiamin)

Vitamin E (tokoferol)

Vitamin B(riboflavin)

Vitamin K (phyllochinén)

Vitamin B(pyridoxin)

Vitamin By, (kobalamin)

Niacin (amid kys. nikotinovej, vitamin PP)

Kyselina listova

Biotin

Kyselina pantoténova

Vitamin C (kyselina askorbova)

Tabukag. 2: Vplyv antioxid&nej terapie askorbatu na vybrané ochorenia (Stépak, 2000)

Antioxidant Ochorenie Uspesnog
Askorbat Kardiovaskularne ochorenia +
Bronchopulmanalna dyzplazia +
Intravaskularna hemoragia +
Nachladnutie *
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Tabuka¢. 3: (Kinky vitaminu C na zhubné nadory (Mindell, 1996).

Druh nadoru

Vysledky Stadii o (&&inkoch vitaminu C

Zhubné nadory dutiny Ustnej, hrtanu a pazerak

U

Viaceré Studie dokazali, Zze nizky prijem KA

presvedivo zvySuije riziko vzniku tychto nadorov

Zhubné nadorylpic

Niektoré prace potvrdili, ZBudia konzumujuci

vysSie mnozstvo KA maju nizsi vyskyt karcinomo

prac

<

Zhubné nadory pankreasu

Ludia, konzumujuci stravu bohatd na KA maju

oproti ostatnym nizSie riziko vzniku nadorov

pankreasu

Zhubné nadory Zaludka

Niektoré vyskumy zamerané na vznik nadorov
Zaludka a prijem KA potvrdili nepriamo Gimerny
vztah.LCudia so zhubnymi nadormi Zzalidku mali

jednu spolénu vlastnos: oproti ostatnym

konzumovali vyrazne menej ovocia a zeleniny

Zhubné nadoryikka maternice

Zeny s nizkymi krvnymi hladinami KA alebo tie,
ktoré ju prijimaju v malom mnozstve, maju zvyse
riziko rozvoja tychto nadorov. Ptal Stidie

uskut@&nenej v Latinskej Amerike v spolupraci

né

s Narodnym Ustavom pre vyskum zhubnych nadorov

bol u skimanych zien spéajany prijem KA vyssi al
314 mg denne s 31 % znizenim rizika vzniku
karcinbmu kcka maternice. Kontrolna skupinu

predstavovali Zeny, ktoré prijimali len 153 mg den
U tych k poklesu rizika nedoslo, ajkéato davka

presahuje viac ako 250 % odptaej dennej davky

(0]

Zhubné nadory mamvého mechudra

Niektoré prace preukazali, ze KA bréani tvorbe

nitrozoaminov Wudi i zvierat a tym zabiaje

u zvierat vzniku karcinogén indukovaného nadoru

mocového mechura

Nadory mozgu v detskom veku

Vyskumy naznéujd, Ze zhubné nadory mozgu de
sucastejSie v pripadoch, kedy matka mala nizky

prijem vitaminu C péas tehotenstva

H

Zhubné nadoryis

Zda sa, ze medzi nizkymi krvnymi hladinami KA

a vznikom tohto nadoru existuje silna vazba
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Tabukag. 4: Potreba vitaminu C v mg pre jednotlivé vek&ategodrie (Ungerova a Gobelova, 1999).

Davky v hmotnostnych jednotkach
Vitamin C v mg
(podra pohlavia)
Dojéata
Do 4. mesiaca 40
4. -12. mesiac 50
Deti
1-4r@ne 55
4 —T7r@né 60
7 —10 r@né 65
10 - 13 rgné 70
13 - 15rgné 75
Mladistvi a dospeli
15— 19 réni
19 — 25 réni
25-51 75
51-65
65 a viac
Tehotné Zeny od 4. mesiaca 100
Dojciace Zeny 125
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Tabukag. 5. 1.: Obsah vitaminu C v mg v 100 g zeleninyéBeky, 1954).

100 g zeleniny

Mnozstvo vitaminu C v mg

Zelena paprika 100 - 200

Petrzlen 100 - 150
Kel 75
Ruzikovy kel 60
Kapusta, kalerab 55
Red’kovka 25
Sparda 20
Rajiny 20
Zemiaky v oktébri 10

Hlavkovy Salat, mrkva, Spenat 8

Staré zemiaky v maji 4

Tabuka¢. 5. 2.: Obsah vitaminu C v mg v 100 g ovocia alplo(S€ansky, 1954).

100 g ovocia a plodov

Mnozstvo vitaminu C v mg

Sipky 500 — 1 000
Cierne ribezle 150
Lesné jahody 70
Citrén, pomara& 50 - 100
Maliny, melény, mandarinky 25
Broskyne, bananyucoriedky 10
Jablka 2-10
Hrusky,d’atle, figy 3-5
Hroznové vino 2
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Tabukag. 5. 3.: Obsah vitaminu C v mg v 100 g potravy¢édesky, 1954).

100 g ziv&iSnych produktov

Mnozstvo vitaminu C v mg

Materské mlieko 50
Surové maso 1-3
Kravské mlieko surové 2-5
Maslo 0,5

Vajce 0,4

Tabuka¢. 6: Zdroje vitaminu C (Ungerova a Gobelova, 1999).

botravina . porcia’l Obsah vitaminu C v % dennej odporac¢anej
mg davky
Rakytnikova gava 150 g 399 532
Ribezle 150 g 265, 5 354
Paprika, dusena 200 g 210 280
Kiwi 150 g 106, 5 142
Ruzikovy kel, vareny 100 g 85 113
Pomaran, cerstvy 150 g 74 98, 7
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Tabukag. 7: Straty vitaminu C po kuchynskej Upraved@8eky, 1954).

% vitaminu C v porovnani s obsahom v surovej

Nazov jedla
potrave
Kapusta varena vo vodéas varenia 1 h. 50
Kapusta dusena 15
Zemiak na drobno pokrajany a vyprazany 35
Zemiak vareny v Supe (20 — 30 min.) 75
Zemiak vareny bez Supy (20 — 30 min.) 60
Zemiaky oSupané po 24 hod. statia vo vode z3 80
normalnej teploty izby
Zemiakové pyré 20
Zemiakova polievka po 3 hod. statia na platni 70 20
75 ° teplej
To isté po 6 hod. Stopy
Mrkva varena 40

Tabuka ¢. 9: Normalne hodnoty najddlezitejSich mineralniatok v sére (Burkhardtova, 2007).

Minerélna latka Normaélna hodnota v sére (mmol.T")
Draslik 35-55
Sodik 135 -150
Vapnik 2,15-2,75
Chlorid 98 - 110
Magnézium 0,66-1,0
Fosfat 08-15
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Obr.¢. 8: Easy Lite (Medica, Bedford, USA)

Obr.¢. 10: Spektrofotometer Genesys 10 (Thermo Fishen8fic Inc, USA)
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Obr. &. 11: Kultivasné well platnéky (Nunc™, Roskilde, Denmark, 1 ml/jamku)
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