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Abstrakt

Jétra jsou hlavnim organem metabolismu v tSiny exogennich latek. Biotransformaci
xenobiotik vznikaji nejen biologicky neaktivni metabolity, ale té reaktivni produkty, které
mohou vést k poSkozeni bun nych struktur a nasledn celého organu. V patologii toxického

i polékového poskozeni jater hraje vyznamnou roli také oxida ni stres. Endogenni i
exogenni antioxidanty pomahaji udrovat rovnovahu mezi vznikem a odstra ovanim
reaktivnich kyslikovych forem a tak zamezuji oxida nimu stresu.

V akutnich pokusech na potkanech jsme sledovali U inky premedikace p irodnich
antioxidant silymarinu (SIL), naringinu (NAR), resveratrolu (RES) a syntetického chelatoru
deferipronu (L1) na poSkozeni jater vyvolané paracetamolem (APAP), thioacetamidem (TAA)
a tamoxifenem (TAM). Ke stanoveni miry po3kozeni jater jsme zvolili m eni parametr
oxida niho stresu v jaternich homogenatech: hladina peroxidace lipid (LP), koncentrace
redukovaného glutathionu (GSH), aktivity antioxida nich enzym glutathion peroxidazy
(GPx) a kataldzy (CAT), v n kterych p ipadech byl m en obsah eleza v jatrech. Déle byly
stanoveny aktivity jaternich enzym v séru: alanin aminotransferaza (ALT), aspartat
aminotransferaza (AST), glutamat dehydrogenaza (GLDH).

Z hlediska oxida niho stavu se v toxickém poSkozeni jater nejlépe uplatnil silymarin,
ktery zmirnil TAA-indukovanou LP a zmirnil pokles aktivity CAT v porovnani s TAA skupinou;
v pokusu s TAM silymarin zamezil TAM-navySené lipoperoxidaci. Antioxida ni potencial
naringinu se projevil vintoxikaci tamoxifenem, kde NAR zabranil TAM-indukované
lipoperoxidaci. Premedikace resveratrolem vedla k protektivnimu p sobeni proti
lipoperoxidaci vyvolané thioacetamidem. Deferipron zamezil TAM-zvySené lipoperoxidaci a
koncentraci eleza v jatrech a vykazoval tak vyznam né protektivni p sobeni proti oxida nimu
stresu. Z hlediska ovlivh ni jaternich enzym protektivn p sobil p edevSim resveratrol, jen
v pokusu s APAP vratil na tém  kontrolni hodnoty zvySené aktivity ALT, AST a GLDH;
v pokusu s thioacetamidem vykazoval resveratrol protektivni G inek na zvySenou aktivitu
ALT. Premedikace naringinem vedla ke snieni ALT, AST a GLDH navySenych
paracetamolem. Silymarin sniil aktivitu GLDH navys enou paracetamolem a sni il aktivitu
AST indukovanou thioacetamidem.

Hepatoprotektivni 0 inky silymarinu se nejvice projevily v poSkozeni jater
thioacetamidem. Naringin p sobil protektivn  zejména v intoxikaci paracetamolem.
Resveratrol vykazoval prosp $né U inky na jaterni poSkozeni vyvolané paracetamolem i

thioacetamidem.



Summary

The vast majority of exogenous substances is metabolized in the liver. In the course
of the biotransformation, partly biologically non-active products, partly reactive species
leading to cell structure injury and even to the liver failure are produced. Oxidative stress
plays a significant role in the toxic- and drug-induced liver damage. Endogenous and
exogenous antioxidants contribute to equilibrium between the production and the elimination
of reactive oxygen species and thus prevent the oxidative stress.

In acute experiments in rats we examined the ability of natural antioxidants silymarin,
naringin and resveratrol and of synthetic chelator deferipron to protect against liver damage
induced by paracetamol, thioacetamide and tamoxifen. The following parameters of oxidative
stress were measured in the liver homogenates: level of lipid peroxidation (LP),
concentration of reduced glutathione (GSH), activities of glutathione peroxidase (GPx) and of
catalase (CAT); in some cases the iron liver content. The following markers of liver damage
were measured in serum: alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), glutamate dehydrogenase (GLDH).

Concernig markers of oxidative status, silymarin exerted the most efficient antioxidant
properties amelioratig the TAA- and TAM-induced lipid peroxidation and ameliorating the
TAA-induced CAT activity depletion. Antioxidant effect of naringin was demonstrated by
protecting of TAM-induced lipid peroxidation. Protective effect was manifested by decreasing
in TAA-induced lipid peroxidation. The deferipron administration prevented the TAM-induced
oxidative stress protecting the increase in lipid peroxidation and the increase of iron content.

Concernig hepatotoxicity markers in serum, resveratrol premedication had the
protective effect on the APAP-increased ALT, AST and GLDH activity and on the TAA-
enhanced ALT activity. Naringin premedication resulted in a decrease of the APAP-
enhanced ALT, AST and GLDH activity. Silymarin ameliorated the APAP-enhanced GLDH
activity and the TAA-induced AST activity.

Silymarin was the most hepatoprotective agent in the thioacetamide-induced liver
injury. Naringin served prevent in paracetamol-induced hepatotoxicity. Resveratrol exerted

protective effect in paracetamol- and thioacetamide-induced liver damage.
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1 UvOoD

V naSem ivotnim prost edi roste po et xenobiotik, v etn 1é iv, kterd jsou
bu pimo, nebo potencidln toxicka. Jatra jsou centrdlnim organem latkové
p em ny organismu a hraji hlavni Ulohu v metabolizmu endogennich i cizorodych
latek. Je teba tedy po itat sjejich ast jSim poskozenim nejr zn jSimi
hepatotoxickymi latkami.

Poskozeni jater 1é ivy (DILI- Drug Induced Liver Injury) je p i inou asi 10 %
vSech pipad akutni hepatitidy a je zodpov dné za asi 15 % p ipad akutniho
selhani jater snaslednou transplantaci. Hepatotoxicita je také jednim
znejd leit jSich d vod neschvéleni nebo staeni Iéku z farmaceutického tr hu.
Rozeznat p itomnost DILI v biopsii je asto velmi ndro né, nebo histologicky obraz
lékového postieni jater se p ekryva prakticky se vSemi oblastmi patologie jater
(Ehrmann, 2008).

A koliv p esny mechanismus DILI neni pln objasn n, p sobeni z ejm
zahrnuje dva moné zp soby: p imou hepatotoxicitu a imunitni reakci. V mnohych
p ipadech je DILI iniciovano bioaktivaci |é iva na chemicky reaktivni metabolit, ktery
je schopen interakce s bun nymi makromolekulami (proteiny, lipidy, nukleoveé
kyseliny), co vede k dysfunkci protein , peroxidaci lipid , poSkozeni nukleovych
kyselin a oxida nimu stresu (Holt, 2006).

Latky s antioxida nimi U inky mohou preventivn p sobit proti tvorb
reaktivnich kyslikovych radikal , které jsou b n tvo eny p i metabolizmu xenobiotik
a uplat uji se vprocesech oxida niho stresu, a tak chranit organismus

p ed Skodlivymi U inky cizorodych latek.

V naSich pokusech jsme se zabyvali interakci p irodnich antioxidancii
(silymarin, naringin, resveratrol) s hepatotoxickymi latkami paracetamolem,
thioacetamidem a tamoxifenem. Déle byl zkouman vliv deferipronu na poskozeni

jater vyvolané tamoxifenem.



2 SOU ASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 JATERNI POSKOZENI A ROLE OXIDA NIiHO STRESU

2.1.1 Typy jaterniho poSkozeni

Toxické i polékové poSkozeni jater je charakterizovano poruchou jaternich
funkci a/nebo struktury jaterniho parenchymu, které vznikaji v kauzalni souvislosti
s uitim toxické latky i Iéku. Na jaternim poskozeni se m e uplat ovat p imy,
toxicky U inek slou eniny a jejich metabolit , nebo imunopatologické mechanismy.
Poskozeni jater 1€ ivy se m e projevit v celém spektru jaternich 1ézi: akutni nebo
chronickd hepatitida, steatdza, granulomatdzni hepatitida, vaskularni Iéze a jiné.
U hepatotoxickych latek rozeznavame primarni a sekundarni toxicitu (Brodanova,
2002):

a) primarni (obligatorni, ,intrinsic*) toxicita je spojena s p imym toxickym 0 inkem

latky, lze ji p edvidat na zaklad farmakologickych udaj a je zavisla na velikosti
podané davky. Je detekovatelnd na zvi ecich modelech. P iklady latek s primarni
hepatotoxicitou: paracetamol, salicylaty, chemoterapeutika, tetracyklin, metotrexat,
merkaptopurin, sulindak.

b) sekundarni (fakultativni, ,idiosyncratic*) toxicita se objevuje nep edvidateln , je
na davce nezavisla. Je vysledkem individuélini reakce posti eného jedince. Tento typ
poSkozeni se vyskytuje ast ji. P iklady sekundarnich hepatotoxikant : halotan,

fenytoin, isoniazid, rifampicin.

DalSi klasifikace rozd luje jaterni poSkozeni podle pr b hu na akutni a chronické:

a) akutni poskozeni m e mit cytotoxickou nebo cholestatickou formu.

Cytotoxicka forma p ipomina akutni hepatitidu a je charakterizovana rozpadem
hepatocyt . Odhaduje se, e tvo i 80-90 % polékovych Iézi a na jejim vzniku se
podili vice ne 100 Iék (Brodanové, 2003). Klinické formy mohou byt velice r zné,
od asymptomatickych a po fulminantni i letalni pr b h. V laboratornim néalezu je

charakteristické navySeni aktivity aminotransferaz a eosinofilie, podle typu také
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bilirubin. Nej ast jSi p i iny akutni toxické hepatitidy jsou: paracetamol, halotan,
isoniazid, allopurinol aj.

Cholestaticka  forma je doprovazena poruchou vylu ovani Ilu e do steva.
V laboratornim nalezu je charakteristické navySeni aktivity alkalické fosfatazy (ALP) a
gama-glutamyltransferazy (GMT). Nej ast jSi p i iny cholestatického poSkozeni jsou:
steroidni hormony, antikonvulziva, antidepresiva, aj.

b) chronické poskozeni (takté ve form cytotoxické nebo cholestatické) m e byt
zp sobeno vd sledku virového, autoimunitniho, metabolického i jiného
onemocn ni. Dochazi k chronické stimulaci fibrogeneze a nasledné zvySené tvorb

vaziva. Kone nym stadiem fibrézy je cirh6za. N které studie poukazuji na mo nost

reverzibility jaterni fibrozy (Sherlockova, 2004).

2.1.2 PoSkozeni jater etanolem

Mezi nej ast jSi p i iny chronického jaterniho onemocn ni pati ablzus
alkoholu. Spektrum jaterniho poSkozeni zp sobeného etanolem je Siroké
- od reverzibilniho hromad ni tuku v hepatocytech a po cirhdzu s rizikem rozv oje
hepatocelularniho karcinomu. Jaterni steatéza je prvni zm nou pi chronické
konzumaci alkoholu. S abuzem alkoholu klesa oxidace lipid v jatrech, stoupa
syntéza mastnych kyselin a zvySuje se syntéza triacylglycerol . V jaternich bu kéch
dochazi ke hromad ni tukovych kapének, které maji tendenci splyvat a asto vypl uji
celou cytoplazmu hepatocytu (velkokapénkova steat6za). V laboratornim nalezu jsou
zvySené hodnoty GMT, n kdy ALP, sérovych aminotransferaz. Kumulace tuk m e
byt doprovazena zan tem jater, potom hovo ime o steatohepatitid . Alkoholicka
hepatitida se vyzna uje baldnovitou degeneraci a nekr6zou hepatocyt se
zan tlivymi infiltracemi. Charakteristickym, i kdy pro alkoholickou hepatitidu
nespecifickym, histologickym nalezem je Malloryho hyalin, vliaknity protein ve form
inkluzi uvnit cytoplazmy zdu elych hepatocyt (Hruba, 2001). Jaterni cirh6za je
doprovadzena zm nou jaterni architektury. Vznikaji vazivova septa spojujici oblasti
centralnich il navzajem nebo s portalnimi poli. Sou asn probiha i regenerace tkan
vedouci k tvorb uzl . Hepatocelularni karcinom vznika spiSe v d sledku vlastni
cirh6zy, ne p imého karcinogenniho p sobeni alkoholu. Biochemickou abnormalitou
je zvySeni GMT.



2.1.3 Oxida ni stres v patologii jaterniho poSkozeni

Oxida ni stres je spojovan s adou onemocn ni a uplat uje se také v toxicit
mnohych xenobiotik. Je charakterizovan nerovnovdhou mezi vznikem a
odstra ovanim reaktivnich forem kysliku (nebo dusiku) ve prosp ch jejich tvorby.
Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysoce reaktivni molekuly, které jsou v organismu
p irozen tvo eny v malém mno stvi b hem metabolickych reakci. Mezi ROS pat i
jednak volné radikaly (nap . radikal superoxidovy O; -, hydroxylovy HO-, peroxylovy
ROO"), jednak latky, které nemaji charakter radikal , ale ty z nich mohou vznikat
(nap . H20,, HCIO, O3). ROS reaguji s biomolekulami, jejich strukturu a funkci
poSkozuji. Za fyziologickych podminek je rovnovaha udrovana ochrannymi
mechanismy, ke kterym pati antioxida ni enzymy (nap . glutathion peroxidazy,
kataldza, superoxid dismutdza) a endogenni antioxidanty (nap . glutathion, thioly)
(Stipek, 2000). Nadm rna produkce reaktivni volnych radikdl ma za néasledek
oxida ni poSkozeni a vznik chemicky modifikovanych biomolekul. Vysledkem jsou
bun né a metabolické poruchy.

Volné radikaly, které jsou generovany v blizkosti nukleovych kyselin, mohou

produkovat zm ny v jejich struktu e. Dochazi nap . ke St peni kruhu deoxyribdzy,
modifikaci a poSkozeni bazi, ziom m v et zcich. Nasledkem jsou mutace, transla ni
chyby nebo inhibice proteosyntézy. V klinickém projevu dochazi k apoptoze,
metagenezi, karcinogenezi, starnuti. Dale mohou byt ovlivnh ny proteiny. Volné
radikaly zp sobuji strukturni zm ny protein nap . agregaci, Ssi ovani, nebo
fragmentaci bilkovinnych molekul, reaguji s hemovym elezem, modifikuji funk ni
skupiny aminokyselin. Nasledkem t chto zm n jsou modifikace v transportu iont , ve
funkci signalnich molekul, v aktivit enzym , ve vzniku antigennich determinant.
Porucha bu ky vznika té v souvislosti s poSkozenim mastnych kyselin v lipidech.
P sobenim volnych radikadl dochazi ke ztrat dvojnych vazeb, tvorb reaktivnich
metabolit (peroxidy, aldehydy). Na peroxidaci lipid jsou nejcitliv jSi dvojné vazby
nenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidové dvojvrstv membrany. Nasledkem

lipoperoxidace je zm na fluidity a propustnosti membrany (Slater, 1984).



2.1.4 Metody pro stanoveni jaterniho poskozeni

Poruchy jaternich funkci  Ize zjis ovat pomoci biochemickych vySet ovacich metod.
Ty byly navr eny tak, aby spl ovaly po adavky na rychlost, metodickou naro nost a
cenovou dostupnost. V této praci byly pou ity tyto biochemické ukazatele poSkozeni

hepatocyt :

Alanin aminotransferdza (ALT)

Enzym katalyzuje p enos aminoskupiny z alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku
pyruvatu a glutamatu; starSi nazev glutamat-pyruvat-transaminaza (GPT).

ALT (EC 2.6.1.2) se vyskytuje v cytosolu hepatocyt a jeji obsah v jinych organech je
nizky. Aktivita ALT v krvi se zvySuje zejména u jaterniho poskozeni, zan tu jater,
m stnani krve v jatrech aj. Aktivita ALT v séru je nej ast jSi spolehlivy ukazatel
hepatotoxického p sobeni a je povaovan za ,zlaty standard“ biochemic kych

marker jaterniho poskozeni (Ozer, 2008).

Aspartat aminotransferdza (AST)

Enzym katalyzuje p enos aminoskupiny z aspartatu na 2-oxoglutarat za vzniku
oxaloacetatu a glutamatu; starsi ndzev glutamat-oxaloacetat-transaminaza (GOT).

AST (EC 2.6.1.1.)) se vyskytuje v ad organ , krom jater té v srdci, kosternim
svalu aj. Aktivita AST v krvi se zvySuje zejména u akutniho infarktu myokardu nebo
u t Siho poskozeni jater. Ma slo ku cytosolovou, kterd se uvol uje z jater i pi
leh im poskozeni, a mitochondrialni, ktera byva zvySena u nekrézy hepatocyt . V tSi

vzestup v krvi signalizuje zava n jSi jaterni lézi (Schneiderka, 1998).

Oba enzymy, ALT i AST, vy aduji p itomnost kofaktoru, kterym je pyridoxal-5-fosfat.
Na jeho pyridoxalovou ast je pi katalyze vazana NH, skupina donorové
aminokyseliny, pi em vznikd p echodn pyridoxamin-5-fosfat. Ten pak reaguje
s oxokyselinou za vzniku glutamatu a regenerované aldehydové formy kofaktoru.

Glutamat dehydrogenaza (GLDH)

L-glutamat: NAD(P)" oxidoreduktaza (EC 1.4.1.3.). Enzym katalyzuje oxida ni

deaminaci glutaméatu za vzniku 2-oxoglutaratu. GLDH se nachazi v mitochondrialni
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matrix jaternich bun k, dale v ledvinach a nervové tkani. Jeho zvySené hladiny

nalézame p i nekr6ze hepatocyt (O Brien, 2002).

