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Uvod

Vitamin A (all-trans-retinol) (Schéma 1) zasahuje
v zivoc¢isSnom organizme do latkovej premeny na réznych
miestach. Uplatiiuje sa predovSetkym v biochémii zrako-
vého vnemu a pri biosyntéze bielkovin, je esencidlnym
elementom pre zdravy vyvin embrya, pre diferencidciu
a proliferaciu bunkovych linii a pre aktivaciu a transkrip-
ciu génov'. Vysoké davky retinolu mézu spdsobit’ zvyiené
pecenové rezervy vitaminu A aZz hypervitamindzu (akdtna
alebo chronickd intoxikacia vitaminom A), ktord ma za
nasledok bolesti hlavy, nevol'nost’, hepatomegaliu, hyperli-
pidémiu, v extrémnych pripadoch zvécSenie sleziny, poru-
chy videnia, komu az smrt’. Hypervitamin6za A je zvlast
nebezpecnd pre gravidné Zeny, pretoze modze spoOsobit’
rézne malformacie vyvijajuceho sa plodu®’.

Retinoidy st vSeobecne reguldtormi rastu a diferen-
ciacie mnohych typov buniek. Bolo zistené, ze ucinok
retinoidov je sprostredkovany nuklearnymi receptormi
patriacimi k receptorom pre steroidné hormoény. Tieto re-
ceptory, nazyvané receptory kyseliny retinovej (RARs)
a retinoid X receptory (RXRs) sa viazu na rozdielne res-
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Schéma 1. Struktl’lrny vzorec all-trans-retinolu (R= CH,-OH),
retinalu (R= CH=0), kyseliny retinovej (R= COOH)
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ponzivne elementy a aktivuji viaceré gény potrebné
k diferenciacii a proliferacii epitelialnych tkaniv®. Vytvo-
reny komplex kyseliny retinovej s receptorom sa viaze na
RA responzivny element (RARE), ktory sa obycajne na-
chadza v oblasti promotoru daného génu a moduluje jeho
transkripciu. To ma mimoriadne dolezité fyziologické
nasledky pre bunku ako aj cely organizmus, obzvlast po-
¢as embryonalneho vyvoja’. Vela buniek obsahuje ako
hlavny zdroj retinoidov retinol a je zndme, Ze prave tento
aktivny metabolit retinolu, kyselina retinova vznika jeho
tkanivovo 3pecifickou oxidaciou®.

Doporucend denna davka retinolu je pre dospelych
1000 RE (5000 UI, 1 UI = 0,2 pg retinolu = 0,2 RE), pre
zeny je to 800 RE (4000 UI). V case gravidity, pokial’ je
matka zdrava, staci zvysit’ minimalnu dennt davku retino-
Iu 0 200 RE (1000 UI). Chronicka toxicita retinolu sa mo-
ze prejavit’ uz pri dennych davkach vyssich ako 7500 az
9000 RE (cit.”). Podéavanie 10 mg kg™ Zivej vahy (2.v.)
vitaminu A samiciam potkana z rodu Wistar na 8. aZz
10. den gravidity dokazala, Ze tato perioda je vel'mi citliva
pre vznik rdoznych malformécii embrya a je vhodnéd pre
studium ucinkov vitaminu A pocas embryogenézy, pretoze
mortalita narodenych mladat bola nizka, pricom t4 ista
davka vitaminu A podavana na 11. az 13. den gravidity
samice spdsobila uhyn vsetkych mlad’at do Styroch dni od
narodenia®.

Volny retinol je chemicky nestaly. Clovek nema
schopnost’ syntetizovat' vitamin A a preto ho ziskava
z potravy zivociSneho (mlieko, vajcia, ryby) a rastlinného
povodu (B-karotén). Karotenoidy nespdsobuju hypervita-
minézu A, pretoze konverzia provitaminu A zo skupiny
karotenoidov je limitovana’.

Na druhej strane vitamin A, P-karotén, prekurzor
vitaminu A patria medzi najdolezitejSie prirodzené antioxi-
danty, pomocou ktorych sa organizmus brani ucinkom
volnych kyslikovych radikalov. VoI'né radikaly maja je-
den alebo viac nesparenych elektronov v atbmovom alebo
v molekulovom orbitali. Reakciou volnych radikalov
s oxidovanou latkou sa tvoria metabolity, ktoré mozu byt
Casto reaktivnejSie a teda aj SkodlivejSie ako pdvodny
radikal'’. Vitaminy s schopné plnit’ lohu antioxidantov
len vtedy, ak je hladina vitaminov v tele na fyziologickej
urovni a nedodjde k ich predavkovaniu alebo k ich nedostat-
ku. Takéto zmeny mnoZstva vitaminov v tele jedinca mozu
vplyvat na zmenu aktivity inych antioxidantov''. Arruda
a spol. (2008) zistili, Ze pri nedostatku vitaminu A docha-
dza k znizenej aktivite pecenovej katalazy, glutation pero-
xidazy a glutation-S-transferazy'>. Za normélnych okol-
nosti je v pecetiovych lipocytoch az 75 % celkovych zasob
organizmu retinolu'’.

