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Úvod 

 
Vitamín  A (all-trans-retinol)  (Schéma 1)  zasahuje 

v živočíšnom organizme do látkovej premeny na rôznych 
miestach. Uplatňuje sa predovšetkým v biochémii zrako-
vého vnemu a pri biosyntéze bielkovín, je esenciálnym 
elementom pre zdravý vývin embrya, pre diferenciáciu 
a proliferáciu bunkových línii a pre aktiváciu a transkrip-
ciu génov1. Vysoké dávky retinolu môžu spôsobiť zvýšené 
pečeňové rezervy vitamínu A až hypervitaminózu (akútna 
alebo chronická intoxikácia vitamínom A), ktorá má za 
následok bolesti hlavy, nevoľnosť, hepatomegáliu, hyperli-
pidémiu, v extrémnych prípadoch zväčšenie sleziny, poru-
chy videnia, kómu až smrť. Hypervitaminóza A je zvlášť 
nebezpečná pre gravidné ženy, pretože môže spôsobiť 
rôzne malformácie vyvíjajúceho sa plodu2,3.  

Retinoidy sú všeobecne regulátormi rastu a diferen-
ciácie mnohých typov buniek. Bolo zistené, že účinok 
retinoidov  je  sprostredkovaný  nukleárnymi  receptormi 
patriacimi k receptorom pre steroidné hormóny. Tieto re-
ceptory, nazývané receptory kyseliny retinovej (RARs) 
a retinoid X receptory (RXRs) sa viažu na rozdielne res-

ponzívne  elementy  a  aktivujú  viaceré  gény  potrebné 
k diferenciácii a proliferácii epiteliálnych tkanív4. Vytvo-
rený komplex kyseliny retinovej s receptorom sa viaže na 
RA responzívny element (RARE), ktorý sa obyčajne na-
chádza v oblasti promótoru daného génu a moduluje jeho 
transkripciu.  To  má  mimoriadne  dôležité  fyziologické 
následky pre bunku ako aj celý organizmus, obzvlášť po-
čas embryonálneho vývoja5. Veľa buniek obsahuje ako 
hlavný zdroj retinoidov retinol a je známe, že práve tento 
aktívny metabolit retinolu, kyselina retinová vzniká jeho 
tkanivovo špecifickou oxidáciou6. 

Doporučená denná dávka retinolu je pre dospelých 
1000 RE (5000 UI, 1 UI = 0,2 g retinolu = 0,2 RE), pre 
ženy je to 800 RE (4000 UI). V čase gravidity, pokiaľ je 
matka zdravá, stačí zvýšiť minimálnu dennú dávku retino-
lu o 200 RE (1000 UI). Chronická toxicita retinolu sa mô-
že prejaviť už pri denných dávkach vyšších ako 7500 až 
9000 RE (cit.7).  Podávanie 10 mg kg1 živej váhy (ž.v.) 
vitamínu A samiciam potkana z rodu Wistar na 8. až 
10. deň gravidity dokázala, že táto perióda je veľmi citlivá 
pre vznik rôznych malformácii embrya a je vhodná pre 
štúdium účinkov vitamínu A počas embryogenézy, pretože 
mortalita narodených mláďat bola nízka, pričom tá istá 
dávka vitamínu A podávaná na 11. až 13. deň gravidity 
samice spôsobila úhyn všetkých mláďat do štyroch dní od 
narodenia8.     

Voľný  retinol  je  chemicky  nestály.  Človek  nemá 
schopnosť  syntetizovať  vitamín  A a  preto  ho  získava 
z potravy živočíšneho (mlieko, vajcia, ryby) a rastlinného 
pôvodu (-karotén). Karotenoidy nespôsobujú hypervita-
minózu A, pretože konverzia provitamínu A zo skupiny 
karotenoidov je limitovaná9.  