Mira oxida niho posSkozeni jaterni tkan byla sledovana m enim produktu
vznikajiciho pi radikadlovych reakcich a m enim obsahu fyziologickych

antioxida nich systém .V této praci jsme sledovali tyto parametry:

Peroxidace lipid (LP)

P sobenim volnych radikdl dochazi k oxidativnimu posSkozeni a degradaci

polynenasycenych mastnych kyselin (peroxidaci lipid ). Jednim z kone nych
produkt St peni et zc mastnych kyselin je malondialdehyd (MDA), jeho

stanoveni se vyu iva ke stanoveni miry lipoperoxida ce (Holley, 1993).

Redukovany glutathion (GSH)

Glutathion (g-glutamylcysteinglycin) je latka d leitA pro udreni p im eného
oxidoreduk niho prost edi v bu kach. Sloui jako vychytadva reaktivnich forem
kysliku, je substratem glutathion peroxiddz a glutathion transferdz. Sniena
koncentrace GSH je jednim z p iznak oxida niho stresu. B hem oxida niho stresu
je redukovany glutathion spot ebovavan k neutralizaci reaktivnich forem kysliku
za vzniku oxidované formy GSSG, ktera je glutathion reduktdzou (GR) v p itomnosti
NADPH zp t p evad na do redukované formy GSH. Oxidovany glutathion nema

antioxida ni vlastnosti (DelLeve, 1991).

Glutathion peroxidaza (GPx)

Glutathion peroxidaza (EC 1.11.1.9) je nézev pro rodinu selenoenzym
s peroxidazovou aktivitou. Hlavni biologickou funkci cytosolové GPx je redukce
peroxidu vodiku, organickych peroxid a peroxid lipid s vyu itim glutathionu jako
reduk niho inidla (Ursini, 1995).

Kataldza (CAT)

Kataldza (EC 1.11.1.6) je enzym katalyzujici St peni peroxidu vodiku na vodu a
kyslik. Je to hemoprotein sloeny ze 4 podjednotek. Mezi enzymy ma jedno
z nejvysSich isel p em ny (Jones, 1982).
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2.2 STUDOVANE HEPATOTOXICKE LATKY

Pro experimenty byly vybrany nasledujici hepatotoxické latky: paracetamol,
thioacetamid a tamoxifen. Paracetamol je znamy svym toxickym p sobenim na jatra
a p edstavuje akutni formu jaterniho posSkozeni. Thioacetamid je povaovan
za experimentalni model akutni i chronické toxicity. Hepatotoxické p sobeni
tamoxifenu se vyskytuje po chronickém podéavéani tohoto lé iva.

2.2.1 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen, N-acetyl-p-aminofenol, APAP) je jedno
z nejrozSi en jSich analgetik. Ma vyznamny analgeticky a antipyreticky G inek.
Pouiva se ji p es p | stoleti a je voln prodejny po celém sv t diky své
bezpe nosti, uiva-li se v terapeutickych davkach. V p ipad vysokych davek
(> 4 g/den) zp sobuje poskozeni jater. V zemich jako USA a Velka Britanie je
piinou a 50 % p ipad akutniho jaterniho selhani (Lee, 2003). APAP je té

zneu ivany k suicidalnim a el m (Amar, 2007).

Analgetické p sobeni paracetamolu

Analgeticky 0 inek nesteroidnich protizan tlivych latek je pi itan blokad
enzymu cyklooxygenazy (COX). Tento enzym katalyzuje p em nu arachidonové
kyseliny na prostaglandiny, které zvySuji citlivost perifernich zakon eni nociceptor
na chemické mediatory bolesti a které se podileji na zan tlivé reakci. RozliSuji se dva
typy cyklooxygenazy kdédované separatnimi geny. Konstitutivni izoforma COX 1 je
p itomna ve v tSin tkani a katalyzuje syntézu prostaglandin d le itych pro urd eni
tkA ové homeostazy. Blokada COX 1 ruSi protektivni U inky prostaglandin a je
p i inou ne &doucich U ink NSAID (nap . eroze alude ni sliznice, krvaceni).
Inducibilni COX 2 je enzym indukovany p i zan tu p sobenim cytokin a zodpovida
za tvorbu prostanoidnich mediator zan tu. Blokdda COX 2 ma za nasledek
analgeticky, antiflogisticky a imunosupresivni U inek (Martinkova, 2007).

Paracetamol je slabym inhibitorem COX 1 a COX 2. Vyznamn vSak inhibuje

nov popsanou izoformu cyklooxygenazy COX 3, ktera je variantou izoenzymu
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COX 1 kodovana stejnym genem pro COX 1. Objev této izoformy v hypotalamu
v roce 2002 objasnil analgetické p sobeni paracetamolu a jinych antipyretik, které
jsou slabymi inhibitory COX 1 a COX 2, ale snadno penetruji do CNS. NSAID té
inhibuji COX 3, ale pro jejich vysokou polaritu neprochazi do CNS v dostate né
koncentraci (Botting, 2005). To vysv tluje, pro paracetamol, i kdy p sobi na COX
podobn jako NSAID, nevykazuje podobné protizan tlivé ani antikoagula ni
vlastnosti a je Setrn jSi ke gastrointestinalnimu traktu (Anderson, 2008).

Na analgetickém p sobeni paracetamolu se dale podili nep imy U inek
na serotoninové receptory 5-HT3 v miSe. Na periferii paracetamol urychluje p em nu
prostaglandinu PGG, na PGH;, a tim sniuje prozan tlivé p sobeni nestabilniho
endoperoxidu PGG; (Lincova, 2007).

Experimentaln  na mySich byl demonstrovan U inek APAP metabolitu
p-aminofenolu (deacetylovany paracetamol) na snieni bolesti a teploty, kdy
po konjugaci s kyselinou arachidonovou vznika AM404 (arachidonoyl-amid
aminofenolu), ktery zp sobuje aktivaci kanabinoidnich receptor (Hogestatt, 2005).

Paracetamol ma své stalé misto v pediatrii, kde je lékem volby u d ti
od 3 m sic do 15 let p i sniovani teploty a bolesti, nebo p i jeho uivani nehrozi

vznik Reyeova syndromu jako p i podani kyseliny acetylsalicylové (KrSiak, 2011).

Farmakokinetika paracetamolu

Paracetamol se rychle absorbuje z traviciho traktu a maximalni plazmatické
koncetrace dosahuje b hem 30-60 min od p.o. podani. Distribuuje se do v tSiny
tkani, prochazi jak hematoencefalickou, tak placentarni bariérou a je p itomen i
v mate ském miléce. Vazba na plazmatické bilkoviny je v terapeutickych davkach
zanedbatelnd, ale zvySuje se srostouci koncentraci APAP. Paracetamol je
metabolizovan v jatrech oxida nimi a konjuga nimi reakcemi a produkty jsou
vylu ovany mo i. Mén ne 5 % latky je vylou enov nezm n né form . Paracetamol
ma relativn  kratky polo as eliminace 1-3 hod. Analgeticky U inek paracetamolu
po jednorazoveé terapeutické davce 0,5 - 1 g trva 3 - 6 hod, antipyreticky 3 - 4 hod
(Martindale, 2002). Paracetamol je bezpe ny v davce maximaln 4g/den (max
jednotlivd davka 19g), p i dlouhodobém podavani 2,5 g/den ( erveny, 2013). Z idka
se vyskytne poskozeni jater p i normalnim davkovani, a to vd sledku idiosynkratické

reakce, nap . pro inidividualni rozdily v expresi a aktivit biotransforma nich enzym .
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Tabulka 2.1 - Doporu ené maximalni davky paracetamolu

asovy odstup

Pacient Max. jednotliva davka . i Max. denni davka
jednotlivych davek

dosp ly 1g 4h 49

dit 6-12r 500 mg 4h 29

dit 1-5r 240 mg 4h 960 mg

kojenec 3-12 m 120 mg 4h 480 mg

(Ferner 2011)

Hepatotoxické U inky paracetamolu

Hepatotoxicita APAP je relativn dob e prostudovanid a je p ipisovana
p imému cytotoxickému p sobeni metabolitu  paracetamolu  N-acetyl-p-
benzochinoniminu (NAPQI) ( erveny, 2013). Biotransformace paracetamolu (viz
Obrazek 2.1) probih& cestou konjugace s kyselinou glukuronovou i sirovou, ktera
eliminuje v tSinovy podil mate ské latky. Minoritni podil (5 %) paracetamolu je
metabolizovan mikrozomalnim systéemem (CYP 2E1 nebo 1A2) za vzniku reaktivniho
metabolitu NAPQI (Sliva, 2013). Tento metabolit je za normalnich okolnosti U inn
odstra ovan konjugaci s glutathionem a vylou en mo i. Vpipad p edavkovani
paracetamolem nebo u chronickych alkoholik jsou zasoby glutathionu vy erpany,
NAPQI neni dostate n inaktivovan, kovalentn se vae na bun né struktury
hepatocytu a zp sobuje jejich p imé posSkozeni ( erveny, 2013). V pokusech
na zvi atech bylo zjiSt no, e toxické U inky paracetamolu se projevi p i poklesu
hladiny jaterniho glutathionu pod 70 % normalni hladiny (Richardson, 2000).

P i otrav paracetamolem se podava specifické antidotum N-acetylcystein.
N-acetylcystein je donorem —SH skupin a U inn obnovuje zasoby glutathionu, ktery
poté odstra uje toxicky NAPQI (Hladik, 2005). Alternativnim zdrojem sulfhydrylovych
skupin je methionin, ktery v3ak v experimentech vykazoval niSi 0 innost ne

acetylcystein (Boobis, 1986).
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Obrazek 2.1 — Biotransformace paracetamolu
zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Paracetamol _metibm.svg

2.2.2 Thioacetamid

Thioacetamid (TAA, Obrdzek 2.2) je hepatotoxicka latka, kter4d se
experimentaln pouiva k navozeni a studovani akutniho i chronického jaterniho
poskozeni. Akutni toxicita je charakterizovana centrilobularni  nekrézou,
doprovazenou zvySenim seérovych transaminaz a hyperbilirubinémii, zatimco
chronick&a expozice vede k jaterni fibréze, cirhdze i karcinomu jater (Sarma, 2012).
Vyhody pouiti thioacetamidu jako modelové hepatoto xické slou eniny spo ivaji
v jeho specifit pro jaterni tka , v p ednostnim p sobeni v perivenézni oblasti a
v relativn dlouhém asovém rozmezi (3,5 - 7 dn ) od vzniku nekrézy po jaterni
selhani (Chanda, 1994; Sta kova, 2010).

CH3 NH,

Obrazek 2.2 - Struktura thioacetamidu (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com)
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Hepatotoxicita thioacetamidu byla poprvé studovana vroce 1948 v pokusu
na potkanech. Podn tem ke studiu bylo nalezeni TAA v pomeran ovém d usu
nasledkem pou iti této latky jako fungicidu v pomer an ovnikovém sadu (Hajovsky,
2012). Krom wvyuiti khubeni S8k dc se thioacetamid pouiva ke koroznim
zkouskam, jako pr myslové rozpoust dlo, jako urychlova vulkanizace nebo
ke stabilizaci motorového oleje (Lee, 2003).

TAA je bily krystalicky prasek rozpustny ve vod a v etanolu, mirn rozpustny
v éteru (Merck Index, 1996). V in vivo experimentech se thioacetamid podava
obvykle intraperitonedaln , mén asto intraven6zn (Chen, 2008) nebo peroraln
(Tani, 2001).

Metabolismus a p sobeni thioacetamidu na jaterni tk&

K vyvolani jaterniho poSkozeni thioacetamidem je nutna jeho bioaktivace. TAA
je oxidovan jaternim mikrozomalnim systémem, zejména enzymy CYP2E1 a FAD
monooxygenazami, nejprve na relativn stabilni thioacetamid-S-oxid (TASO) a dale
na nestabilni a vysoce reaktivni thioacetamid-S,S-dioxid (TASO,) (viz Obrazek 2.3).

Biotransformace thioacetamidu podléha satura ni kinetice (kinetika nultého

adu) (Chilakapati, 2005). Siroké spektrum dal3ich substrat CYP2E1 podstupuje
kinetiku nultého &du, kdy se zvySujici se davkou toxikantu je limitovana mira jeho
biotransformace. D sledkem enzymové saturace je, e se produkce aktivniho
metabolitu nezvySuje proporcionaln k rostouci davce. P i vysokych davkach TAA,
p i kterych je CYP2E1 nasycen, klesa tvorba metabolitu TASO, je redukovan toxicky
G inek. Pom r metabolitu TASO k mate ské slou enin TAA s rostouci davkou kles4,
im se vysv tluje nejednozna ny vztah davka - U inek (Mangipudy, 1995). Také
pem na TASO na TASO, je saturovatelna, probiha pomaleji a je tak rychlost-
limitujicim krokem biotransformace. Biologicky polo as TAA a TASO je 1-1,5 hod,
respektive 1,5 - 2 hod (Porter, 1979). Obrazek 2.3 znazor uje metabolismus TAA
(Chilakapati, 2005).
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1.oxidace 2.oxidace

CH3CSNH, (TAA) CH3;CSONH, (TASO) CH3CSO,NH, (TASO,)

poskozeni jater vazba na bun né struktury

Obrazek 2.3 - Metabolismus thioacetamidu

Reaktivni metabolity TAA, p edevSim nestabilni TASO,, zvySuji oxida ni stres,
vy erpavaji zasoby glutathionu a zp sobuji oxidaci makromolekul v etn lipid
bun nych membran. Pochody oxida niho stresu jsou té zahrnuty v procesu
fiborogeneze (Furtado, 2012). Navic se p edpoklada, e se produkty thioacetamidu
vaou na bun né proteiny a poskozuji postranni lysinové et zce za vzniku
acetylimidolysinovych derivat (Lee, 2003). D sledkem je poskozeni funkce bu ky a
nasledna cytotoxicita.

Bylo popsano thiaoacetamidem indukované uvoln ni iont  vapniku
z intracelularnich zasob (Diez-Fernandez, 1996). Nadprodukce volnych radikal a
naruseni homeostazy vapniku mohou vyvolat zvySenou permeabilitu vnit ni
mitochondrialni membrany, naruSeni membranového potencialu a inhibici dychani
(Bernardi, 2001). Thioacetamid p sobenim na mitochondridlni metabolismus
nep izniv  ovliv uje regeneraci jaterni tkan , ktera je energeticky zavisla
na funk nich mitochondriich (Sta kova, 2010).

17



2.2.3 Tamoxifen

Tamoxifen (TAM, viz Obradzek 2.4), chemickym nazvem (2)-2-[4-(1,2-
diphenylbut-1-enyl)phenoxy]-N,N-dimethylethanamin, pat i do skupiny selektivnich
modulator estrogenniho receptoru (SERMs), které v zavislosti na typu tkan a
bun k vykazuji estrogenni nebo antiestrogenni p sobeni. Tamoxifen kompetitivn
obsazuje vazebné misto na estrogennim receptoru a inhibuje proliferativni U inky
estrogenu. Je vyu ivan v terapii a prevenci hormonaIn zavislého karcinomu prsu.
Agonistické p sobeni na estrogennim receptoru se d je nap . vkostni tkani,
v endometriu nebo na krevnich lipidech (Osborne, 2000).

Lé ivé p ipravky obsahuji tamoxifen citrat. Je to bily a sk oro bily, polymorfni,
krystalicky praSek. Je t ce rozpustny ve vod a acetonu, dob e rozpustny
v metanolu ( esky lékopis, 1997). Doporu end denni davka tamoxifenu vIé b
karcinomu prsu je 20 mg. Obvykle se jedna o dlouhodobou Ié bu, ktera se ukon uje

teprve tehdy, kdy dojde k remisi.

Obrazek 2.4 - Struktura tamoxifenu (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com)

Farmakokinetika tamoxifenu

Po peroralnim podani je maximalni plazmatické koncentrace tamoxifenu
dosaeno po 4-7 hod. Latka je z velké miry vazana na bilkoviny krevni plazmy.
Biologicky polo as tamoxifenu m e byt a 7 dn . Tamoxifen je Siroce
metabolizovan, hlavnim metabolitem je N-desmetyltamoxifen. N které metabolity

vykazuji podobnou farmakologickou aktivitu jako mate sk& molekula. Tamoxifen je
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v konjugované form pomalu vylu ovan jatry, v mensi mi e ledvinami. Zda se, e

podstupuje enterohepatickou cirkulaci (Sweetman, 2002).

Tamoxifen a vliv na jatra

Chronické u ivani tamoxifenu m e indukovat Siroké spektrum jaternich lézi
jako je periportalni hepatitida a cirh6za (Maruyama, 1995), makrovezikularni steatéza
a steatohepatitida (Pinto, 1995). Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC)
hodnoti tamoxifen jako karcinogenni u experimentalnich zvi at (IARC, 1996). Byly
publikovany studie o hepatokarcinogennim p sobeni tamoxifenu u potkana
(Hirsiméaki, 1993; Williams, 1993). Za inicia ni krok karcinogeneze je pova ovana
metabolicka aktivace na elektrofiini slou eninu - sulfatovy  konjugat
a-hydroxytamoxifenu nebo N-desmetyltamoxifenu, ktera se irreverzibiln vae
na DNA jaternich bun k (Rajaniemi, 1998). Stejny adukt je tvo en také u mysich a
lidskych hepatocyt po expozici a-hydroxytamoxifenu. Dostupna data uvad ji, e
lidské a mySi bu ky, ve srovnani s bu kami potkana, maji podstatn ni Si schopnost
metabolické aktivace tamoxifenu (Wogan, 1997). To koresponduje se studii, ve které
byly mySi rezistentni ke karcinogenezi (Martin, 1997). Tamoxifen v jediné davce
nevyvola rakovinné bujeni, a koliv m e podpo it rakovinu jater indukovanou
N-nitrosodietylaminem (White, 1999).