Vzhl'adom na popisané Gcinky retinolu a pozorovany
synergizmus s hladinami endogénnych antioxidantov bolo
cielom prace zistit mozny vplyv vitaminu A podavaného
pocas embryogenézy potkana na enzymovu aktivitu supe-
roxiddizmutazy (SOD), enzymov glutation peroxidazy
(GPx), glutation reduktazy (GR) a na hladinu ich substra-
tu, redukovaného glutationu (GSH) v peceni v rdznych
obdobiach postnatalneho vyvoja.
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Experimentalna ¢ast’

Na stadium danej problematiky sme pouzili pecene
potkanov z kmena Wistar oboch pohlavi v roznych caso-
vych periddach postnatdlneho vyvoja, ktoré boli chované
v Standardnych podmienkach pod dohl'adom etickej komi-
siec LF UPJS pri dodrzani ustanoveni Zikona NR SR
o ochrane zvierat zo dna 4.5.1995, Zbierky Zakona
¢. 115/1995 a Zakona ¢. 231/1998 a zarovei boli dodrzané
odporucania Rady eurdpskych spolocnosti ¢. 86/609/EEC.
Experiment bol vykonany so stthlasom Statnej veterinarnej
a potravinovej spravy Slovenskej republiky ¢. 1696/07-
221a. Potkany mali vol'ny pristup k potrave a pitnej vode.
Retinol (Sigma, R7632) bol podavany per os v mnozstve
10 mg kg™' zv. na 8., 9., a 10. defi gravidity samice.
V obdobiach 1., 7., 14. a 21. den po narodeni sme zvierata
anestetizovali intraperitonedlne Thiopentalom v davke
30 mg kg™' hmotnosti zvierata. Pedene boli odobraté do
izolaéného média, ktoré obsahovalo 250 mM sachardzy,
10 mM Tris a 1 mM EDTA, pH 7,8 a nasledne z nich boli
mitochondrie izolované podla metody Johnson a spol.'.
Homogenat pecene pripraveny v homogenizacnej siprave
teflon-sklo sme centrifugovali za stdleho chladenia pri
teplote 4 °C pri otackach 3000 rpm 10 min, ¢im sme od-
stranili bunkovu drvinu a jadra. Ziskany supernatant sme
centrifugovali pri 14 000 rpm 10 min. Sediment mitochon-
drii sme premyli a opdt’ centrifugovali, toto sme opakovali
2x. Sedimentované mitochondrie sme nakoniec resuspen-
dovali tak, aby bol obsah bielkovin 10 mg na 0,1 ml sus-
penzie. Aktivitu GR (E.C.1.6.4.2) sme merali upravenou
metddou povodne popisanou Carlbergom
a Mannervikom'®, ktora je zaloZena na principe merania
oxidacie NADPH pri 340 nm. Reak¢éna zmes obsahovala
0,1 M fosfatovy pufor (pH 7,5), 1 mM EDTA, 0,63 mM
NADPH a 0,15 mM GSSG. GPx aktivitu (E.C.1.11.1.9)
sme stanovili podla metody Flohe a Gunzler'® pri 340 nm.
Reakéna zmes obsahovala 50 mM fosfatovy pufor
(pH 7,1), 3,6 mM GSH, 3,6 mM azid sodny, 1 IU ml™'
glutation reduktazy, 0,2 mM NADPH a 1,2 mM H,0,.
Aktivitu SOD (E.C.1.15.1.1) sme merali prostrednictvom
SOD-Assay Kit-WST (Fluka). Redukovany glutation
(GSH) sme stanovili modifikovanou metédou podl'a Flore-
ani a spol."” s pouzitim Ellmanovho &inidla [5,5’-pyridin-
bis (2-nitrobenzoovéd kyselina)]. Koncentricia proteinov
bola stanovena podla Bradfordovej'® a je vyjadrena ako
miligram proteinu na mililiter homogenétu. Ako Standardu
sme vyuzili hovadzi sérovy albumin.