Na druhej  strane vitamín A,  -karotén,  prekurzor 
vitamínu A patria medzi najdôležitejšie prirodzené antioxi-
danty, pomocou ktorých sa organizmus bráni účinkom 
voľných kyslíkových radikálov. Voľné radikály majú je-
den alebo viac nespárených elektrónov v atómovom alebo 
v  molekulovom  orbitáli.  Reakciou  voľných  radikálov 
s oxidovanou látkou sa tvoria metabolity, ktoré môžu byť 
často reaktívnejšie a teda aj  škodlivejšie ako pôvodný 
radikál10. Vitamíny sú schopné plniť úlohu antioxidantov 
len vtedy, ak je hladina vitamínov v tele na fyziologickej 
úrovni a nedôjde k ich predávkovaniu alebo k ich nedostat-
ku. Takéto zmeny množstva vitamínov v tele jedinca môžu 
vplývať na zmenu aktivity iných antioxidantov11. Arruda 
a spol. (2008) zistili, že pri nedostatku vitamínu A dochá-
dza k zníženej aktivite pečeňovej katalázy, glutatión pero-
xidázy a glutation-S-transferázy12. Za normálnych okol-
ností je v pečeňových lipocytoch až 75 % celkových zásob 
organizmu retinolu13. 

Vzhľadom na popísané účinky retinolu a pozorovaný 
synergizmus s hladinami endogénnych antioxidantov bolo 
cieľom práce zistiť možný vplyv vitamínu A podávaného 
počas embryogenézy potkana na enzýmovú aktivitu supe-
roxiddizmutázy  (SOD),  enzýmov  glutatión  peroxidázy 
(GPx), glutatión reduktázy (GR) a na hladinu ich substrá-
tu, redukovaného glutatiónu (GSH) v pečeni v rôznych 
obdobiach postnatálneho vývoja. 

Schéma 1. Štruktúrny vzorec all-trans-retinolu (R= CH2-OH), 
retinalu (R= CH=0), kyseliny retinovej (R= COOH) 
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Experimentálna časť 
 
Na štúdium danej problematiky sme použili pečene 

potkanov z kmeňa Wistar oboch pohlaví v rôznych časo-
vých periódach postnatálneho vývoja, ktoré boli chované 
v štandardných podmienkach pod dohľadom etickej komi-
sie LF UPJŠ pri  dodržaní ustanovení Zákona NR SR 
o  ochrane  zvierat  zo  dňa  4.5.1995,  Zbierky  Zákona 
č. 115/1995 a Zákona č. 231/1998 a zároveň boli dodržané 
odporúčania Rady európskych spoločností č. 86/609/EEC. 
Experiment bol vykonaný so súhlasom Štátnej veterinárnej 
a potravinovej správy Slovenskej republiky č. 1696/07-
221a. Potkany mali voľný prístup k potrave a pitnej vode. 
Retinol (Sigma, R7632) bol podávaný per os v množstve 
10 mg kg1 ž.v. na 8., 9., a 10. deň gravidity samice. 
V obdobiach 1., 7., 14. a 21. deň po narodení sme zvieratá 
anestetizovali  intraperitoneálne  Thiopentalom  v  dávke 
30 mg kg1 hmotnosti zvieraťa. Pečene boli odobraté do 
izolačného média, ktoré obsahovalo 250 mM sacharózy, 
10 mM Tris a 1 mM EDTA, pH 7,8 a následne z nich boli 
mitochondrie izolované podľa metódy Johnson a spol.14. 
Homogenát pečene pripravený v homogenizačnej súprave 
teflón-sklo sme centrifugovali  za stáleho chladenia pri 
teplote 4 °C pri otáčkach 3000 rpm 10 min, čím sme od-
stránili bunkovú drvinu a jadrá. Získaný supernatant sme 
centrifugovali pri 14 000 rpm 10 min. Sediment mitochon-
drií sme premyli a opäť centrifugovali, toto sme opakovali 
2. Sedimentované mitochondrie sme nakoniec resuspen-
dovali tak, aby bol obsah bielkovín 10 mg na 0,1 ml sus-
penzie. Aktivitu GR (E.C.1.6.4.2) sme merali upravenou 
metódou  pôvodne  popísanou  Carlbergom 
a Mannervikom15, ktorá je založená na princípe merania 
oxidácie NADPH pri 340 nm. Reakčná zmes obsahovala 
0,1 M fosfátový 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 podľa metódy Flohe a Gunzler16 pri 340 nm. 
Reakčná  zmes  obsahovala  50  mM  fosfátový  pufor 
(pH 7,1), 3,6 mM GSH, 3,6 mM azid sodný, 1 IU ml1 
glutatión reduktázy, 0,2 mM NADPH a 1,2 mM H2O2. 
Aktivitu SOD (E.C.1.15.1.1) sme merali prostredníctvom 
SOD-Assay  Kit-WST  (Fluka).  Redukovaný  glutation 
(GSH) sme stanovili modifikovanou metódou podľa Flore-
ani a spol.17 s použitím Ellmanovho činidla [5,5’-pyridín-
bis (2-nitrobenzoová kyselina)].  Koncentrácia proteínov 
bola stanovená podľa Bradfordovej18 a je vyjadrená ako 
miligram proteínu na mililiter homogenátu. Ako štandardu 
sme využili hovädzí sérový albumín. 