Dale je znamo, e tamoxifen m e u pacientek zp sobit dysfunkce
metabolismu lipid . Latka blokuje funkci estrogenu v udr eni homeosté zy lipid , im
se zvySuje obsah tuk v jatrech. Rozviji se nealkoholick&a steat6za a steatohepatitida
(Lelliott, 2005).

Mechanismus, kterym tamoxifen navozuje zm ny lipid v jaterni tkani, byl
zkouméan na mysSich hepatocytech (Cole, 2010). Zahrnuje snienou fosforylaci
enzymu acetylkoenzym-A-karboxylazy (ACC), enzymu limitujiciho rychlost syntézy
mastnych kyselin. Fosforylaci ACC katalyzuje enzym AMPK (adenosine-
monophosphate-activated protein kinase), jeho innost je redukovana tamoxifenem.
Snieni fosforylace ACC (=aktivace ACC) v jatrech aktivuje syntézu mastnych
kyselin.

S u ivanim tamoxifenu je spojovano ukladani anorgan ického eleza v jatrech
(sideréza). lonty eleza nepochazeji z molekuly hemu a jejich akumulace mo na
souvisi s tvorbou volnych radikdl b hem metabolismu tamoxifenu. Nadm rnéa zéat
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elezem m e byt zprost edkovana poruchou v regula nim mechanismu hepcidinu,
hlavniho regulatoru homeostazy eleza (Jatoba, 2008). elezo svym katalytickym
U inkem na tvorbu volnych radikal podporuje peroxidaci lipid v hepatocytech
s naslednym poskozenim membrany a ztratou integrity organel (Bacon, 1985).
Produkty degradace lipid také stimuluji tvorbu kolagenu v jaternich hv zdicovych
bu kach in vitro a lidskych fibroblastech (Maher, 1994). V Kupfferovych bu kéach tyto
produkty mohou stimulovat produkci transformujiciho r stového faktoru b (TGF-b)
(Leonarduzzi, 1997).
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2.3 STUDOVANE POTENCIALN HEPATOPROTEKTIVNI LATKY

Pro U ely experiment byly vybrany nasledujici latky: p irodni antioxidanty silymarin,

naringin, resveratrol a synteticky chelator eleza deferipron.

2.3.1 Silymarin

Silymarin (SIL) je extrakt ze suSenych semen rostliny ostropest ce
marianského (Silybum marianum L.). Tato bylina byla ji po staleti vyuivana
v lidovém |é itelstvi jako 1é ebny prost edek p iporuchach zaivaciho traktu,
onemocn ni jater a lu ového traktu, menstrua nich poruchach a k e ovych ilach
(Saller, 2007). Obsah silymarinu ve zralych plodech ostropest ce je 1,5-3,0 %.
V istém standardizovaném suchém extraktu se obsah silymarinu pohybuje 30-60 %
(Abenavoli, 2010).

Chemicka struktura silymarinu

Silymarin je sm s flavonolignan slo end ze strukturnich izomer : silybininu
(diastereomery silybin A + silybin B), isosilybininu (isosilybin A + isosilybin B),
silydianinu, silychristinu a dalSich minoritnich slo ek (nap . taxifolin, silyhermin) (Wu,
2009). Nejv t8i podil ve sm si zaujima silybinin (60-70 %), dalSi sloky jsou
zastoupeny v mno stvi: silychristin cca 20 %, silyd ianin cca 10 %, isosilybin cca 5%.
Pom r jednotlivych slo ek v silymarinu m e kolisat v zavislosti na podminkach
p stovani, na rostlinném kultivaru nebo na metodach izolace a extrakce z rostlinného
materialu (Simanek, 2000). Chemické struktury izomer znazor uje Obrazek 2.5
(Pradhan, 2006).
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Obrazek 2. 5 - Struktura slo ek silymarinu

22



Biologické U inky silymarinu

Silymarin je znamy p edevSim svymi hepatoprotektivnimi G inky.
Mechanismus zahrnuje p sobeni na n kolika urovnich, z nich nejvyznamn jsSi je
antioxida ni p sobeni a regenerace bu ky vlivem zvySené proteosyntézy. Silymarin

je dale spojovan s protizan tlivymi, antifibrotickymi a imunomodula nimi vlastnostmi.

Antioxida ni vlastnosti silybininu byly sledovany v pokusech in vitro. V jaternich
mikrosomech silybinin p sobil jako silny vychytava hydroxylovych radikal (OH-)
generovanych ve Fentonov reakci a dale vychytava superoxidového radikalu (O, )
generovaného xantinoxidazovym enzymovym systémem. Peroxidace lipid vyvolana
organickymi hydroperoxidy (kumen hydroperoxidem) probihala v mikrosomech
p es oxidaci glutathionu a dalSich thiol . Silybinin zamezil degradaci thiol a zarove

vyvolané lipoperoxidaci (Basaga, 1997).

Stimulace proteosyntézy. Po intraperitonealnim podani silybininu byla v potkanich
jatrech zvySena aktivita RNA polymerazy | a tim hladina ribozomalni RNA
(Sonnenbichler, 1986). D sledkem je zrychlena syntéza ribozom , protein a DNA.
Tyto U inky maji vyznamny terapeuticky dopad na opravu poSkozené jaterni tkan a

navrat k normalni funkci organu (Abenavoli, 2010).

Protizan tlivé U inky. Silymarin inhibuje tvorbu leukotrien , prozan tlivych mediator ,
p sobenim na aktivitu 5-lipoxygendzy. Ve studii na izolovanych Kupfferovych
bu kach, silybinin inhiboval tvorbu leukotrienu B4 (Dehmlow, 1996). Dale je
popisovan vliv silymarinu na transkrip ni faktor NF-kB, kli ovy regulator zan tu a

imunitnich reakci, p i em silymarin inhibuje vazbu NF- kB na DNA (Pradhan, 2006).

Protifibrotické p sobeni. Fibrogeneze je d sledkem konverze jaternich hv zdicovych
bun k (HSC, hepatic stellate cells) v myofibroblasty. Silymarin inhibuje NF-kB a také
zpomaluje HSC aktivaci (Abenavoli, 2010). V pokusu na potkanech, s CCl,
chronickym posSkozenim jater, silymarin (50 mg/kg; p.o.) sniil obsah kolagenu
v jatrech na 55 % (Favari, 1997). Dale silymarin potla uje expresi profibrotickych
mediator (pro-kolagen al a TIMP-1) (Jia, 2001).
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Blokada toxin . Silymarin ma regula ni U inky na permeabilitu bun né a
mitochondrialni membrany a zvySuje membranovou stabilitu proti xenobiotickému
posSkozeni. Brani absorpci toxinu do hepatocytu tim, e obsazuje vazebna mista na
bu ce, a inhibuje n které transportni proteiny v membran . Jednim
z takovych transportnich systém je OATP2 (organic anion transporting polypeptide),
ktery zprost edkovava transport Ilu ovych Kkyselin, lipofiinich hormon nebo
xenobiotik z portalni krve do hepatocytu. Silymarin  kompetitivn  inhibuje tento
p enaSe . Této skute nosti je vyuito p i terapii intoxikace muchom rkou zelenou
(Amanita phalloides), jeji toxiny, amanitin a faloidin, prostupuji do hepatocytu
prost ednictvim OATP2 a zp sobuji likvidaci bun k (interference s proteosyntézou)
(Abenavoli, 2010). Silymarin (silybinin 20-50 mg/kg/den) je p i otrav muchom rkou
zelenou podavan spolu s vysokymi davkami penicilinu (300 000-1 000 000 U/kg/den)
(Saller, 2008).

Farmakokinetika silymarinu

Silybinin, majoritni slo ka silymarinu, je povaova n za biologicky G innou
sloku celé sm si. Farmakokinetické parametry silymarinu jsou vztahovany a
standardizovany k silybininu (Saller, 2001).

Silymarin je velmi malo rozpustny ve vod (0,03 mg/L, silybinin 0,004 mg/L).
Biodostupnost po peroralnim podani je velmi nizka (0,98 %) a zavisi na obsahu
dalSich p itomnych substanci, které maji lepSi rozpustnost. Silymarin se podava ve
form suspenze v metylcelul6ze nebo b-cyklodextrinu, nebo ve form kapsli (Saller,
2008). Systémovou dostupnost Ize zvySit p idanim nosi e jako je fosfatidylcholin za
vzniku fytosomu, lipid-kompatibilniho komplexu, ktery ma 10kréat vysSi biodostupnost
ne samotny silymarin (Morazonni, 1993). Dle Brevi e 2014 jsou v eské republice
registrovany nasledujici Ié ivé p ipravky s obsahem silymarinu: Flavobion, Silymarin
Al, Lagosa, Legalon.

V Klinické studii, po podani 100-360 mg silybininu byla maximalni koncentrace
v plazm dosaena za cca 2hod a inila 200-1400 ng/mL, pi em asi 75 % bylo
p itomno v konjugované form . Elimina ni polo as celkového silybininu je p iblin

6hod. Z podané davky je 3-8 % exkretovano do mo e, 20-40 % je reabsorbovano ze
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lu e ve form glukuronid a sulfat . Zbyvajici ast, neabsorbovana, nezm n na, je
vylou ena travicim traktem (Saller, 2008).

Hlavni metabolickou cestou silybininu jsou konjugace Il.faze biotransformace.
Jedna se p edevSim o konjugace s kyselinou glukuronovou a sirovou za vzniku
mono- , di- a triglukuronid , mono- a disulfat (Hoh, 2006). Byla nalezena vyznamna
stereoselektivita vtvorb  glukurovanych konjugat  silybininu (Han, 2004).

Metabolismus zahrnuje dale O-demethyla ni a hydroxyla ni reakce (Jancova, 2007).

2.3.2 Naringin

Naringin (4°,5,7-trinydroxyflavanon- 7- rhamnoglukosid, NAR) pat i do skupiny
flavonoidnich glykosid . P irozen se vyskytuje v citrusovych plodech. Je hlavnim
flavonoidem grapefruitu (tvo i a 10 % suché hmotnosti) a je zodpov dny za ho kou
chu grapefruitové § avy (Ortuiio, 1995). Obsah naringinu v grapefruitovéové § av

zavisi na druhu grapefruitu a pohybuje se od 100 do 500 mg/L (Mouly, 1994).

Obrazek 2.6 — Naringin (zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Naringin)

Obecné vlastnosti flavonoid

Flavonoidy jsou velkou skupinou nizkomolekularnich polyfenolickych
slou enin vyskytujich se v rostlinach jako sekundarni metabolity. V rostlin = zaji$ uji
nap . pigmentaci kv t nebo sloui jako obrana proti napadeni nebo poSkoz eni
rostliny. V rostlinné iSi bylo popsano ji vice jak 5 000 derivat bioflavonoid

(Fernandez, 2009). Vyznamnymi zdroji t chto latek jsou nap . citrusy, bor vky,
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ginkgo biloba, cibule, petr el, lust niny, aj, ervené vino, ho k& okoladda (Hollman,
1999).

Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikového heterocyklu flavanu (Obrazek 2.7),
tvo eného dv ma benzenovymi kruhy (A, B) spojenymi heterocyklickym pyranem (C)
(Hollman, 1997). B n jsou vSechny kruhy substituované hydroxy- nebo
methoxyskupinami. Podle uspo adani r znych substituent na pyranovém kruhu se
flavonoidy rozd luji do n kolika skupin: flavony (rutin), isoflavony (genistein),
flavonoly (quercetin), flavanony (naringin), flavanoly (catechin), anthocyanidiny
(cyanidin). P irodni flavonoidy se nej ast ji vyskytuji ve form O-glykosid , volné
aglykony se vyskytuji pouze z idka. Déale existuji ve form polymernich slou enin
(nap . tanniny) (Heim, 2002).

Tvorba t chto latek vrostlin  je zavisla na mnoha faktorech, nap . sv tlo,
ivotni podminky, geneticky p vod, varianta, zpracovani, skladovani. Z toho d vodu
jsou udaje v literatu e o obsahu flavonoid v rostlinném materialu, potamo v p ijaté
potrav , asto nekompletni a kontroverzni (Ross, 2002).

Zajem o flavonoidy z hlediska jejich p sobeni na lidské zdravi je dan U inky
pozorovanymi in vitro: vychytavani volnych radikal , modulace enzymové aktivity,
inhibice bun né proliferace, p sobeni proti bakteriim, alergii, zan tu a dalSi (Bravo,
1998). Zejména je vyznamny jejich antioxida ni a chelata ni potencial, ktery souvisi
s protektivnim p sobenim flavonoid proti nadorovym a kardiovaskularnim

onemocn nim.

Obrazek 2.7 - Flavan
(zdroj http://en.wikipedia.org/wiki/Flavonoid)
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Antioxida ni 0 inky flavonoid

Vyzkumy zabyvajici se zavislosti 0 inku na struktu e (SARS, structure-activity
relationship) ukazuji, e antioxida ni aktivita flavonoid zavisi na uspo adani
funk nich skupin na flavanovém jad e (Heim, 2002; Kolek, 2005). Zejména jsou

d leité tyto strukturni komponenty:

i) hydroxylové skupiny. Hydroxylové skupiny na B-kruhu jsou vyznamné
pro vychytavani volnych radikal . Katecholova struktura (3",4"-dihydroxybenzen) B-
kruhu zvySuje inhibici peroxidace lipid . Flavony, kterym chybi katechol nebo
pyrogalol (trihydroxybenzen) tvo i relativn nestabilni radikdly a jsou tak slabé
scavengery. P itomnost volné 3-OH skupiny na C-kruhu p ispiva k antioxida nim
vlastnostem (Burda, 2001). Flavonoidy s hydroxylovymi skupinami v poloze 3- a
37,4 jsou 10krat siln jSi scavengery peroxynitritu ne ebselen, znamy vyc hytava
RNS (Haenen, 1997).

i) methoxylové skupiny. Zm ny v hydrofobicit a planarit molekuly znamenaji také
zm nu antioxida ni aktivity flavonoidu. | kdy pom r hydroxy- a methoxyskupin neni
ur ujici pro miru vychytavani volnych radikal , kruh B je obzvlast citlivy k umist ni
methoxylovych skupin. Vym na 6°-OH/4"-OMe konfigurace za 6"-OMe /4"-OH zcela
odstra uje schopnost vychytavani radikalu DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
navozenim koplanarity (Mathiesen, 1997). Methylace 3",4"-katecholu vyznamn

sni uje antioxida ni kapacitu. Nap . 4" -O-methylace quercetinu na tamarixetin sni uje
inhibici LP navozenou elezem z 98 % na -2,6 % (Dug as, 2000). Antioxida ni U inek

katecholu B kruhu je odstran n polymethoxylaci na A-kruhu.

iii) dvojna vazba a ketoskupina. Flavonoidy s dvojnou vazbou mezi uhliky C2 a C3 a
sou asn s ketoskupinou na C4 vykazuji lepSi antioxida ni vlastnosti ne latky, které
nemaji tyto strukturni determinanty (nap . quercetin je siln jSi inhibitor Fe-indukované
LP ne taxifolin, p i em oba obsahuji 4-oxoskupinu, ale jen quercetin ma dvojnou
vazbu mezi C2 a C3) (Ratty, 1988).

iv) cukerné zbytky. Aglykony jsou U in jSi antioxidanty ne jejich odpovidajici
glykosidy (Ratty, 1988). S rostoucim po tem cukernych zbytk klesa antioxida ni
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kapacita (Plumb, 1999). Krom po tu cukernych zbytk hraji roli také umist ni (nap .
glykosylace na A-kruhu sniuje antioxida ni kapacitu) a struktura cukru (glukoza,
rhamndéza nebo rutindza). Cukerné zbytky ovliv uji antioxida ni vlastnosti flavonoidu
tim, e (a) interferuji s koplanaritou B-kruhu vzhledem ke zbytku flavonoidu a
schopnosti delokalizace elektron , a/nebo (b) zvySuji hydrofilni charakter molekuly a
modifikuji p istup k volnym radikal m. Vliv cukernych zbytk na antioxida ni
vlastnosti je u lov ka sporny, nebo glykosidické vazby jsou asto St peny
ve stev . Je pravd podobné, e odstran ni cukernych substituent st evnimi
enzymy nebo bakteriemi zvySuje aktivitu flavonoid p ijatych v potrav in vivo (Heim,
2002).

V) stupe polymerizace. Polymery flavonoid jsou p itomny nap . v extraktu semen
hrozn (oligomery a dimery katechin ) nebo v erveném vin (dimery procyanidin ).
Dimery a trimery procyanidin jsou U inn jSi proti superoxidovému radikalu ne
monomery, p i em mira aktivity di- a trimer se liSi jen méalo (Vennat, 1994). Zd4 se,
e vysSSi stupe polymerizace zvySuje antioxida ni aktivitu procyanidin proti r znym
radikal m (Heim, 2002).