Vsetky merania boli prevedené na spektrofotometri
Camspec M501 UV/VIS. Vysledky predstavuju priemer
hodnét + S.E.M. troch nezavislych merani. Statistickd
vyznamnost’ bola stanovena t-testom pri P < 0,05.

Vysledky a diskusia

V praci sme skimali, ¢i retinol podavany gravidnym
samiciam potkana vo vysokych davkach ovplyvni endo-
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génnu antioxidacntl kapacitu v postnatalnom obdobi. Reti-
noidy su vSeobecne regulatormi rastu a diferenciacie mno-
hych typov buniek”, ale délezita je aj ich schopnost’ zhasa-
nia vytvorenych volnych kyslikovych radikélov, ¢im eli-
minuja ich Skodlivy vplyv na organizmus. Vzhl'adom na
to, ze zmeny mnoZzstva vitaminov v tele jedinca moézu
vplyvat’ na zmenu aktivity inych antioxidantov, sledovali
sme enzymaticku aktivitu SOD, GR a GPx a taktieZ neen-
zymového GSH v pefeniovych mitochondriach v tychto
¢asovych horizontoch: 1 defi, 7 dni, 14 dni a 21 dni po
narodeni. NajvysSiu aktivitu SOD (obr. 1) sme zaznamena-
li v experimentalnej skupine na 7. den po narodeni a tato
hodnota predstavovala signifikantny rozdiel oproti kontrol-
nej skupine. V ostatnych casovych obdobiach aktivita
SOD vykazovala rovnako signifikantné rozdiely oproti
vity SOD sme zaznamenali v 1. deil po narodeni v kontrol-
nej aj v experimentalnej skupine. Pri porovnani jednotli-
vych ¢asovych obdobi sme zistili, Ze SOD aktivita experi-
mentalnej skupiny je vyrazne zvysSena v 7. den Zivota
oproti 1. ditu. Aktivita SOD v pokusnych vzorkach odob-
ratych na 14. a 21. den ma klesajuci charakter. Oproti kon-
trolnym skupindm mé vSak stdle Statisticky vyznamné
zvySenie. SOD je esencialnym enzymom pri detoxikacii
superoxidovych radikdlov na peroxidy. ZvySena aktivita
SOD moze viest’ k zvysenej tvorbe peroxidov, ich kumula-
cii a tym k indukcii oxidagného stresu'’.

Obdobny trend bol zisteny aj v aktivite GPx (obr. 2).
GPx ne$pecificky katalyzuje premenu peroxidov na zod-
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Obr. 1. Biologicka aktivita SOD [U mg™' proteinov] pocas
postnatilneho vyvoja potkana; *P <0,05, [J kontrolna skupi-
na, B experimentélna skupina
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Obr. 2. Biologicka aktivita GPx [U mg™' proteinov] poéas
postnatilneho vyvoja potkana; *P < 0,05, [J kontrolna skupi-
na, B experimentalna skupina
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povedajuce alkoholy a vodu, ¢im zabranuje tvorbe d’alSich
reaktivnych kyslikovych radikdlov (ROS) vznikajacich
rozpadom peroxidov. Zistena zvySena aktivita GPx moze
byt teda dosledkom zvysenej produkcie reaktivnych kysli-
kovych radikalov. Signifikantné zvySenie aktivity GPx
v porovnani s kontrolou sme zaznamenali na 14. den po-
stnatalneho vyvoja. Aktivita GPx v pokusnych vzorkach
odobratych v 1. a 7. den sa zvySovala, avSak oproti kon-
trolnym skupindm su to nesignifikantné rozdiely. GPx
aktivita v experimentalnej skupine v 7. den postnatalneho
vyvoja mala oproti 1. dilu najvysSiu aktivitu, v ostanych
sledovanych casovych obdobiach experimentalnej skupiny
mala GPx aktivita klesajtci charakter.

Simultanne s pozorovanym zvySenim aktivity GPx
doslo aj k zvySeniu aktivity GR. Aktivita GR v pokusnych
vzorkach sa zvySovala od 1. dia az po 21. postnatalny den,
pricom v 1. a 21. denl postnatilneho vyvoja sme zazname-
nali signifikantné zvysenie oproti kontrolnym skupinam
(obr. 3). Aktivita GR bola vSak oproti kontrole na 7. deni
signifikantne nizsia. Pri studiu ontogenézy aktivity GR
a GPx sa zistilo, Ze biologické aktivity tychto enzymov sa
zvySovali od prvého dna po narodeni a GR aktivita dosiah-
lana 7. defi az 50% hodnoty aktivity dospelého jedinca®.