Všetky merania boli prevedené na spektrofotometri 
Camspec M501 UV/VIS. Výsledky predstavujú priemer 
hodnôt  ±  S.E.M.  troch nezávislých meraní.  Štatistická 
významnosť bola stanovená t-testom pri P < 0,05. 

 
 

Výsledky a diskusia 
 
V práci sme skúmali, či retinol podávaný gravidným 

samiciam potkana vo vysokých dávkach ovplyvní endo-

génnu antioxidačnú kapacitu v postnatálnom období. Reti-
noidy sú všeobecne regulátormi rastu a diferenciácie mno-
hých typov buniek4, ale dôležitá je aj ich schopnosť zháša-
nia vytvorených voľných kyslíkových radikálov, čím eli-
minujú ich škodlivý vplyv na organizmus. Vzhľadom na 
to, že zmeny množstva vitamínov v tele jedinca môžu 
vplývať na zmenu aktivity iných antioxidantov, sledovali 
sme enzymatickú aktivitu SOD, GR a GPx a taktiež neen-
zýmového GSH v pečeňových mitochondriách v týchto 
časových horizontoch: 1 deň, 7 dní, 14 dní a 21 dní po 
narodení. Najvyššiu aktivitu SOD (obr. 1) sme zaznamena-
li v experimentálnej skupine na 7. deň po narodení a táto 
hodnota predstavovala signifikantný rozdiel oproti kontrol-
nej  skupine.  V ostatných časových obdobiach  aktivita 
SOD vykazovala rovnako signifikantné rozdiely  oproti 
porovnávanej kontrolnej skupine. Najnižšie hodnoty akti-
vity SOD sme zaznamenali v 1. deň po narodení v kontrol-
nej aj v experimentálnej skupine. Pri porovnaní jednotli-
vých časových období sme zistili, že SOD aktivita experi-
mentálnej skupiny je výrazne zvýšená v 7. deň života 
oproti 1. dňu. Aktivita SOD v pokusných vzorkách odob-
ratých na 14. a 21. deň má klesajúci charakter. Oproti kon-
trolným skupinám má však stále  štatisticky významné 
zvýšenie. SOD je esenciálnym enzýmom pri detoxikácii 
superoxidových radikálov na peroxidy. Zvýšená aktivita 
SOD môže viesť k zvýšenej tvorbe peroxidov, ich kumulá-
cii a tým k indukcii oxidačného stresu19.  

Obdobný trend bol zistený aj v aktivite GPx (obr. 2). 
GPx nešpecificky katalyzuje premenu peroxidov na zod-

Obr. 1. Biologická aktivita SOD [U mg1 proteínov] počas 
postnatálneho vývoja potkana;  *P <0,05,   kontrolná skupi-
na,   experimentálna skupina 
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Obr. 2. Biologická aktivita GPx [U mg1 proteínov] počas 
postnatálneho vývoja potkana; *P < 0,05,   kontrolná skupi-
na,  experimentálna skupina 

0
0,05
0,1

0,15
0,2

0,25
0,3

0,35
0,4

0,45

1 deň 7 dní 14 dní 21 dní

U
/m

g
 p

ro
et

ín
o

v



Chem. Listy 105, 4649 (2011)                                                                                                            Laboratorní přístroje a postupy                         