Chelata ni U inky flavonoid

Chelata ni vlastnosti flavonoid p ispivaji k jejich antioxida nimu p sobeni.
Odstran nim a neutralizaci nadbyte nych iont eleza, které jsou deponovany
v hepatocytech, flavonoidy sniuji oxidativni posko zeni (Morel, 1993). Také
po chelataci dvojmocnych kationt si flavonoid zachovava schopnost zhaset volné
radikaly. Oxidace navozena Fentonovou reakci je siln inhibovana flavonoidy, které
ve své struktu e obsahuji 3,4 -katechol, 4-oxo- a 5-OH-skupiny. Komplex chelatoru
s iontem Fe nebo Cu se m e tvo it mezi 5-OH a 4-oxo-skupinou nebo mezi 3"- a 4’-
hydroxylem (Cheng, 2000). Diky schopnostem vazat kovy a zhaSet volné radikaly
jsou polyhydroxylované flavonoidy vyznamné jako inhibitory Fentonovy reakce in vivo
(Heim, 2002).
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Biologické U inky naringinu

Citrusové flavonoidy jsou zkoumany pro jejich rozmanité biologické G inky. Je
znamo, e naringin ma antioxida ni, protirakovinné, protizan tlivé a antimikrobialni
U inky. Sni uje hladinu lipid v krvi, zlepSuje pevnost cévnich st n, jejich elasticitu a
propustnost. Ma tedy vyznam z hlediska prevence kardiovaskularnich chorob a
rakoviny (Huang, 2011). V poslednich letech byly publikovAny mén znamé
biologické 0 inky naringinu, nap . indukce melanogeneze (Huang, 2011), indukce
apoptdzy in vitro (Kanno, 2003), anxiolytické p sobeni u mysi (Fernandez, 2009)

nebo vliv na kognitivni funkce a neurodegeneraci (Spencer, 2010).

Vyznamné jsou interakce grapefruitové S avy se sou asn podanymi Ié ivy.
Grapefruitova S ava m e vyrazn zvysSit biodostupnost oraln podanych lé iv (nap .
blokator kalciovych kandl , takrolimu, cyklosporinu, midazolamu aj.). Neim rn
vysoké koncentrace 1é iv v séru maji pak za nasledek zvySeny vyskyt vedlejSich
U ink zavislych na davce (de Castro, 2007). Hlavnim mechanismem t chto interakci
je inhibice intestinalni formy cytochromu P450 3A4 (CYP3A4) vyvolana
furanokumariny a flavonoidy p itomnymi v grapefruitovém d usu. Studie nazna uje,
e 0 inné sloky dusu, samy substraty proteinu, vykazuj i suicidalni typ inhibice
(Lown, 1997). | kdy naringin i naringenin vykazuji inbi ni efekt na CYP3A4, nejsou
primarnimi inhibitory CYP3A4 grapefruitové S avy (Edwards, 1996). Sou asné
vyzkumy ukazuji, e - krom p sobeni na CYP3A4 - interakce grapefruitového d usu
slé ivy zahrnuji také ovliv ovani P-glykoproteinu a membranového transportéru
OATP (Dahan, 2004).

Farmakokinetika naringinu

Naringin je dob e rozpustny ve vod . Rozpustnost a biodostupnost jeho
aglykonu (naringeninu) je mensi a m e byt zvySena navazanim na hydroxypropyl- b-
cyklodextrin (Shulman, 2011).

D ive se usuzovalo, e flavonoidni glykosidy mohou by t vst ebany pouze jako
aglykony a po bakterialni hydrolyze v ni Sich oddi lech st eva (Bokkenheuser, 1987).
Vroce 1995 v dci objevili p enaSe ovy systém pro glykosidy SGLT1 (sodium-
dependent glucose transporter) (Hollmann, 1995). Nicmén mnohé glykosidy nejsou
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p esto vst ebany diky U innému odstra ovani transportéerem MDR2 (multi-drug
resistance-associated protein 2) (Walgren, 2000). Bylo zjist no, e hydrolyza se d je
vtenkém st ev za U asti enzym b-glukosidazy a/nebo laktaza-florizin hydrolazy.
Vzniklé aglykony jsou sice U inn vst ebavany, ale biodostupnost m e byt velmi
nizka (5-9 %) z d vodu masivniho presystemového metabolismu (Walle, 2005; Fuhr,
1995).

Ve studii Felginese a kol (2000) byl potkan m do stravy p idan naringin
v mno stvi 9,2 mmol/kg diety. Glykosid nebyl detekovan ani v plazm ani mo i,
nicmén byl detekovan v obsahu tlustého st eva. Cirkulujici metabolity, konjugované
glukuronové a sulfatove derivaty naringinu, byly nalezeny v plazm i v mo i. Aglykon
naringenin byl st evni mikroflorou metabolizovan také na fenolické kyseliny.
Maximalni plazmaticka koncentrace naringeninu byla nalezena 10 hod po po iti
stravy s naringinem, co nazna uje vliv cukerné slo ky na délku absorpce. U diety
obsahujici naringenin nebo naringenin-7-glukosid byl toti naringenin v plazm
nalezen ji po 3 hod od poiti. Kabsorpci t chto flavonoid dochazi v aludku a
vtenkém st ev , kde to naringin prochazi tenkym st evem a je vst ebavan a v
tlustém st ev . Prodleva v intestinalni absorpci vede k vyznamnému sni eni exkrece
naringeninu mo i. Po jednorazové davce naringinu byla procentualni odezva

naringeninu v mo i 14 % (Felgines, 2000).

2.3.3 Resveratrol

Resveratrol (RES, obrazek 2.8), p irodni polyfenol, byl prvn izolovan v roce
1940 z oddenku kychavice zelené (Veratrum grandiflorum, Loes). Dosud byl nalezen
ve vice ne 70 druzich rostlin (nap . rody bor vka, moruSe, podzemnice) (Orallo,
2006). Vyznamny je jeho obsah ve slupkach hrozn révy vinné (50-100 ng/g) (Ma,
2005). V rostlin p sobi resveratrol jako fytoalexin, tj. slou i k rezi stenci bu ky, nebo
se ve zvySené mi e tvo i p i napadeni rostliny plisn mi (nap . Botrytis cinerea) nebo
po expozici UV za eni (Smidrkal, 2001). V roce 1992 Siemann a Creasy detekovali
polyfenol resveratrol v erveném vin  (Siemann, 1992). Ve stejné dob
epidemiologické studie ukézaly existenci tzv. ,francouzského paradoxu®, tj. snieny
vyskyt kardiovaskularnich onemocn ni ve spojeni se stravou bohatou na tuky a

mirnou konzumaci erveného vina v oblasti ji ni Francie a St edomo i (de la Lastra,
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2007). Od té doby byly farmakologické U inky resveratrolu, G inné slo ky erveného

vina, Siroce studovany.

Chemické struktura resveratrolu

Resveratrol je svou strukturou 3,4°,5 trihydroxystilben. Z chemické struktury
vyplyva existence 2 geometrickych izomer - trans a cis. V rostlinném materialu se
vyskytuje sm s obou forem, obvykle p eva uje trans-izomer (Smidrkal, 2001). Déle je
resveratrol p itomny ve form glukosid jako piceid nebo resveratrolosid, podle toho,
zda je cukerna slo ka vazana v poloze 3- nebo 4. Krom toho tento stilben tvo i
oligomery, tzv. konstitutivni stilbeny, nap . dimer -viniferin, trimer -viniferin a dalSi
(Soleas, 1997). Oligomery jsou oxida ni produkty resveratrolu, ale neni znamo, zda
vznikaji oxidaci latky vrostlin , nebo a p i zpracovani rostlinného materialu
(Smidrkal, 2001).

V tSina v deckych praci pojednava prav o trans-izomeru, vzhledem k tomu,
e cis-forma je komer n nedostupna zd vodu jeji chemické nestability (Cottart,
2010). Tedy, pokud v této préaci pouivame vyraz res veratrol, myslime tim trans -

resveratrol.

Obrazek 2.8 - trans- resveratrol (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com)

Biologické U inky resveratrolu

U inky resveratrolu na lidské zdravi Ize vysledovat tisice let zpatky.
V nejstar§im  dochovaném |é ebném systému, Ayurvéd , je popisovano
kardiotonické p sobeni ,darakchasavy”, extraktu z hrozn révy vinné (Bhat, 2001).
Kardio- a vazoprotektivni 0 inky resveratrolu byly experimentaln  popsany

v 90.letech 20.stoleti vasociaci sji zmin nym  francouzskym paradoxem®.
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Resveratrol ovliv uje r znorodé biologické d je v organismu. Byly zjist ny jeho
U inky protizan tlivé, chemopreventivni, antioxida ni, proapoptické, antiproliferativni,
protivirové, imunomodula ni a jiné (Fulda, 2010). Resveratrol se tedy uplat uje
v d jich aterosklerdzy, srde nich onemocn nich, rakoviny, autoimunitnich d jich aj.
Byly publikovany prace, které popisuji resveratrol jako G inny prost edek
p i Iékové rezistenci organismu na tamoxifen, kdy resveratrol senzitizuje rakovinné
bu ky odoIné tamoxifenové 1é b (Shi, 2013). Sirokou Skéalu vyu iti resveratrolu dé le
dopl uje prace Chottanapunda a kol. (2014), kde je tento p irodni antioxidant
studovan in vitro pro protirakovinné 0 inky p sobenim jako inhibitor aromatazy a

antioxidant.

Antioxida ni G inky resveratrolu

Byly objasn ny r zné antioxida ni mechanismy resveratrolu (Zini, 1999):
1. kompetice s koenzymem Q v reakcich oxida niho et zce,

2. vychytavani volnych kyslikovych radikél ,

3. inhibice peroxidace lipid vyvolané produkty Fentonovy reakce.

Nep imé antioxida ni p sobeni resveratrolu spo iva v udr ovani koncentraci
obrannych antioxida nich systém fyziologicky p itomnych v organismu-
redukovaného glutathionu, enzym glutathion peroxidazy, glutathion-S-transferazy
apod (Yen, 2003). Antioxida ni p sobeni stilbenu se uplat uje v prevenci vzniku
aterosklerozy a nasledného onemocn ni koronarniho e it (Pervaiz, 2003).
Na vzniku aterosklerdzy se podili oxidativni modifikace lipoprotein s nizkou hustotou
(low density lipoproteins, LDL) (Esterbauer, 1992). Oxidované lipoproteiny se
akumuluji v bu kach st ny koronarni tepny a vytva eji prost edi pro vznik
aterogenniho platu a agregaci krevnich desti ek. Resveratrol inhibuje oxidaci
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), které jsou sou asti LDL astic (Pervaiz,
2003). U inek je zprost edkovan chelataci m di, ktera katalyzuje oxidaci PUFA, a
vychytavanim volnych radikal (O2-, OH-, peroxylradikal) (Losa, 2003). ZhaSeni
volnych radikal se uplat uje té v inhibici peroxidace membranovych lipid
Antioxida ni U inky obou izomer resveratrolu jsou kvantitativn podobné (Orallo,
2006).

V zavislosti na koncentraci stilbenu a typu bu ky, resveratrol vykazuje té

prooxida ni U inky, které vedou v p itomnosti tranzitnich kov k oxidativhimu
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poSkozeni DNA, které se m e vyznamn podilet na protirakovinnych a

proapoptickych vlastnostech resveratrolu (de la Lastra, 2007).

Farmakokinetika resveratrolu

P irozen se vyskytujici resveratrol je nej ast ji p ijiman peroralni cestou
v révovém vin nebo hroznové § av .V erveném vin se koncentrace t-resveratrolu
pohybuje od 0,1-15 mg/L v zavislosti na odr d a zemi p vodu révy (Frémont, 2000).
Také bilé vino obsahuje resveratrol, nicmén v mensi koncentraci (<0,1 mg/L)
z d vodu kratké macerace hrozn (Romero-Peréz, 1996). Nejen trans-izomer, ale té
cis-forma a glykosidické derivaty byly zaznamenany jako zdroje resveratrolu
v uvedeném napoji (Burkon, 2008).

Resveratrol, istd chemicka latka, je lipofilni molekula s nizkou rozpustnosti
ve vod (0,03 g/L) a dobrou rozpustnosti v etanolu (50 g/L). Oralni podani je
nejb n jSi zp sob. Ve studii Walleho a kol. (2004) je popisovana intravendzni
aplikace bolusové davky resveratrolu. Latka byla podavana také ve form kapsli
(Boocock, 2007). Peroraln m e byt podan ve vod rozpustny piceid (glykosidovany
resveratrol), ktery ve st ev podléha enzymové hydrolyze za vzniku t-resveratrolu
(Cottart, 2010).

Experimenty s radioaktivn zna enym resveratrolem (Walle, 2004) dokazuji
vysokou absorpci této latky. Celkova odezva vmo i a stolici byla 71-98 %, resp.
54-98 % po peroralnim, resp. po intravendéznim podani. Maximalni plazmaticka
koncentrace byla pozorovana po 1 hod a dalSi pik byl detekovan po 6 hod od podani,
pravd podobn jako vysledek enterohepatalniho cyklu, p i em po i.v. podani nebyl
druhy pik pozorovan. Biologicky polo as resveratrolu se pohybuje v adu n kolika
hodin (2,9-11,5 hod) (Cottart, 2010).

Relativn  vysokd absorpce resveratrolu kontrastuje svelmi nizkou
biodostupnosti. Po aplikaci davky 25 mg byla maximalni celkova koncentrace
resveratrolu v plazm 2 nmM (Walle, 2004). P i inou nizké koncentrace nezm n né
latky v systémové cirkulaci je rychla a rozsahla biotransformace v jatrech. Hlavni
metabolickou cestou je konjugace molekuly s kyselinou sirovou, v mensi mie
s kyselinou glukuronovou. Vznikaji mono- a disulfaty, mono- a diglukuronidy a/nebo
glukuronid-sulfaty (Boocock, 2007). V pokusu s deviti dobrovolniky, kterym bylo

podano 85,5 mg piceidu (odpovida 50 mg resveratrolu), bylo stanoveno a sedm
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konjugovanych metabolit v plazm i vmo i (Burkon, 2008). V n kterych studiich
jsou publikovany cis-resveratrolové konjugaty v mo i (Urpi-Sarda, 2005). Neni
objasn no, zda cis-konjugaty jsou metabolity cis-resveratrolu, nebo vznikly izomeraci
trans-konjugat . (Cottart, 2010). Mezi dalSi metabolické reakce resveratrolu pat i
hydrogenace alifatické dvojné vazby za vzniku dihydroresveratrolu, co vede
ke ztrat absorbance p i vinové délce 306 nm, ktera je pro molekulu resveratrolu
charakteristicka (Walle, 2004). Lipofilni molekula resveratrolu je metabolizovana
na hydrofilni slou eninu, kterd je nasledn vylu ovana ledvinami a v mensi mi e

za ivacim systémem.

2.3.4 Deferipron

Deferipron (1,2-dimethyl-3-hydroxypyrid-4-on; L1) je synteticka latka tvo ici
chelaty s elezem. Je prvnim ordln podavanym lé ivem s chelata nimi U inky a
pou ivd se u pacient stalasemii a s jinymi onemocn nimi z p etieni elezem.
Podava se ve form kapsli nebo tablet (Ferriprox®). Chelatuje také m , hlinik, zinek
i dalSi kovy, ale nejv tSi afinitu vykazuje k elezu, se kterym tvo i erven zabarvené

komplexy (Kontoghiorghes, 2000).

Obrazek 2. 9 — Deferipron (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com/)

Chelata ni vlastnosti deferipronu

Idedélni chelatace iont kov spo iva v navazani, p enosu a odstran ni iontu
Z organismu bez toxickych 0 ink . Mechanismus p sobeni chelata nich lé iv in vivo
neni jeSt pln objasn n (Kontoghiorghes, 1987). P i fyziologickém pH je k navazani
jedné molekuly Fe(lll) pot eba ti molekul deferipronu. Pro srovnani, deferoxamin,
parenteraln podavany chelator, vae elezo v molarnim pom ru 1:1. Deferipron

tvo i neutrdln nabité komplexy.
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Rychlost vychytavani eleza se liSi podle formy, v které se elezo nachazi,
nap . rozpustné formy mono- nebo oligonuklearniho eleza (NTBI, non-transferrin
bound iron) a nizkomolekularni intracelularni elez o interaguje s L1 a tvo i komplexy
b hem minut. adov hodiny trvd odstran ni eleza s molekul transferinu nebo
laktoferinu. Naproti tomu mobilizace eleza z feritinu nebo hemosiderinu je velmi
pomala a trvd adov dny (Kontoghiorghes, 1987). Deferipron majoritn mobilizuje Fe
z NTBI a dale ze saturovaného transferinu. Z hemoglobinu elezo neodstra uje.

Deferipron ve vysokych koncentracich ( 4&dov mM) inhibuje ribonukleotid
reduktazu, dale tvorbu ROS (H20,, O2™-, OH-). Je ovlivn nté r st n kterych bun k
(stimulované lymfocyty, progenitorové bu ky) (Kontoghiorghes, 1986).

Klinické pou iti deferipronu

Deferipron se pouiva u pacient p etienych elezem, u dialyzovanych
pacient pro odstran ni hliniku a u pacient s revmatoidni artritidou, kde redukuje
zan t a koriguje anemii p i chronické nemoci (Kontoghiorghes, 1994).

Exkrece eleza deferipronem zavisi na davce, frekve nci podani a mie
nadbyte ného eleza u dané osoby. Celkova denni davka 50-12 0 mg/kg/den je
obvykle rozd lena do 2-4 davek po 25-50 mg/kg. Typicka davka 50-100 mg/kg
zp sobi exkreci 10-120 mg Fe u pacienta s koncentraci feritinu 3-12 mg/L, kde to
u normalniho pacienta dojde jen k mirné exkreci Fe (1-2 mg) (Kontoghiorghes, 2000).
Individualni reakce pacienta jsou zavislé na mnoha faktorech (dieta, obsah vitaminu
C, aktivita erytropoetinu, biotransformace chelatoru, atd). V klinickych studiich i
na zvi ecich modelech bylo zjiSt no, e L1 odstra uje elezo zjaterni a srde ni
tkan (Olivieri, 1992; Tonduri, 1998).