GPx redukuje peroxidy prostrednictvom GSH, ktory
sa oxiduje, priCom aktivitou GR je oxidovany glutation
spitne redukovany. Synergizmus tychto enzymov odraza
aj ich aktivita. Vyznamnym faktorom pri sledovani antio-
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Obr. 3. Biologicka aktivita GR [kat. kg™ proteinov] pocas
postnatilneho vyvoja potkana; *P < 0,05, L1 kontrolna skupi-
na, M experimentalna skupina

3 50
£
%40
230
o
Ex
o
E 10
0 ‘ ‘ ‘

1den 7 dni 14 dni 21 dni

Obr. 4. Celkovy obsah GSH [nmol mg™ proteinov] pocas po-
stnatilneho vyvoja potkana; *P < 0,05, [J kontrolna skupina,
B experimentalna skupina

Laboratorni pfistroje a postupy

xidacnej defenzivy je vyrazny pokles hladiny GSH, ktora
indikuje oxidacny stres v Case, kedy este iné biochemické
zmeny nie st detekovatelné®'. Zmeny v hladinach GSH
u experimentalnych skupin v porovnani s kontrolami vsak
preukazujt signifikantné rozdiely len v 1. deni. Obr. 4 pou-
kazuje na nesignifikantné zmeny v hodnotach hladin GSH
v ostatnych troch sledovanych ¢asovych obdobiach po-
stnatalneho vyvoja potkana pri porovnavani experimental-
nych a kontrolnych skupin. Je vSak zrejmé, Ze na 7. dend
doslo k poklesu hladin GSH.

ZvySenie aktivity SOD, obzvlaSt’ na 7. defn,, odraZa
zvySenu tvorbu ROS. Bezprostredne to nemusi byt dosled-
kom prijimanych vysokych ddvok vitaminu A gravidnymi
samicami, pretoze rovnaka tendencia zvySenia a nasledné-
ho poklesu v aktivitich enzymov bola pozorovana aj
u kontrolnych zvierat. Aktivita GPx a GR vsak predstavuje
dostato¢nt defenzivnu odozvu na tvorbu ROS, pretoze
nedochadza k vycerpaniu hladin GSH.

V' pokusoch in vitro bolo zistené, Ze u kultivovanych
pecenovych lipocytoch dochadza medzi 4.—7. diiom k stra-
te z4sob retinolu dehydrogendciou na retinal a d’alSou oxi-
daciou na kyselinu retinovii®’. Je teda pravdepodobné, e
na 7. den dochadza k aktivacii pecenovych lipocytov
a konverzii retinolu na oxidovany produkt — kyselinu reti-
novu.

Zaver

Vitamin A, retinol je vel'mi dolezity po€as prenatalne-
ho a postnatalneho vyvoja jedinca. Vyznamna zasoba reti-
nolu je v peceni, kde sa metabolizuje a postupne sa dosta-
va do plazmy naviazany na S$pecifické proteinové prenasa-
¢e. Vysledky nasej Stidie dokézali, Ze hypervitamindza A
pocas gravidity samice nema vyrazny vplyv na antioxidac-
ny stav mlad’at pocas postnatalneho vyvoja.

Tato Studia
1/0643/08.

bola podporena VEGA grantom
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P. Patlevi¢®, J. Vaskova®, L. Vasko", J. Guzy”, and
D. Kluchova® (“ Department of Chemistry, Biochemistry
and  Medicinal ~ Biochemistry —and Labmed Co.,
b Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Pavol
Jozef Safarik University, Kosice. Slovakia): High Doses of
Vitamin A in Embryogenesis and Postnatal Antioxi-
dant Status of Rat Liver

The aim of this study was to assess the antioxidant
status of rat liver in various periods of postnatal develop-
ment after affecting the pregnancy by high doses of vita-
min A. Wistar rats of both sexes were used. Vitamin A
(10 mg per kg of body weight) was administered to rats in
gestation on days 8 through 10 per os. Biological activities
of antioxidant enzymes were measured spectrophotometri-
cally in experimental groups and controls. Superoxide
dismutase showed a significant activity increase on post-
natal day 7 in the experimental group. The glutathione
peroxidase activity was highest on postnatal day 7 and
showed a significant increase on day 14 in the experimen-
tal group. Glutathione reductase activity significantly in-
creased only on days 1 and 21 and decreased on day 7. The
glutathione content remained relatively constant in both
groups although a slight depletion on day 7, in parallel to
enzyme activities, suggested a higher level of oxidative
stress. Our results demonstrate that hypervitaminosis A in
pregnancy does not influence the postnatal antioxidant
status.
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