48 

povedajúce alkoholy a vodu, čím zabraňuje tvorbe ďalších 
reaktívnych  kyslíkových  radikálov  (ROS)  vznikajúcich 
rozpadom peroxidov. Zistená zvýšená aktivita GPx môže 
byť teda dôsledkom zvýšenej produkcie reaktívnych kyslí-
kových radikálov.  Signifikantné zvýšenie  aktivity  GPx 
v porovnaní s kontrolou sme zaznamenali na 14. deň po-
stnatálneho vývoja. Aktivita GPx v pokusných vzorkách 
odobratých v 1. a 7. deň sa zvyšovala, avšak oproti kon-
trolným skupinám sú to nesignifikantné rozdiely.  GPx 
aktivita v experimentálnej skupine v 7. deň postnatálneho 
vývoja mala oproti 1. dňu najvyššiu aktivitu, v ostaných 
sledovaných časových obdobiach experimentálnej skupiny 
mala GPx aktivita klesajúci charakter.    

Simultánne s pozorovaným zvýšením aktivity GPx 
došlo aj k zvýšeniu aktivity GR. Aktivita GR v pokusných 
vzorkách sa zvyšovala od 1. dňa až po 21. postnatálny deň, 
pričom v 1. a 21. deň postnatálneho vývoja sme zazname-
nali signifikantné zvýšenie oproti kontrolným skupinám 
(obr. 3). Aktivita GR bola však oproti kontrole na 7. deň 
signifikantne nižšia. Pri štúdiu ontogenézy aktivity GR 
a GPx sa zistilo, že biologické aktivity týchto enzýmov sa 
zvyšovali od prvého dňa po narodení a GR aktivita dosiah-
la na 7. deň až 50% hodnoty aktivity dospelého jedinca20.  

GPx redukuje peroxidy prostredníctvom GSH, ktorý 
sa oxiduje, pričom aktivitou GR je oxidovaný glutatión 
spätne redukovaný. Synergizmus týchto enzýmov odráža 
aj ich aktivita. Významným faktorom pri sledovaní antio-

xidačnej defenzívy je výrazny pokles hladiny GSH, ktorá 
indikuje oxidačný stres v čase, kedy ešte iné biochemické 
zmeny nie sú detekovateľné21. Zmeny v hladinách GSH 
u experimentálnych skupín v porovnaní s kontrolami však 
preukazujú signifikantné rozdiely len v 1. deň. Obr. 4 pou-
kazuje na nesignifikantné zmeny v hodnotách hladín GSH 
v ostatných troch sledovaných časových obdobiach po-
stnatálneho vývoja potkana pri porovnávaní experimentál-
nych a kontrolných skupín. Je však zrejmé, že na 7. deň 
došlo k poklesu hladín GSH.   

Zvýšenie aktivity SOD, obzvlášť na 7. deň, odráža 
zvýšenú tvorbu ROS. Bezprostredne to nemusí byť dôsled-
kom prijímaných vysokých dávok vitamínu A gravidnými 
samicami, pretože rovnaká tendencia zvýšenia a následné-
ho  poklesu  v  aktivitách  enzýmov bola  pozorovaná  aj 
u kontrolných zvierat. Aktivita GPx a GR však predstavuje 
dostatočnú defenzívnu odozvu na tvorbu ROS, pretože 
nedochádza k vyčerpaniu hladín GSH.  

V  pokusoch in vitro bolo zistené, že u kultivovaných 
pečeňových lipocytoch dochádza medzi 4.–7. dňom k stra-
te zásob retinolu dehydrogenáciou na retinal a ďalšou oxi-
dáciou na kyselinu retinovú22. Je teda pravdepodobné, že 
na  7.  deň  dochádza  k  aktivácii  pečeňových lipocytov 
a konverzii retinolu na oxidovaný produkt – kyselinu reti-
novú. 

 
 

Záver 
 
Vitamín A, retinol je veľmi dôležitý počas prenatálne-

ho a postnatálneho vývoja jedinca. Významná zásoba reti-
nolu je v pečeni, kde sa metabolizuje a postupne sa dostá-
va do plazmy naviazaný na špecifické proteínové prenáša-
če. Výsledky našej štúdie dokázali, že hypervitaminóza A 
počas gravidity samice nemá výrazný vplyv na antioxidač-
ný stav mláďat počas postnatálneho vývoja.  

 
Táto  štúdia  bola  podporená  VEGA  grantom 

1/0643/08. 
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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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