Mezi vyznamné ne adouci U inky p i podavani deferipronu pat i chelatace a
exkrece jinych biogennich prvk - Zn, Cu, Mn. Dale se vyskytuje p echodna
agranulocytéza, neutropenie, bolest muskuloskeletarniho systéemu a alude ni
intolerance. Mechanismy toxického p sobeni L1 nejsou znamy, ale p edpoklada se
p itomnost volnych radikal vlivem mén stabilnich komplex , inhibice p em ny
d leitych metaloenzym , snienad biodostupnost esencialnich prvk apod
(Kontoghiorghes, 2000).
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Farmakokinetika deferipronu

Deferipron je bild krystalickd latka ho ké chuti. Je stabilni v roztocich
s fyziologickym a kyselym pH. Je vysoce rozpustny v kyselém prost edi aludku,
odkud se b hem n kolika minut vst ebaba do krevniho ob hu (Matsui, 1991). Studie
na zvi atech potvrdily také absorpci ze st eva (Kontoghioghes, 1992) Lé ivo je
metabolizovano v jatrech za vzniku glukuronovaného konjugatu, ktery postrada
chelata ni G inky. Biologicky polo as mate ské latky je 47-134 min, p i em konjugat
je z krve odstra ovan mnohem déle. Deferipron je vylu ovan ledvinami, vmo i
nalézame jak p vodni molekulu samotnou, tak vazanou s kyselinou glukuronovou,
s elezem nebo v menSi mi e s jinymi kovy. Charakteristické ervené zabarveni mo i

je dano ervenou barvou komplexu s elezem (Kontoghiorghes, 1990).
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo

1. Posoudit a porovnat mo né protektivni U inky p irodnich antioxidant silymarinu,
naringinu a resveratrolu na poskozeni jater po intoxikaci paracetamolem,

thioacetamidem nebo tamoxifenem in vivo v pokusech na potkanech.

2. Posoudit a porovnat U inek deferipronu a resveratrolu p i intoxikaci tamoxifenem in

vivo v pokusu na potkanech.

Dil i cile jednotlivych pokus :

s

Posoudit 0 inky silymarinu, naringinu a resveratrolu na oxida ni stres

navozeny paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem.

Il. Posoudit U inky silymarinu, naringinu a resveratrolu na parametry jaterniho

poSkozeni navozeného paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem.

1. Porovnat vzajemn silymarin, naringin a resveratrol vzhledem k mo ny m

hepatoprotektivnim G ink m.

V. Posoudit vliv deferipronu na jaterni poskozeni vyvolané tamoxifenem,

zejména jeho p edpokladané chelata ni U inky.
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4  MATERIAL A METODY

Experiment

Pokusy byly provad ny na laboratornich potkanech, samcich nebo samicich,
kmene Wistar albino (SPF, hmotnost 150 a 180 g). Z vi ata byla chovana v mistnosti
s kontrolovanou teplotou a relativni vlhkosti, pi um Iém sv telném reimu 12h
sv tlo/12h tma, s volnym p istupem ke standardni peletové strav a pitné vod .
Po 6-denni adaptaci na prost edi byla zvi ata nahodn rozd lena do skupin dle planu
pokusu. Pokusy byly provad ny v souladu s po adavky platné legislativy a byly

p edem schvaleny fakultni komisi pro praci s laboratornimi zvi aty a komisi REKOZ.

Pokusy byly ukon eny usmrcenim zvi at dekapitaci v éterové anestezii. Krev
byla zachycena do p ipravenych sklen nych zkumavek za U elem ziskani séra a

nasledn byla vyjmuta jatra pro analyzu.

Sérum pro analytické U ely bylo ziskdno odsted nim sraené krve
v centrifuze (Joan CR 3 12, USA Indiana) p i 3000 rpm po dobu 15 min za laboratorni
teploty a naslednym odpipetovanim horni odd lené vrsty. V séru byly stanoveny
aktivity jaternich enzym : alanin aminotransferdza, aspartat aminotransferaza a

glutamat dehydrogenéaza.

Jétra byla odebrdna za U elem stanoveni parametr oxida niho stavu: hladina
peroxidace lipid , koncentrace redukovaného glutathionu, aktivita katalazy,

glutathion peroxidazy. V jaterni tkani byla dale stanovena hladina eleza.

Vzorky pro stanoveni redukovaného glutathionu byly vkladany do kadinky
s ledovym roztokem 0,02M EDTA a hned analyzovany. Ostatni vzorky byly
proplachnuty v 0,9% NaCl, zmrazeny na -70 °C a uchovany tak a do analyzy.
Spektrometrickd m eni byla provdd na na p istrojich Lambda 2S (Perkin Elmer Co,
USA) a Cary 100 Bio (Varian Australia).
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Analytické postupy

Enzymova aktivita alanin _aminotransferazy  (ALT) v séru byla stanovena dle

navodu v komer nim reak nim setu pro stanoveni ALT (Diasys Diagnostic
Germany). Fotometricky se m i rychlost ubytku NADH p i 340 nm, ktera je p imo
am rné aktivit ALT ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach U.L™.
Schéma sp a ené reakce:

ALT

L-alanin + 2-oxoglutarat « L-glutamat + pyruvat

LDH

pyruvat + NADH + H*  « L-laktat + NAD

Enzymova aktivita aspartdt aminotransferdzy  (AST) v séru byla stanovena dle

nadvodu v komer nim reak nim setu pro stanoveni AST (Diasys Diagnostic
Germany). Fotometricky se m i rychlost ubytku NADH p i 340 nm, ktera je p imo
Um rné aktivit AST ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach U.L™.
Schéma sp a ené reakce:

AST

L-aspartat + 2-oxoglutarat « L-glutamat + oxaloacetat

MDH

oxaloacetat + NADH + H" « malat + NAD"

Enzymova aktivita glutaméat dehydrogenazy ~ (GLDH) v séru byla stanovena dle

navodu v komer nim reak nim setu pro stanoveni GLDH (Diasys Diagnostic
Germany). Fotometricky se m i rychlost ubytku NADH p i 340 nm, ktera je p imo
Um rné aktivit GLDH ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach U.L™.

GLDH

2-oxoglutarat + NADH + HN;" «  L-glutamat + NAD" + H,O
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Stanoveni miry peroxidace lipid __ (LP) v jaternich homogenatech spo iva vm eni

koncentrace malondialdehydu (nmol MDA.g™ jaterni tkan ). Test vyu iva reakce
MDA s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) v kyselém prost edi za vzniku fialového

produktu, ktery se m i spektrometricky p i 535 a 520 nm (Mihara, 1978).

Ke stanoveni hladiny redukovaného glutathionu _ (GSH) v jaternich homogenatech

byla wvyuita reakce s Ellmanovym inidlem (5,5~ dithiobis-(2-nitrobenzoovéa
kyselina); DTNB). V této reakci redukovany glutathion reaguje s Ellmanovym inidlem
za rozpadu disulfidové vazby a vzniku 2-nitro-5-thiobenzoatu (NTB), ktery je ve
vodném a alkalickém prost edi dale ionizovan na lut zbarveny NTB?. Tento
produkt je kvantifikovan spektrometricky m enim absorbance pi 412 nm.

Koncentrace je vyjad ena v mmol GSH.g™ jaterni tkan (Sedlak, 1968).

Ve stanoveni aktivity glutathion peroxidazy  (GPx) v jaternich homogenatech je

vyuito sp aené reakce, ve které je oxidovany glutathion (GSS G) p evad n za
p itomnosti glutathion reduktazy (GR) a NADPH na redukovanou formu (GSH) za
vzniku NADP®. Pokles koncentrace NADPH je m en spektrometricky p i 366 nm.
Aktivita enzymu je vyjad ena v mmol NADPH.g ™ .min™ (Guinzler, 1974).

Schéma sp a ené reakce:

GPx

R —-OOH + 2GSH R-OH + GS-SG + H,O

GR
GS-SG + NADPH + H" 2 GSH + NADP*

Principem stanoveni aktivity kataldazy (CAT) je sledovani dekompozice peroxidu
vodiku, p idaného jako substrat do reak ni sm si. Spektrometricky je m ena
absorbance H,O, p i240 nm.

CAT
2 HzOz 2 Hzo + O2

Aktivita enzymu je vyjad ena jako rychlostni konstanta k vztaena na 1 g tkan , k.g™,

co je ekvivalentni mno stvi rozlo eného H ,0, v nmol.g min™ (Aebi, 1984).
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Pro stanoveni obsahu eleza byla jaterni tka zvaena a mineralizovana suchou

cestou v platinovych kelimcich p i teplot 450-500 °C po dobu 18-24hod. Popel byl
rozpust nv 3M HCI. P isluSn z ed né vzorky byly nasledn analyzovany atomovou
absorp ni spektrometrii (SpectrAA 220 FS, Varian Australia Ltd.) bu technikou
atomizace v plameni, nebo v grafitové kyvet . Koncentrace eleza je vyjad ena

v ng Fe.gtjaterni tkan .

Statistickd analyza

Data jsou prezentovana jako aritmeticky pr m r £ sm rodatna odchylka (SD).

Ke statistické analyze byl pouit neparovy Student v t-test. Jednotlivé hladiny
vyznamnosti jsou ozna eny nasledovn :

* p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,005 proti kontrolni skupin

# p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,005 proti intoxikované skupin .

Podavané latky

V jednotlivych pokusech jsme podavali tyto latky:
- paracetamol, APAP (Acetaminophen, SigmaUltra, min 99,0%)
- thioacetamid, TAA (Thioacetamide ACS, for precipitation of heavy metals)
- resveratrol, RES (Resveratrol 99% GC)
- naringin, NAR (Naringin  90%, from citrus fruit)
- silymarin, SIL (Silymarin)
- byly dodany firmou Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, USA
- tamoxifen, TAM (Tamoxifen® ,EBEWE" 10 mg, EBEWE Pharma GmbH, Unterach,
Rakousko)
- deferipron, L1 (Ferriprox® 500 mg; Apotex Europe Ltd., Reading, Berkshire, UK)

Thioacetamid byl podavan intraperitonealn ve fyziologickém roztoku. Tablety
tamoxifenu a deferipronu byly rozdrceny a podavany alude ni sondou peroraln ve
form suspenze v destilované vod . Ostatni latky byly podavany alude ni sondou
peroraln ve form suspenze v 0,5 % metylcelul6ze. Ostatni chemikalie pou ité pro

laboratorni analyzy byly p.a. istoty.
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5 EXPERIMENTALNI AST, VYSLEDKY

5.1 VLIV ANTIOXIDANT NA INTOXIKACI PARACETAMOLEM

V experimentu byl sledovan vliv premedikace silymarinem, naringinem a
resveratrolem na parametry jaterniho poskozeni a oxida niho stavu p i akutni
intoxikaci paracetamolem u potkana. Experiment probihal na samcich.

Pokus byl rozd len na 2 dil i pokusy. V prvnim pokusu byla zvi ata rozd lena
do 5 skupin po 8 zvi atech (tabulka 5.1 shrnuje rozd leni zvi at do skupin). V druhém

pokusu byly 4 skupiny po 8 zvi atech (viz tabulka 5.2). Pokus trval v dy 4 dny.

Potkan m v kontrolni skupin byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denn
po dobu 3 dn . Silymarin (131 mg/kg), naringin (22,5 mg/kg) resp. resveratrol
(7,5 mg/kg) byl podavan peroraln 1krat denn po dobu 3 dn . T eti den pokusu byl
podan potkan m Il.-V.skupiny paracetamol p.o. v davce 900 mg/kg, pi em zvi ata
lll.-V. skupiny jej obdrela 2 hod po podani SIL, N AR a RES. Pokus byl ukon en
24 hod po podani paracetamolu dekapitaci potkan . Byla odebrana krev za U elem
ziskani séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a GLDH. Dale byla vyjmuta jatra
pro stanoveni peroxadace lipid , redukovaného glutathionu, aktivity CAT a GPx a

koncentraci eleza.
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Tabulka 5.1 — Rozd leni zvi at do skupin

) po et
skupina nazev podana latka
davek
l. kontrola 0,5% metylceluléza 3
1. APAP paracetamol 900 mg/kg 1
Il. APAP+SIL paracetamol 900 mg/kg + silymarin 131 mg/kg 1+3
V. APAP+NAR paracetamol 900 mg/kg + naringin 22,5 mg/kg 1+3
V. APAP+RES paracetamol 900 mg/kg + resveratrol 7,5 mg/kg 1+3
Tabulka 5.2 — Rozd leni zvi at do skupin
skupina  nazev podana latka bo et
davek
VI. kontrola 0,5% metylceluldéza 3
VII. SIL silymarin 131 mg/kg 3
VIII. NAR naringin 22,5 mg/kg 3
IX. RES resveratrol 7,5 mg/kg 3
Vysledky:

Po podani paracetamolu doSlo k navySeni aktivity ALT v séru na 137 %
oproti kontrolni hodnot (p<0,005). Premedikace silymarinem toto navysSeni

nezm nila. Premedikace naringinem, resp. resveratrolem sni ila aktivitu ALT o0 17 %,

resp. o 11 % v porovnani se skupinou APAP. Aktivita ALT po podani samotnych SIL,

NAR a RES z stavala na kontrolni hladin , viz obrazek 5.1.
Aktivita AST v séru byla po podani APAP navySena na 121 % oproti kontrolni
hodnot . Premedikace silymarinem toto navySeni sniila statisticky nevyznamn .

Premedikace naringinem, resp. resveratrolem sniila aktivitu AST 0 24 %, resp. 0

15 % v porovnani se skupinou APAP. Aktivita AST po podani samotnych SIL, NAR a
RES z stavala na kontrolni hladin ; viz obrazek 5.2.

Aktivita GLDH v séru byla paracetamolem zvySena na 3,5nasobek kontrolni
hodnoty. Premedikované antioxidanty tuto aktivitu vyznamn sniily na kontrolni

hladinu, jak je zndzorn no na obréazku 5.3.
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UL ALT UL ALT

90 r *kk T 4 " 60 r _T_
75 - 50 L
60 r T 40 F
45 | 30 |
30 |- 20 |-
15 | 10 +
0 0
kontrola opap  APAP - APAP  APAP kontrola SIL NAR RES

+SIL +NAR +RES

Obréazek 5.1: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r £ SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole; # p<0,05 vzta eno ke skupin APAP.

UL AST u.L? AST
280 - * 240 ¢
240 - HHH # 200 | i l
200 - 160
160 |
120 | 120 -
80 | 80 -
40 + 40

0 0

kontrola APAP  APAP  APAP  APAP kontrola SIL NAR RES

+SIL +NAR +RES

Obrazek 5.2: Aktivita aspartat aminotransferazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD. * p<0,05 vzta eno ke kontrole; ### p<0,005 ; # p<0,05 vzta eno ke skupin APAP.
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Obrazek 5.3: Aktivita glutamat dehydrogenazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole; ### p<0,005; ## p <0,01 vzta eno ke skupin APAP.

Hladina LP v jaternich homogenatech nebyla statisticky vyznamn zm n na
v adné skupin zvi at. Hodnoty z stavaly na kontrolni Urovni, viz obrazek 5.4.

Hladina redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech byla statisticky
vyznamn zvySena po podani paracetamolu (p<0,05), takté po podani silymarinu
(p<0,05), naringinu (p<0,005) a resveratrolu (p<0,005), viz obrazek 5.5.

Paracetamol sni il hodnotu aktivity GPx v jaternich homogenétech o 19,1 %
oproti kontrolni hodnot . Silymarin, resp. naringin, resp. resveratrol tuto hodnotu dale
sni ily o dalSich 16,4 %, resp. 21,4 %, resp. 17,5 %. Aktivita GPx byla sniena té u
samostatn podanych antioxidant , v porovnani s kontrolni skupinou o 25 % (SIL), o
38 % (NAR) a 0 35 % (RES). Vysledky jsou znazorn ny na obrazku 5.6.

Aktivita CAT v jaternich homogenatech byla statisticky vyznamn navySena u
IV.skupiny (APAP+NAR), a sice o 20 % v porovnani s kontrolni skupinou (p<0,005).
Samostatn podané antioxidanty aktivitu CAT nezm nily, viz obrdzek 5.7.

Koncentrace eleza vjaterni tkani byla vyznamn zvySena podanim

samotného silymarinu 0 26 % v porovnani s kontrolni skupinou, viz obrazek 5.8.
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+SIL +NAR +RES

Obrazek 5.4: Hladina peroxidace lipid v jaternich homogenatech po podani paracetamolu (APAP)
a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD.

mmol.g 1 GSH GSH
mmol .g
8 r * *% Sk
7 | *%k  kkk 6 * kK
6 '|' 5 L
5 I 4 L L
4 t T
3 3
2 - 2
1+ 1
0 o LI
kontrola Apap APAP APAP APAP
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES
Obrazek 5.5: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podani

paracetamolu (APAP) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou
vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD. *** p<0,005; ** p<0,01; * p<0,05 vzta eno ke kontrole.
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Obrazek 5.6: Aktivita glutathion peroxidazy

* # # #
Sk *%k%k *k%*
T

kontrola APAP

APAP APAP  APAP
+SIL +NAR  +RES

25

nmol NADPH
gt 7 GPx
30

T

k%% kkk *k%k

kontrola SIL NAR RES

v jaternich homogenatech po podani paracetamolu

(APAP) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako
aritmeticky pr m r £ SD. *** p<0,005; * p<0,05 vzta eno ke kontrole , # p<0,05 vzta eno ke skupin
APAP.

Obrazek 5.7: Aktivita katalazy

k.g
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CAT

*k*

kontrola APAP APAP APAP APAP
+SIL +NAR +RES

CAT

k.gt

90
75
60
45
30
15

kontrola SIL NAR RES

v jaternich homogenatech po podani paracetamolu (APAP) a

silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD. ** p<0,005 vzta eno ke kontrole; # p<0,05 vzta eno ke skupin APAP.
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Obrazek 5.8: Koncentrace eleza v jaterni tkani po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu (SIL),
naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole.

Zav r:

Po podani paracetamolu doSlo k navySeni aktivity enzym ALT, AST a GLDH v séru,

co demonstruje poskozeni jaterni tkan . Paracetamol zvySil hladinu GSH a snil
aktivitu GPX v jaterni tkani. Oxida ni stav navozeny APAP nebyl vyrazn zm n n
oproti kontrolni skupin . Silymarin redukoval APAP-indukovanou aktivitu GLDH na
kontrolni hladinu, na aktivitu ALT a AST nem | vliv. Redukovanou aktivitu GPx po
APAP silymarin dale sniil. Samostatn podany SIL zvySil hladinu redukovaného
glutathionu a koncentraci eleza vjaterni tkani. N aringin zamezil APAP-
indukovanému nar stu aktivity vSech t i studovanych jaternich enzym ALT, AST i
GLDH, co demonstruje protektivni p sobeni na paracetamolem-indukované
poSkozeni jater. Snieni aktivity GPx po APAP naringin déale prohloubil. Po
samostatn podaném NAR byla aktitvita GPx sni ena, koncentrac e GSH zvysSena.
Naringin podany spolu s paracetamolem zvysil aktivitu CAT v porovnani s kontrolni,
resp. APAP-skupinou. Resveratrol, stejn  jako naringin, zamezil APAP-
indukovanému nar stu aktivity vSech t i studovanych jaternich enzym ALT, AST i
GLDH . V tomto ohledu vykazuje protektivni p sobeni na paracetamolem-indukované
poskozeni jater. Sni eni aktivity GPx po APAP resve ratrol dale prohloubil, podobn

jako naringin. Po samostatn podaném RES byla aktitvita GPx sni end, koncentrac e

GSH 2zvysena, podobn jako v p ipad naringinu. Naringin _a resveratrol vykazuji

podobné protektivni U inky na APAP-indukované navySeni jaternich enzym .
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5.2 VLIV ANTIOXIDANT NA INTOXIKACI THIOACETAMIDEM

V experimentu byl sledovan vliv premedikace silymarinem, naringinem a
resveratrolem na parametry jaterniho poskozeni a oxida niho stavu p i akutni
intoxikaci thioacetamidem u potkana.

Experiment byl provAdd n na samcich. V pokusu byla zvi ata rozd lena do 8 skupin
po 8 zvi atech; tabulka 5.3 shrnuje rozd leni zvi at do skupin. Pokus byl napldnovan

na6dn .
Tabulka 5.3 — Rozd leni zvi at do skupin

) po et

skupina nazev podana latka
davek

l. kontrola 0,5% metylceluléza 5
. TAA thioacetamid 150 mg/kg 2
1. TAA+SIL thioacetamid 150 mg/kg + silymarin 175 mg/kg 2+5
V. TAA+NAR thioacetamid 150 mg/kg + naringin 30 mg/kg 2+5
V. TAA+RES thioacetamid 150 mg/kg + resveratrol 10 mg/kg 2+5
VI. SIL silymarin 175 mg/kg 5
VII. NAR naringin 30 mg/kg 5
VIIIL. RES resveratrol 10 mg/kg 5

Potkan m v kontrolni skupin byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denn
po dobu 5 dn . Silymarin (175 mg/kg), naringin (30 mg/kg) resp. resveratrol
(10 mg/kg) byl podavan lkrat denn po dobu 5 dn . T eti a tvrty den pokusu byl
podan potkan m Il.-V.skupiny thioacetamid i.p. v davce 150 mg/kg, zvi ata Ill.-V.
skupiny obdr ela thioacetamid 2 hod po podani SIL, NAR a RES. Pokus byl ukon en
dekapitaci 24 hod po posledni davce antioxidant , resp. 48 hod po posledni davce
TAA. Byla odebrana krev za U elem ziskani séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a

GLDH. Dale byla vyjmuta jatra pro stanoveni LP, GSH, aktivity CAT a GPx.
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Vysledky:

Po podani thioacetamidu jsme pozorovali navySeni aktivity ALT v séru o
124 % oproti kontrolni hodnot . Resveratrol sniil nar st aktivity ALT o 26,9 %.

Aktivita ALT u skupiny se silymarinem a naringinem nebyla v porovnani se skupinou
TAA ovlivnh na, viz obrazek 5.9.
Aktivita AST vséru byla po aplikaci thioacetamidu navySena o 90 %

v porovnani s kontrolni skupinou. Silymarin _sniil hodnotu aktivity AST o 27 %.

Naringin sni il hodnotu statisticky nevyznamn . Aktivita AST po podani resveratrolu
z stala na arovni skupiny TAA, viz obrazek 5.10.
Aktivita GLDH v séru byla po aplikaci thioacetamidu navySena 11krat oproti

kontrolni hodnot . Viz obrazek 5.11. Silymarin, naringin ani resveratrol tuto hodnotu

nezm nily.
ULl ALT
160 JkKk
[ UL ALT
120 ~
70 r
80 - 60 - T
50
T 40 -
40 [~ 30 L
20 r
0 10 -
kontrola TAA TAA TAA TAA 0 ——
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.9: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani thioacetamidu (TAA) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r £ SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole, # p<0,05 vzta en o ke skupin TAA.
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kontrola TAA Iéﬁ_ IQ::R Igés 0

Obrazek 5.10: Aktivita aspartat aminotransferazy

L+ AST

kontrola SIL NAR RES

v séru po podani thioacetamidu (TAA) a

silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD. *** p<0,005 vzta eno ke kontrole; ## p<0,0 1 vzta eno ke skupin TAA.

uU.L? GLDH
150 -
120 | Ut GLDH
90 | T 20 -
15 |
60
10 |
30 -
5 L
-
0
kontrola TAA TAA  TAA 0
TAA +SIL +NAR +RES

Obrazek 5.11: Aktivita glutamat dehydrogenazy

kontrola SIL NAR RES

v séru po podani thioacetamidu (TAA) silymarinu

(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r £ SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole.
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Hladina LP v jaternich homogenatech byla statisticky vyznamn navySena ve
skupin TAA 0 99,3 % oproti kontrolni skupin . Silymarin, resp. resveratrol redukoval
tuto hodnotu o 20 %, resp. 0 34 %, viz obrazek 5.12.

Koncentrace GSH v jaternich homogenatech u zvi at, ktera obdr ela silymarin
byla zvySena o 10 % (p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou, viz obrazek 5.13.
Hodnoty v ostatnich skupinach z stavaly na kontrolni trovni.

Aktivita GPx v jaternich homogenétech byla u zvi at skupiny TAA redukovana
0 21,8 % oproti kontrolni hodnot . Tato hodnota nebyla podanim SIL, NAR nebo
RES vyznamn zm n na. U zviat, kterd dostala SIL a NAR, byla statisticky
vyznamn sniena aktivita GPx (p<0,05) v porovnani s kontro Ini hladinou, viz
obrazek 5.14.

Thioacetamid redukoval aktivitu CAT v jaternich homogenatech o 39,1 %

oproti kontrolni hodnot . Premedikace silymarinem vedla k néar stu aktivity CAT

0 20 %. Naringin ani resveratrol neovlivnily vyznamn TAA-redukovanou hladinu
CAT, viz obrdzek 5.15. Samostatn podany silymarin, resp. resveratrol zvysily
aktivitu CAT 0 8,7 %, resp. 0 12 %.

nmol

MDA.g1 LP
90 - nmol LP
*kk MDA.g
75 |
# 40 -
60 - T ## _L T
45 | 30 |
30 L 20 |
15 I~ 10 L
0 0
TAA  TAA TAA
kontrola  TAA . 4NAR  +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.12: Hladina peroxidace lipid v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu (TAA)
a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD. *** p<0,005 vzta eno ke kontrole; ## p<0, 01; # p<0,05 vzta eno ke skupin TAA.
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GSH

mmol.g 1
7 .
6 | T mmol.g * GSH
L T 7 -
5 *
4 I 61 T
5 + I
3 F 4 |
2 r 3 L
1 ¢ 27
1 -
0
TAA TAA TAA 0
kontrola. TAA gL  4+NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.13: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podéani
thioacetamidu (TAA) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena
jako aritmeticky pr m r + SD. * p<0,05 vzta eno ke kontrole.

oD Gy
30 - nmol NADPH.
-[ glmin-t GPx
*x | 30 .
20 | 1
* *
20 L —T
10 |
10 |
0 0
TAA TAA  TAA
kontrola  TAA ol INAR +RES kontrola SIL NAR  RES

Obrazek 5.14: Aktivita glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu
(TAA) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako
aritmeticky pr m r + SD. ** p<0,01; * p<0,05 vzta eno ke kontrole.
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k.g* CAT
80 .
70 T CAT
60 |- #
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kontrola TAA  TAA TAA
ontrofa +SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.15: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu (TAA) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD. ** p<0,005; * p<0,05 vzta eno ke kontrol e; # p<0,05 vzta eno ke skupin TAA

Zav r:

Thioacetamid indukoval poSkozeni jaterni tkan , co je demonstrovano navySenim

aktivit enzym ALT, AST a GLDH v séru. Thioacetamid navodil oxida ni stres, ktery
byl vyjad en nar stem hladiny LP, sni enou aktivitou GPx a CAT.

Silymarin zmirnil TAA-indukovanou aktivitu AST, na aktivitu ALT a GLDH nem [ vliv.
TAA-indukovana hladina LP byla po podani silymarinu sniena, co demonstruje

antioxida ni vlastnosti silymarinu. Protektivni p sobeni m | silymarin na TAA-
indukované sni eni CAT. Samostatn podany silymarin zvysil hladinu GSH a CAT,
sni il vSak aktivitu GPx.

Naringin se v intoxikaci thioacetamidem neuplatnil. M | vliv pouze na sni eni aktivity
GPx v porovnani s kontrolni skupinou.

Resveratrol zmirnil TAA-indukovanou aktivitu ALT, na aktivitu AST a GLDH nem |
vliv. Antioxida ni p sobeni resveratrolu se projevilo jako snieni lipop eroxidace
navozeneé thioacetamidem. Samostatn podany resveratrol zvysil aktivitu katalazy.

Silymarin a resveratrol vykazuji vyznamné antioxida ni U inky pi intoxikaci

thioacetamidem, p edevSim prosp Sny U inek na hladinu peroxidace lipid .
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5.3 VLIV ANTIOXIDANT NA INTOXIKACI TAMOXIFENEM

5.3.1 Vliv SIL, NAR a RES na intoxikaci tamoxifenem

V experimentu byl sledovan vliv premedikace silymarinem, naringinem a
resveratrolem na parametry jaterniho poskozeni a oxida niho stavu pi akutni
intoxikaci tamoxifenem u potkana.

Experiment probihal na samicich. V pokusu byla zvi ata rozd lena do 8 skupin
po 7 zvi atech; tabulka 5.4 shrnuje rozd leni zvi at do skupin. Pokus byl naplanovan

na7dn .
Tabulka 5.4 — Rozd leni zvi at do skupin

) po et

skupina nazev podana latka
davek

l. kontrola 0,5% metylceluléza 6
1. TAM tamoxifen 75 mg/kg 2
. TAM+SIL tamoxifen 75 mg/kg + silymarin 98 mg/kg 2+6
V. TAM+NAR tamoxifen 75 mg/kg + naringin 16 mg/kg 2+6
V. TAM+RES tamoxifen 75 mg/kg + resveratrol 5,5 mg/kg 2+6
VI. SIL silymarin 98 mg/kg 6
VII. NAR naringin 16 mg/kg 6
VIII. RES resveratrol 5,5 mg/kg 6

Potkan m v kontrolni skupin byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denn
po dobu 6 dn . Silymarin (98 mg/kg), naringin (16 mg/kg) resp. resveratrol
(5,5 mg/kg) byl podavan 1krat denn po dobu 6 dn . Paty a Sesty den pokusu byl
podan potkan m Il.-V.skupiny tamoxifen p.o. v davce 75 mg/kg, pi em zvi ata lll.-
V. skupiny jej obdrela 2 hod po podani SIL, NAR a RES. Pokus byl ukon en
dekapitaci 24 hod po posledni davce TAM. Byla odebrana krev za U elem ziskani
séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a GLDH. Déle byla vyjmuta jatra pro stanoveni
LP, GSH, aktivity CAT a GPx a koncentrace eleza.

55



Vysledky:

Po opakovaném podani tamoxifenu doSlo k navySeni aktivity ALT v séru
0 49,3 % v porovnani s kontrolni skupinou. Podani antioxidant neovlivnilo TAM-
indukovanou aktivitu ALT, viz obrazek 5.16.

Aktivita AST z stavala na kontrolni hodnot jak po podani samotného TAM
tak po sou asné medikaci antioxidanty. Samotné antioxidanty vyvolaly vyznamné
sni eni aktivity AST v porovnani s kontrolni skupin ou, viz obrazek 5.17.

Tamoxifen samotny nevyvolal navyseni aktivity GLDH v séru. Aktivita GLDH
byla statisticky vyznamn navySena u skupiny TAM+SIL (p<0,05). Samostatn
podané antioxidanty neovlivnily kontrolni hodnotu aktivity GLDH, viz obrazek 5.18.

u.L? ALT
80 r
70 -
oy | ULt ALT
60 - '|' .
50 - 50 -
40 + T a0 | T T
30 + 30 |
20 + 20 |
10 +
10 +
0
kontrola TAM TAM  TAM TAM 0
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.16: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole.
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uL” AST

200 -
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T * *kk
100 |- 150 - L xkx
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TAM TAM TAM 0
kontrola TAM
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obréazek 5.17: Aktivita aspartat aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole; * p<0,05 vzta eno ke kontrole.

u.L? GLDH
*
20 -
uL®
! [ GLDH
15 ¢
10 + T
10 +
5 L
5 [
0
kontrola TAM TAM  TAM TAM 0
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.18: Aktivita glutamat dehydrogenazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r £ SD.
* p<0,05 vzta eno ke kontrole.
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Tamoxifen navysil hladinu peroxidace lipid v jaternich homogenatech

0 20 % oproti kontrolni hladin . Silymarin _a naringin_zcela zabranily indukci LP

navozené tamoxifenem. Resveratrol nezm nil hodnotu LP vzhledem ke skupin
TAM, viz obrazek 5.19.

Na obrazku 5.20 jsou zobrazeny hodnoty GSH v jaternich homogenatech,
které u vSech testovanych skupin z stavaly na kontrolni trovni.

Ve skupin , kter4d dostavala opakovan tamoxifen, byla aktivita GPx
v jaternich homogenatech statisticky vyznamn redukovana (p<0,05). Medikace
antioxidanty nezm nila vyznamn tuto hodnotu. Samostatn podavané antioxidanty
nezp sobily zm ny v aktivit GPX, viz obrazek 5.21.

Aktivita CAT a koncentrace eleza v jatrech z stavaly na kontrolni Urovni

u vSech testovanych skupin, jak znazor uje obrazek 5.22, resp. 5.23.

nmol

MDA.g LP
* |
120 - nmo LP
4 # T MDA.g™
100 |
T T 120 |
80 |
100 |- T T
T
60 | 80 |
40 | 60 |
00 | 40 |
20 |
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TAM  TAM  TAM
kontrola  TAM o' \NAR  +RES kontrola SIL  NAR RES

Obrazek 5.19: Hladina peroxidace lipid v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD. *p<0,05 vzta eno ke kontrole; # p<0,05 vz ta eno ke skupin TAM.
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Obrazek 5.20: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podani

tamoxifenu (TAM) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena
jako aritmeticky pr m r + SD.

rm o] NADPH, GPx
min_.g
50 - x nﬂ']Ol NA-DP!* GPX
-|— T mintg?
40 - T 50 -
30 4 ] [ T
20 - 30
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TAM TAM TAM
kontrola TAM
+SIL  +NAR +RES kontrola SIL  NAR RES

Obrazek 5.21: Aktivita glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu
(TAM) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako
aritmeticky pr m r + SD. ** p<0,01 vzta eno ke kontrole.
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Obrazek 5.22: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.

mg.g Fe
240 r
200 T T [ Mgt Fe
160 - 250 -
120 200 - T

80 | 150 -

20 |- 100 |

0 50 -

TAM TAM TAM 0

kontrola TAM o
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.23: Koncentrace eleza v jaterni tkani po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu (SIL),
naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.
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Zav r:

Tamoxifen vyrazn navysil aktivitu ALT v séru. Aktivitu AST a GLDH neovlivnil.
Po podani tamoxifenu doslo k indukci LP v jaterni tkani. Oxida ni stav byl dale
ovlivn n na drovni GPx, kdy tamoxifen sni il aktivitu toho to antioxida niho enzymu.
Silymarin ovlivnil aktivitu GLDH, pi em hodnota byla vyrazn navySena oproti
kontrolni i TAM skupin . Po podani samotného SIL doslo ke sni eni aktivity AST.
Silymarin prokazal antioxida ni vlastnosti, kdy p sobil preventivn proti TAM-
indukovanému zvySeni LP.

Naringin, podobn jako silymarin, prokdzal antioxida ni p sobeni na hladinu
peroxidace lipid , kdy sniil obsah MDA v jaternich homogenatech. D ale byla
sni ena aktivita AST v porovnani s kontrolni skupin ou. Na ostatni parametry nem |
naringin vliv.

Resveratrol m | vliv pouze na aktivitu AST, kterou sniil vzhlede m ke kontrolni
skupin . Ostatni parametry z staly neovlivn ny.

V tomto experimentu se projevily antioxida ni U inky silymarinu a naringinu, p i em

tyto antioxidanty zcela zamezily TAM-indukované lipoperoxidaci.
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5.3.2 Vliv RES a L1 na intoxikaci tamoxifenem

Pokus s tamoxifenem byl proveden v podobném uspo adani jako 5.3.1,
p i em byl sledovan vliv resveratrolu a deferipronu (L 1) na tamoxifenem indukované
poSkozeni jater. Experiment probihal na samicich. Zvi ata byla rozd lena do Sesti
skupin po 8 zvi atech, tabulka 5.5 shrnuje rozd leni zvi at do skupin. Pokus trval
5dn .

Tabulka 5.5 — Rozd leni zvi at do skupin

skupina  nazev podana latka po &t
davek
l. kontrola 0,5% metylcelul6za 4
Il. RES resveratrol 5,5 mg/kg 4
[l L1 deferipron 50 mg/kg 4
V. TAM tamoxifen 75 mg/kg 2
V. TAM+RES tamoxifen 75 mg/kg + resveratrol 5,5 mg/kg 2+4
VI. TAM+L1 tamoxifen 75 mg/kg + deferipron 50 mg/kg 2+4

Potkan m v kontrolni skupin byla podana 0,5% metylceluléza 1lkrat denn
po dobu 4 dn . Resveratrol (5,5 mg/kg), resp. deferipron (50 mg/kg), byl podavan
lkrat denn po dobu 4 dn . T eti a tvrty den pokusu byl podan potkan m IV.-
VI.skupiny tamoxifen p.o. vdavce 75 mg/kg, pi em zvi ata V.a VI. skupiny jej
obdrela 2 hod po podani RES, resp. L1. Pokus byl ukon en dekapitaci 24 hod
po posledni davce TAM. Byla odebrana krev za U elem ziskani séra pro stanoveni
aktivity ALT, AST a GLDH. Dale byla vyjmuta jatra pro stanoveni LP, GSH, aktivity

CAT a GPx a koncentrace eleza.

Vysledky:

Tamoxifen indukoval navySeni aktivity ALT vséru o 40 % v porovnani
s kontrolni skupinou. Deferipron zvysil tuto hodnotu o dalSich 20 %. Resveratrol
navySenou hodnotu ALT nezm nil, viz obrazek 5.24. Aktivita AST v séru byla
sniena deferipronem 0 17 % v porovnani s kontrolni skupinou. U ostatnich

testovanych skupin z stala aktivita AST neovlivh na, viz obrazek 5.25. Aktivita
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GLDH v séru byla ve vSech testovanych skupinach na kontrolni hladin , viz obrazek
5.26.

1
UL ALT

100 r

80 | Fkk T T

|

40 |

20 -

kontrola RES L1 TAM TAM+RES TAM+L1

Obréazek 5.24: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r £ SD. *** p<0,005 vzta eno
ke kontrole; # p<0,05 vzta eno ke skupin  TAM.
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Obrazek 5.25: Aktivita aspartat aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r+ SD. * p<0,05 vzta eno ke
kontrole.
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kontrola RES L1 TAM TAM+RES TAM+L1

Obrazek 5.26: Aktivita glutamat dehydrogenazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.

Tamoxifen indukoval navySeni peroxidace lipid v jaternich homogenéatech

o 30 % v porovnani s kontrolnimi potkany. Deferipron zcela zamezil indukci

lipoperoxidace. Resveratrol neovlivnil hladinu LP, viz obrdzek 5.27. Tamoxifen

indukoval navySeni obsahu eleza vjatrech o 26 % v porovnani s kontrolni

skupinou. Deferipron zcela zabranil kumulaci _eleza v jatrech. Resveratrol neovlivnil

koncentraci eleza v jaterni tkani, viz obrazek 5.2 8. Hodnoty GSH v jaternich
homogenéatech nebyly medikaci ovlivnh ny a z stadvaly na kontrolni Udrovni, jak
znazor uje obrazek 5.29. Samostatn  podany deferipron sniil aktivitu GPXx
v jaternich homogenatech o 14 %, zatimco aktivitu CAT zvySil o 22 % ve srovnani
s kontrolnimi hladinami. Aktivita GPx (obrdzek 5.30) a CAT (obrazek 5.31) nebyly

v ostatnich testovanych skupinach ovlivn ny.
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Obrazek 5.27: Hladina peroxidace lipid v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD. * p<0,05
vzta eno ke kontrole; # p<0,05 vzat eno ke skupin  TAM.
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Obréazek 5.28: Koncentrace eleza v jaterni tkani po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu (RES)
nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD. * p<0,05 vztaeno ke
kontrole; # p<0,05 vzta eno ke skupin TAM.
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Obrazek 5.29: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podani
tamoxifenu (TAM) a resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky
pr m r+ SD.
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Obrazek 5.30: Aktivita glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu
(TAM) a resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r £ SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole.
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Obrazek 5.31: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjad ena jako aritmeticky pr m r + SD.
*** n<0,005 vzta eno ke kontrole.

Zav r:

Podobn jako v pokusu 5.3.1 s tamoxifenem, v tomto experimentu doslo po podani

TAM ke zvysSeni aktivity ALT a LP. Navic byla navySena jeSt koncentrace eleza
v jatrech. Ostatni parametry z staly neovlivn ny.

Resveratrol v davce 5,5 mg/kg (celkem 4kréat) neovlivnil &dny parametr.

Deferipron zvySil tamoxifenem indukovany nar st aktivity ALT. Vyrazny vliv m | také
na indukci LP a koncentraci Fe po podani tamoxifenu, p i em zcela zamezil jak
navyseni LP, tak navySeni koncentrace eleza. Deferipron dale zvySil aktivitu
katalazy a sniil aktivitu glutathion peroxidazy vz hledem ke kontrolni skupin .
Vyrazné preventivhi p sobeni deferipronu na peroxidaci lipid koresponduje

Ve

s protektivnimi U inky na hladinu eleza v jatrech. Zde se pravd podobn uplat uji

7

znamé chelata ni U inky tohoto Ié iva (Olivieri, 1992). V porovnani s resveratrolem

m | deferipron jednozna n lepSi protektivni p sobeni proti oxida nimu stresu

vyvolanému tamoxifenem.
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6 DISKUSE

V pokusu na potkanech jsme sledovali vliv p irodnich antioxidant silymarinu,
naringinu a resveratrolu a dale syntetického Ié iva (chelatoru) deferipronu na jaterni
posSkozeni vyvolané vybranymi xenobiotiky. Pro pokusné U ely byly zvoleny ti
potencialn hepatotoxické latky: paracetamol, thioacetamid a tamoxifen. Experimenty
s paracetamolem a thioacetamidem jsme provad li na potkanech samcich. Pokusy
s tamoxifenem byly provad ny na samicich potkana, jeliko tamoxifen je 1é ivo
pou ivané u en v terapii karcinomu prsu. Rozdily v hodnotach m enych parametr

ve vztahu k pohlavi nebyly p edm tem zkoumani.

Davka paracetamolu 900 mg/kg byla zvolena na zaklad dostupné literatury,
pi em pro indukci jaterniho poskozeni u potkana se nej ast ji uvadi davkovani
v rozmezi 750-2000 mg/kg, a to cestou peroralni nebo intraperitoneélni (Hwang,
2008; Abdel-Zaher, 2008; Chandrasekaran, 2009). V naSem pokusu po
jednorazovém podani paracetamolu doSlo k navySeni aktivity ALT, AST a GLDH
v séru, potvrdili jsme tedy popsané U inky paracetamolu na aktivitu jaternich enzym
(Mroueh, 2004; Ishida 1995). ZvySena aktivita jaternich enzym v séru je
dana poSkozenim bun k vur ité funk ni oblasti jaterniho lobulu a vylitim obsahu
bun k, v etn enzym , do krevniho e iSt . Aktivita ALT p evauje v periportalni
z6n , zatimco aktivita GLDH je vySSi v centrilobularni oblasti, enzym AST je
v zénach homogenn rozptylen (O Brien, 2002). Nar st aktivity daného enzymu pak
charakterizuje nekrézu v dané oblasti lobulu. Z hlediska parametr oxida niho stavu
v jaterni tk&ni, po podani paracetamolu byla navySena koncentrace GSH a sni ena
aktivita GPx v jaternich homogenatech. V nasem p ipad jsme neprokazali navyseni
peroxidace lipid ani sni enou koncentraci GSH, jak uvadi nap . Soares (2013). Zde
m e hrét roli jednak velikost podané davky (u Soares e 2 g), jednak asovy interval
od podani po usmrceni potkan , ktery byl v praci Soarese (2013) 48 hod. Naproti
tomu u Senera a kol. (2006) byla LP indukovana po 4 hod od i.p. aplikace
paracetamolu. Domnivame se tedy, e hladina peroxid ace lipid zavisi nejen
na velikosti podané davky ale t¢ na asovém rozmezi od podani APAP do ukon eni
pokusu.
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Thioacetamid byl podavan v davce 150 mg/kg, p i em rozmezi davek, které
se experimentaln pouivaji kindukci hepatotoxicity in vivo, se pohybuje
od 70 do 600 mg/kg intravendézni nebo intraperitonealni aplikaci. (Chen, 2008;
Sawant, 2007; Uskokovi -Markovi , 2007). Podle Chen a kol. (2008) je maximalni
hladiny aminotransferaz v séru dosaeno 24 — 48 hod po i.v. podani. V naSem
pokusu byla 48 hod od i.p. podani thioacetamidu aktivita ALT, AST i GLDH vyrazn
navySena oproti kontrolni skupin . Byla indukovana hladina peroxidace lipid a
inhibovana aktivita katalazy a glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech.

Koncentrace redukovaného glutathionu nebyla thioacetamidem ovlivh na.

Hepatotoxicita tamoxifenu u potkana je v dostupné literatu e mén
popisovana, ne experimenty svySe zmin nymi xenobiotiky. V pracich p eva uje
intraperitonealni podani tamoxifenu v davkach 45-100 mg/kg t lesné hmotnosti (El-
Beshbishy, 2005; Suzme, 2001; Albukhari, 2009). V p edpokusu jsme porovnali
intraperitonedlni a peroralni podani tamoxifenu v davce 75 mg/kg a zjistili jsme
navySeni aminotransferaz a lipoperoxidace u p.o. podani, kdeto p i i.p. podani
nedoSlo kovlivn ni t chto parametr (neni vtéto praci graficky znazorn no).
V experimentu s tamoxifenem (2krat 75 mg/kg, p.o.) a antioxidanty (SIL, NAR, RES)
jsme po aplikaci tamoxifenu zaznamenali navySeni aktivity alanin aminotransferazy;
aktivita aspartat aminotransferazy a glutamat dehydrogenazy nebyla tamoxifenem
ovlivn na. Tamoxifen indukoval zvySeni hladiny peroxidace lipid a snieni aktivity
glutathion peroxidazy oproti kontrolnim zvi at m. Koncentrace glutathionu, eleza a
aktivita katalazy z staly po aplikaci tamoxifenu na kontrolni arovni.

Tamoxifen (2krat 75 mg/kg, p.o.) jsme podali také v pokusu s deferipronem a
resveratrolem, kde jsme porovnavali jejich potencionaln protektivni U inky.
Tamoxifen navodil zvySeni aktivity alanin aminotransferazy a zvySeni hladiny
peroxidace lipid . Sou asn doSlo k nar stu koncentrace eleza v jaterni tkani.
Koncentrace GSH a aktivity GPx, CAT, AST a GLDH po podani tamoxifenu z staly

nezm n ny.
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V nasledujicih dvou tabulkach jsou shrnuty G inky jednotlivych studovanych

latek na m ené parametry.

Tabulka 5.6 U inky xenobiotik na parametry jaterniho poskozeni

( zvySeni hodnoty,

sni eni hodnoty, 0 bez G inku, n.a neni analyzovano)

m eny parametr APAP TAA TAM 1 TAM 2
ALT / AST / GLDH /1 I /0/0 /0/0
LP/GSH/Fe 0/0/0 /0 /na. /0/0 10/
GPx/ CAT /0 / /0 0/0

Tabulka 5.7 U inky antioxidant

k intoxikovanym skupinam

na parametry jaterniho poskozeni vzta ené

; (+ prosp 3ny U inek, - nep iznivy U inek, 0 bez G inku)

SIL NAR RES L1
APAP  ALT/AST/GLDH 0/0/+ +/+/+ +/+/+
LP/ GSH/Fe 0/0/0 0/0/0 0/0/0
GPx/ CAT -10 -1+ -10
TAA ALT / AST / GLDH 0/+/0 0/0/0 +/0/0
LP /GSH +/0 0/0 +/0
GPx/ CAT 0/+ 0/0 0/0
TAM1 ALT/AST/GLDH 0/0/- 0/0/0 0/0/0
LP/GSH/Fe +/0/0 +/0/0 0/0/0
GPx/ CAT 0/0 0/0 0/0
TAM 2 ALT/AST/GLDH 0/0/0 -/0/0
LP/GSH/Fe 0/0/0 +/0/+
GPx/ CAT 0/0 0/0
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V naSich pokusech jsme sledovali vliv premedikace silymarinem
na intoxikaci paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem. V jednotlivych
experimentech jsme pouilir zné davky silymarinu. V pokusu s thioacetamidem jsme
aplikovali silymarin 5krat v denni davce 175 mg/kg, pi em zp edchozich pokus
vime, e latka v tomto mno stvi vykazovala antioxid a ni U inky. Tyto U inky jsme
znovu prokazali. Vyrazny antioxida ni U inek silymarinu se projevil na hladinu
peroxidace lipid , pi em silymarin redukoval thioacetamidem-indukované z vySeni
LP. Dale byl zaznamenan p iznivy vliv na aktivitu katalazy, ktera - thioacetamidem
redukovana - byla silymarinem navySena. Té byla vySSi aktivita katalazy u
samostatn podaného silymarinu v porovnani s kontrolni skupinou. Mirny nar st,
a koliv statisticky nevyznamny, byl pozorovan u thioacetamidem sniené aktivity
GPx.V pipad samostatn podaného silymarinu vSak doSlo ke sni eni aktivity GPx.
Antioxida ni efekt silymarinu se projevil t¢ v nar stu koncentrace redukovaného
GSH v porovnani s kontrolni skupinou, jak popisuje nap . Basaga (1997). Shaker a
kol. ve své praci (2011) sledovali vliv chronického podavani (8 tydn ) silymarinu
(50 mg/kg) na jaterni fibrozu vyvolanou thioacetamidem, p i em silymarin vyrazn
redukoval thioacetamidem-indukované navySeni aminotransferaz a pod Urove
kontrolnich hodnot. V tomto chronickém pokusu nebyly, na rozdil od naseho
experimentu, navozeny thioacetamidem zm ny v LP, ale podobn jako v nasem
pokusu, silymarin zp sobil navySeni GSH. Hepatoprotektivni U inky silybin-fytosomu
(fytosom- komplex p irodni aktivni latky s fosfolipidem) na TAA-intoxikaci byly
popsany také v 7-tydennim pokusu autora Ali a kol. (2014), pi em zde se
manifestovaly, mimo jiné, preventivni U inky jak na zvySenou aktivitu
aminotransferaz, tak na lipoperoxidaci a sni enou h ladinu GSH.

V pokusu s paracetamolem jsme aplikovali silymarin 3krat v denni davce
131 mg/kg. Davka odpovida % davky 175 mg/kg z pokusu s thioacetamidem. V tomto
p ipad silymarin nevyvolal snieni ALT ani AST, nicmén redukoval APAP-
indukované zvySeni GLDH a na kontrolni hodnotu. HI adina peroxidace lipid nebyla
silymarinem ovlivh na, u skupin APAP vSak byla také na urovni kontroly, tak e nelze
posoudit p ipadné protektivni U inky na peroxidaci lipid . Hodnota GSH byla
navysena u skupiny, kterd obdrela paracetamol spolu se silymarinem. Je vSak
diskutabilni, ktera ze dvou podanych latek navySeni vyvolala, protoe jak
paracetamol tak silymarin, samostatn podané, hladinu redukovaného glutathionu

zvySovaly. Naopak, v praci Muriela a kol. (1992) paracetamol sni oval GSH a tomuto
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poklesu silymarin (200 mg/kg) nezabranil. V naSem pokusu silymarin samotny sni il
aktivitu GPx a v kombinaci s paracetamolem sni eni vice prohloubil. Snieni GPx
jsme podobn pozorovali také v pokusu s thioacetamidem, viz vySe.

Redukovany glutathion sloui jako zhaSe reaktivnich forem kysliku a jako
substrat glutathion peroxidazy. Domnivame se, e po kud exogenni antioxidanty
p sobi jako zameta e volnych radikal , je zabran no snieni koncentrace
endogenniho scavengeru GSH. P esto je ale GSH spot ebovavan glutathion
peroxidazou, jeji aktivita se b hem oxida niho stresu sniuje. NavySena
koncentrace GSH spolu se snienou aktivitou GPx tak m e znamenat jistou
,obrannou“ reakci tkan , kdy je snaha kompenzovat zvySenou ztratu enzymove
aktivity zvySenou koncentraci redukovaného glutahionu, jako to substratu GPx.

Aktivita katalazy v jaternich homogenatech nebyla v naSem pokusu ovlivh na
ani paracetamolem, ani silymarinem. V experimentu byla dale m ena koncentrace
eleza v jaterni tkani, kterou silymarin vtéto davce (131 mg/kg) navysil, co je
Vv rozporu se znamyni chelata nimi G inky silymarinu (Valenzuela, 1994). M e zde
hrat roli zp sob aplikace, jeliko Najafzadeh a kol. ve své prac i (2010) popisuji U inky
silymarinu (200 mg/kg) na sni ovani obsahu eleza v jaterni tkani, pi em pouze u
i.p., nikoliv u p.o. podaného silymarinu doslo ke sni eni koncentrace eleza v jaterni
tkani; obsah eleza v séru byl vSak redukovdn ob ma zp soby podani. V naSem
pokusu s paracetamolem jsme tedy pozorovali jednak hepatoprotektivni U inky
silymarinu na aktivitu GLDH, jednak jeho antioxida ni p sobeni vyjad ené zvySenou
hladinou redukovaného glutathionu.

V pokusu s tamoxifenem byl silymarin podavan 6krat v denni davce 98 mg/kg
(odpovida % davky 131 mg/kg z pokusu s paracetamolem). Zde jsme pozorovali op t
antioxida ni U inky silymarinu, pi em silymarin zcela zabranil tamoxifenem
indukované lipoperoxidaci. V ostatnich parametrech charakterizujich oxida ni stav
(GSH, CAT, obsah Fe) nedoSlo ke zm n ani v p ipad tamoxifenu, ani po podani
silymarinu. Pouze u GPx byl mirny pokles v aktivit , kterou silymarin zvysil, avSak
statisticky nevyznamn . V séru byla po podani tamoxifenu nam ena zvySena
hladina ALT, kterou silymarin neovlivnil. Akivita GLDH vyznamn vzrostla po podani
tamoxifenu+silymarinu, p i em po podani jednotlivych latek byla na kontrolni Grovni.
Vtomto pokusu nedosSlo kvyrazné manifestaci jaterniho poskozeni. Nicmén

silymarin podany v davce 98 mg/kg vykazoval protektivni U inky v i zvySené
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lipoperoxidaci, co koresponduje s vyledky prace Co nti a kol. (1992), kde jsou té
vyjad eny inhibi ni 0 inky na peroxidaci membranovych lipid .

Hepatoprotektivni U inky silymarinu (5krat 175 mg/kg, resp. 6krat 98 mg/kg) se
projevily p edevsim v experimentu s thioacetamidem, resp. tamoxifenem, kde p sobil
jako inhibitor peroxidace lipid a pisp | k antioxida ni ochran zvySenim aktivity

katalazy.

Sledovali jsme vliv podavani naringinu na intoxikaci vySe zmin nymi
xenobiotiky. NejvySsSi davka naringinu 30 mg/kg byla podana celkem 5krat
v kombinaci s thioacetamidem. V této davce se nam nepoda ilo dosdhnout adného
protektivniho, nicmén ani prooxidativniho U inku. DoSlo ke zm n pouze v aktivit
GPx, kterou naringin, podobn jako silymarin 5krat podany, sniil oproti kontrol e.
Ostatni parametry z staly beze zm ny oproti zvi at m, ktera obdr ela thioacetamid.

Snieni davky naringinu o ¥4 na 22,5 mg/kg vpo tu ti davek p ineslo
vyznamné sni eni aktivit jaternich enzym , které byly navySeny paracetamolem.
Aktivita ALT byla sniena o 17 % oproti skupin  APAP, aktivita AST a GLDH byla
sniena dokonce na kontrolni hladinu. Peroxidace lipid nebyla podanim
paracetamolu ovlivnh na, ani naringin (3krat 22,5 mg/kg) na ni nem | vliv. Naringin
vtéto davce zvysil aktivitu CAT a koncentraci GSH oproti kontrolni skupin .
Samostatn podany naringin sni il aktivitu GPx a snieni bylo dale prohloubeno
v kombinaci s paracetamolem. Na koncentraci eleza v jaterni tkani nem lo podani
naringinu vliv. Takto uspo &dané schéma davkovani naringinu (3krat 22,5 mg/kg)
jsme ji d ive pouili v pokusu s CCl,4, kdy jsme prokazali jak antioxida ni G inky-
sni eni LP, tak protektivni U inky na zvySené aktivity jaternich enzym - ALT, AST.
Prace byla prezentovana a publikovana jako kratké sd leni v ramci konference
Toxcon 2008 ( erna, 2008).

DalSi sni eni davky naringinu o ¥4 na 16 mg/kg v po tu Sesti davek bylo
zvoleno pro pokus stamoxifenem. Naringin neovlivnil tamoxifenem navySenou
aktivitu ALT. Aktivita AST byla po naringinu sni en a oproti kontrole (p<0,005), avsak
ve skupin , kterd obdrela naringin spolu s tamoxifenem, ke snieni nedoSlo.
V tomto parametru se takto projevily vSechny ti testované antioxidanty silymarin,
naringin a resveratrol - sniily aktivitu AST v por ovnani s kontrolni skupinou i se
skupinou TAM. Aktivita GLDH nebyla naringinem ovlivn na. Naringin v tomto

davkovani (6krat 16 mg/kg) m | vliv na tamoxifenem zvySenou hladinu peroxidace
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lipid , pi em tuto hladinu vyznamn sni il na kontrolni hodnotu. V tomto parametru
se tedy projevil antioxida ni potencidl naringinu, ktery je popisovan nap . v praci
Amudhy (2011), kde byl naringin podavan potkan m p i toxickém poskozeni
navozeném niklem. DalSi parametry oxida niho stavu (GSH, GPx, CAT) ani
koncentrace Fe vjatrech nebyly vnaSem pokusu ovlivn ny. V potkanich
hepatocytech (Cavia-Saiz, 2010) byly zkoumany antioxida ni vlastnosti naringinu
(glykosid) a jeho aglykonu naringeninu. Oba citrusové flavonoidy vykazovaly
protektivni U inky na lipoperoxidaci vyvolanou hydroxylovym a peroxylovym
radikadlem, p i em naringenin byl dle IC 5o hodnoty G inn jSi zejm zd vodu volné
hydroxylové skupiny na uhliku C7. Podobn jako v nasi praci, v této praci autorky
Cavia-Saiz (2010) té nebyl zaznamenan nar st redukovaného glutathionu, pouze
u aglykonu doslo k velmi mirnému zvySeni koncentrace GSH.

Premedikace naringinem (6krat 16 mg/kg) v naSsem pokusu p sobila
protektivn na tamoxifenem indukovanou peroxidaci lipid u samic potkana.
Prok&zali jsme hepatoprotektivni p sobeni naringinu na intoxikaci paracetamolem,
pi em naringin (3krat 22,5 mg/kg) inhiboval paracetam olem indukované navyseni

jaternich enzym .

Dale jsme sledovali vliv resveratrolu na toxicitu vybranych latek. V pokusu
s thioacetamidem byla zvolena denni davka 10 mg/kg v po tu celkem p ti davek.
Velikost davky jsme zvolili na zaklad naSich p edchozich nepublikovanych pokus .
Stejnou davku pouivd nap . Abdin a kol. ve své praci (2014) studujici vliv
resveratrolu na oxida ni stres. Z dostupné literatury nejsou znamy p iklady p sobeni
resveratrolu na toxicitu thioacetamidu, i kdy se resveratrolem a jeho r znymi
protektivnimi U inky, v etn hepatoprotektivnich, zabyvaji mnoha pracovist (nap .
Farghali, 2009). V naSem experimentu resveratrol vyznamn sni il thioacetamidem
navySenou aktivitu ALT, neovlivnil vSak navySeni AST ani GLDH. V této davce (10
mg/kg) se projevil antioxida ni potencial resveratrolu, kdy zmirnil thioacetami dem
indukovanou lipoperoxidaci v jatrech, co je v soul adu s praci Abdina a kol. (2014),
kde uvedeny antioxidant (10 mg/kg) blokoval oxida ni stres mimo jiné tim, e sni il
koncentraci MDA in vivo. Na aktivitu glutathion peroxidazy, ktera byla v naSem
pokusu po TAA sniena, nem | resveratrol vliv. Nicmén samostatn podany
resveratrol, na rozdil od silymarinu a naringinu, nezp sobil snieni aktivity tohoto

antioxida niho enzymu. Aktivita kataldzy byla statisticky vyznamn navySena
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samostatn  podanym resveratrolem (p<0,05), avSak pi podani spolu s
thioacetamidem zvySil resveratrol aktivitu tohoto enzymu pouze nevyznamn .
Hladina glutathionu po premedikaci resveratrolem z stavala na kontrolni hladin .
P isp vek o U inku resveratrolu na intoxikaci TAA byl publikovan v Toxicology Letters
v ramci konference Eurotox 2008 ( erna, 2008) a dale citovan autory Roy a kol.
(2011).

V pokusu s paracetamolem jsme sni ili davku resvera trolu o ¥ na 7,5 mg/kg,
pi em tento jsme podali celkem 3krat. Paracetamol ind ukoval zvySenou aktivitu
jaternich enzym ALT, AST, GLDH. Premedikaci resveratrolem bylo dosaeno
vyznamného sni eni aktivity ALT (p<0,05) a GLDH (p< 0,01), aktivita AST poklesla na
kontrolni hladinu. Antioxida ni p sobeni resveratrolu Ize demonstrovat zvySenou
hladinou redukovaného GSH (p<0,005), avSak i paracetamol samotny zvysil
koncentraci GSH (p<0,05). Aktivita GPx poklesla podanim APAP, premedikace
resveratrolem toto sni eni vice prohloubila. Té sa mostatn podany RES, stejn jako
NAR a SIL, zp sobil pokles v aktvit tohoto enzymu. V minulosti jsme sledovali vliv
resveratrolu na jaterni poskozeni vyvolané tetrachlormethanem u potkana. Pokus byl
proveden v podobném davkovacim schématu (resveratrol 3krat 7,5 mg/kg), pi em
tetrachlormethan indukoval zvySeni ALT a AST, LP a snieni GPx. Resveratrol
vyznamn sniil aktivitu ALT (p<0,01), aktivitu AST normali zoval na kontrolni
hodnotu, sniil té koncentraci GSH, m | vSak vyznamny protektivni vliv na
peroxidaci lipid . Prace byla prezentovana a publikovana jako kratké sd leni v ramci
konference Toxcon 2008 ( erna, 2008). P sobenim resveratrolu na CCl,
indukovanou hepatotoxicitu se zabyva té prace Rivera a kol. (2008), kde RES
(10 mg/kg) ve shod s naSim pokusem redukoval aktivitu ALT a hladinu LP.

V pokusu s tamoxifenem, ktery byl provad n na samicich potkana, jsme zvolili
davku resveratrolu 5,5 mg/kg, co je 0 ¥ mén ne v pokusu s paracetamolem.
Resveratrol byl podan celkem 6krat. Tamoxifen indukoval navySeni aktivity ALT a
hodnoty LP a snieni aktivity GPx. Resveratrol vtomto davkovacim schématu
nevykazoval protektivni U inky na tamoxifenem indukované jaterni poskozeni.
Neovlivnil tamoxifenem zvySenou lipoperoxidaci, zvySenou aktivitu ALT ani sni enou
aktivitu GPx. Domnivame se, e zde m e mit vliv zvolené pohlavi zvi at, jeliko
u samc resveratrol v adov podobném davkovacim uspo adani (3krat 7,5 mg/kg,
resp. 5krat 10 mg/kg) m | ur ité protektivni U inky na APAP, resp. na TAA vyvolané
poSkozeni jater (snieni ALT, AST, GLDH, resp. sni eni ALT a LP). Neni znama

75



studie zabyvajici se vztahem pohlavi a U inku p irodnich anitoxidant na parametry
oxida niho poskozeni nebo jaternich dysfunkci. Nicmén  z experimentélnich
vysledk vime, e u samic je a 2krat vySSi bazalni hodnota hladiny lipoperoxidace a
aktivity glutathion peroxidazy ne u samc (Kotyzova, 2010). Hodnoty ostatnich
sledovanych parametr jsou u obou pohlavi relativn shodné. Je moné, e
antioxida ni potenciél resveratrolu by se projevil p i jiném davkovacim uspo adani
(nap . v tSi davka, vice davek).

Protektivni vliv resveratrolu na jaterni poskozeni se projevil zejména
v experimentu s paracetamolem, kdy resveratrol (3krat 7,5 mg/kg) p izniv ovlivnil
aktivitu jaternich enzym . V experimentu s thioacetamidem m | resveratrol (5krat
10 mg/kg) p iznivy vliv na sni eni peroxidace lipid

Na naSem pracovisti byly v minulosti provedeny studie na mysSich, kdy
resveratrol v davce 20 mg/kg p sobil protektivn proti oxida nimu stresu vyvolanému
kadmiem (Eybl, 2005 a 2006).

Antioxida ni vlastnosti p irodnich slou enin jsou dany zejména jejich
schopnosti vychytavat (zhaset) volné radikaly. Volné radikaly mohou byt generovany
bu enzymaticky (nap . xantin/xantinoxiddzovym systémem) nebo neenzymaticky
nap . Fentonovou reakci za p ftomnosti tranzitnich kov (Fe*, Cu"). P irodni
antioxidanty sniuji oxida ni stres také tim, e vychytavaji (chelatuji) ionty
p echodnych kov , a tak omezuji vznik reaktivnich forem kysliku a dusiku.
Chelata ni 0 inky jsou zavislé na chemické struktu e, p edevsim na p itomnosti
ligand , které umo uji vytvo eni koordina ni vazby s iontem/ionty kovu (Hatcher,
2009). Deferipron je synteticky chelator eleza, jeho U inky na intoxikaci
tamoxifenem jsme sledovali. Deferipron_ samostatn podany jednak sniil aktivitu
glutathion peroxidazy a aspartat aminotransferazy, naproti tomu zvySil aktivitu
kataldzy. P i podani s tamoxifenem byla zvySena aktivita alanin aminotransferazy.
Nicmén , deferipron m | protektivni U inky proti oxida nimu stresu vyvolanému
tamoxifenem, kdy zcela zabranil tamoxifenem induko vané peroxidaci lipid a vratil
na kontrolni hodnotu tamoxifenem navySenou koncetraci eleza v jatrech. Tato
skute nost koresponduje s chelata nimi vlastnostmi deferipronu, které byly
na naSem pracovisti v minulosti demonstrovany jak v pokusu na mySich (Eybl, 2002),
tak na potkanech (Hodkova, 2010). Prace o U inku deferipronu na intoxikaci

tamoxifenem byla publikovana v asopise Hemoglobin ( erna, 2011).
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Z

SOUHRN

V pokusech na potkanech jsme porovnavali vliv silymarinu, naringinu a

resveratrolu, resp. deferipronu na poSkozeni jater vyvolané paracetamolem,

thioacetamidem a tamoxifenem.

1. Parametry oxida niho stavu byly nejvice ovlivh ny po podani thioacetamidu,

kdy byla jednak indukovana zvySena peroxidace lipid , jednak doSlo ke
sni eni aktivit antioxida nich enzym glutathion peroxidazy a kataldzy. Po
podani tamoxifenu byl oxida ni stres demonstrovan zvySenou lipoperoxidaci
a koncentraci eleza vjatrech a snienou aktivitou GPx. Oxida ni stres
navozeny paracetamolem nebyl vyjad en tak vyznamn jako u TAA nebo
TAM, jeliko paracetamol neindukoval v jaterni tkani zvySenou peroxidaci

lipid , nicmén sni il aktivitu GPx.

. Ze vSech ti pouitych antioxidant (SIL, NAR, RES) se v parametrech

oxida niho stavu nejvice uplatnil silymarin, ktery v pokusu s thioacetamidem
zmirnil zvySenou lipoperoxidaci a zmirnil pokles aktivity katalazy v porovnani
se skupinou TAA. Samotny silymarin dale zvySil hladinu GSH a aktivitu CAT.
V pokusu s tamoxifenem silymarin zcela zabranil TAM indukovanému zvySeni
peroxidace lipid .

Antioxida ni potencial naringinu se projevil v pokusu s tamoxifenem, kdy
naringin zcela zamezil TAM indukované peroxidaci lipid . V pokusu
s paracetamolem zvysil naringin hladinu redukovaného glutathionu a aktivitu
antioxida niho enzymu katalazy.

Resveratrol prokazal vyrazné protektivni U inky proti lipoperoxidaci vyvolané
thioacetamidem. V pokusu s paracetamolem resveratrol zvySil koncentraci

redukovaného glutathionu.

. Aktivity jaternich enzym v séru byly ovlivh ny vSemi t emi studovanymi

hepatotoxickymi latkami (APAP, TAA, TAM). Paracetamol a thioacetamid
vyvolaly zvySeni aktivit ALT, AST a GLDH. Tamoxifen zvySil pouze aktivitu
ALT, aktivity AST a GLDH z staly nezm n ny.
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4. Proti zvySeni aktivity jaternich enzym protektivn p sobil p edevSim
resveratrol, jen v pokusu s paracetamolem normaliz oval zvySenou aktivitu
AST a vrédtil na tém  kontrolni hodnoty zvySené aktivity ALT a GLDH.
V pokusu s thioacetamidem se projevil protektivni U inek resveratrolu na TAA
navysenou aktivitu ALT.

Naringin vykazoval hepatoprotektivni U inky na paracetamolem indukované
poSkozeni jater, pi em zp sobil, podobn jako resveratrol, vyrazné sni eni
aktivit vSech t i sledovanych jaternich enzym - ALT, AST i GLDH.

Silymarin m | ze vSech t i jmenovanych antioxidant nejmén vyrazny vliv na
aktivitu jaternich enzym , kdy u zvi at intoxikovanych paracetamolem sni il

aktivitu GLDH a u zvi at intoxikovanych thioacetamidem sni il aktivitu AS T.

5. Hepatoprotektivni 0 inky silymarinu se nejvice projevily v poSkozeni jater
thioacetamidem. Naringin p sobil  protektivn zejména v intoxikaci
paracetamolem. Resveratrol vykazoval prosp Sné U inky na jaterni poSkozeni

vyvolané paracetamolem i thioacetamidem.

6. Deferipron zcela zamezil tamoxifenem indukované lipoperoxidaci a zvySeni
koncentrace eleza. V porovnani s resveratrolem m | deferipron jednozna n

lepSi protektivni p sobeni proti oxida nimu stresu vyvolanému tamoxifenem.
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