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1 UVOD

V poslednich tfech desetiletich jsou volné kyslikové radikély intenzivné
studovany ve vztahu k fadé onemocnéni. Jsou popsina onemocnéni ze viech
lékarskych obort, v jejichZ patogenezi a progresi se pfedpoklada vyznamna G&ast
volnych radikald. Prvni studie vkladaly do radikalovych reakci nadéji, Ze se jedna
o specificky patogeneticky dgj, ale v tomto ohledu je spiS na misté skepse, protoze
piisobeni volnych radikali v lidském téle je obecny mechanismus.

Radikaly provazeji lidské télo od jeho narozeni po smrt. Jejich patogeneticky
iginek - oxida&ni stres bunék a tkani - nastava ve dvou situacich:

1. pfijejich zvySené tvorbé

2. pfinedostate¢né antioxida¢ni ochrang organismu

Vyznamna t&ast oxidaéniho stresu se predpoklad4d napiiklad u diabetu,
aterosklerézy nebo pfi ischemicko-reperfuznim poskozeni. Také mechanismus
poskozeni pfi otravach tézkymi kovy se vysvétluje oxidaénim stresem (Zima et al,
1996; Hirayama a Yasutake, 1998).

Lidsky organismus je k inaktivaci volnych radikali a reparaci vzniklého
poSkozeni vybaven antioxidaénimi systémy. Tyto systémy se rozd€luji
na antioxidadni enzymy jako jsou superoxid dismutdza, glutation peroxidaza
a katalaza, a antioxidacni substraty jako napfiklad tokoferoly, karotenoidy, kyselina
askorbova, glutation, tioly a transferin.

2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY
2.1 ZELEZO A OXIDACNI STRES
2.1.1 Uvod

Zelezo je pro Zivé organismy nezbytny prvek a jako souast enzymii a jinych
bunéénych komponent se u&astni vyznamnych fyziologickych d&ji. Je dileZité pro
vazbu kysliku jak v &ervenych krvinkach, tak v myoglobinu, nebo pro funkci
enzymii jako jsou napfiklad cytochrom P450, peroxidéaza, katalaza, cyklooxygenaza
a ribonukleotid reduktaza (Galey, 1997). Pro organismus je oviem diileZita kontrola
celkového mnoZstvi Zeleza v téle, protoZe Zelezo patii mezi pfechodné kovy a miize
tak vstupovat do Fentonovy reakce, jejimz vysledkem je vznik vysoce toxickych
volnych radikélii. Zvladnuti stavii spojenych s hromad&nim Zeleza v organismu se
tedy Castené zaméfuje nasniZeni tvorby volnych radikali a tim na omezeni
oxidagniho stresu.
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2.1.2  Metabolismus a toxicita Zeleza

V téle priimérného muZze je obsazeno 4.5 g Zeleza. Asi 65% Zeleza je vazang
na hemoglobin, 10% je sou¢asti myoglobinu, cytochromi a enzymii obsahujicich
Zelezo a 20 az 30% je vazano na zasobni proteiny feritin a hemosiderin. Dal§im
proteinem zapojenym do homeostizy Zeleza je transferin, jenZ prenasi Zelezo
v krevni plazmé. Pfedpoklada se, Ze jenom stopové mnozstvi tohoto kovu ziistava
volné jako nevazané, nebo volné vazané Zelezo. (Fraga a Oteiza, 2002). Primé&my
denni piijem Zeleza u €lovéka je 1 aZ 3 mg. Priblizné stejné mnozstvi se z t&la ztraci
deskvamaci bunék prevazné z gastrointestinlniho traktu, ale i z kiZe, dile mogj
a Zlugi, a u Zen i menstrua&ni krvi. Zelezo se vstiebava ve stievu a je transportovano
na transferin. Buiiky, které potfebuji Zelezo, nesou na svém povrchu transferinovy
receptor. Po vstupu do buriky se Zelezo redukuje a jako Zeleznaty ion je vazan
feritinem a zpétné oxidovan (Galey, 1997).

U savcl se vyvinuly Cetné navzijem propojené mechanismy regulace
metabolismu Zeleza, které predchézeji moznym poruchdam zdravi na zékladé jak
nedostatku, tak hromadéni Zeleza v organismu.

K chronické kumulaci Zeleza mize dochazet pfi:
1. primarni hemochromatéze
2.zvySeném prijmu Zeleza v jidle
3.&astych krevnich transfuzich (asto nutné v 1éébé urditych rezistentnich
anémii jako je thalasemia major)

Piipady akutni otravy jsou vzacné a projevuji se predev§im postiZzenim jater
(Fraga a Oteiza, 2002).

2.13 Zelezo a volné radikaly

Zmény buné&nych struktur a funkci zptisobené nahromadénym Zelezem z:i‘ejn'!é
podstatné souvisi s poskozenim buné&&nych &asti volnymi radikély. Jelikoz zelezo je
pfechodny kov, miize vstupovat do Fentonovy reakce. Zeleznaty ion milZe
katalyzovat rozklad peroxidi za vzniku hydroxylového radikalu z peroxidu vodik!l,
nebo alkoxylového radikalu, pokud je substratem reakce organicky peroxid
(LOOH):

0, +Fe’* — 0, + Fe**
H,0, + Fe** — Fe*" + OH + OH"®
LOOH + Fe** — Fe** + LO" + OH"®

Ugast Zeleza je tedy zasadni pro:
1.vznik hydroxylového radikalu, ktery miZe nasledovné iniciovat oxidaci
lipiddi nebo oxidovat téméf kazdou molekulu v biologickych systémech
2.rozvoj reakce volnych radikéli rozkladem peroxidi

Zelezem katalyzované reakce in vivo jsou diky zanedbatelné dostupnosti
,volného* Kkatalytického Zeleza omezené. ZvySend produkce superoxidového
aniontu miiZze nicméné usnadiiovat uvoliiovani Zeleza z feritinu a proteint, a peroxid
vodiku muize degradovat hem z proteinii, kterych je soucasti, a také uvoliiovat
zelezo (Halliwell a Gutteridge, 1999).

2.14 Antioxidancia a toxicita Zeleza

Antioxidans je jakakoliv latka schopnéd zabrénit oxidaci. ProtoZe Zelezo je
schopné spustit oxidaci jednak redukci a jednak rozkladem vzniklych peroxidi,
antioxidans, které zabraiuje toxickym u¢inkiim Zeleza, je latka, ktera je schopna:

1. tvofit se Zelezem chelaty a branit reakci s kyslikem a peroxidem

2.vazat Zelezo a udrZovat je v takovém redoxnim stavu, v kterém neni
schopno redukovat molekularni kyslik

3.vychytavat jiz vzniklé radikaly

Proteiny, které se ucastni metabolismu Zeleza, mohou izolovat Zelezo atim
zabranit reakcim, jejichz vysledkem je vznik volnych radikali. Nékolik dal3ich
latek, jak prirodnich, tak syntetickych, je schopno vazat zelezo in vivo a omezovat
jeho ucast v reakcich s volnymi radikély (Fraga a Oteiza, 2002).

2:1:5 Thalasemia major a latky vazajici Zelezo v klinické praxi

Jednou z pfigin zvySeného mnoZstvi Zeleza v organismu jsou &asté krevni
transfize u nékterych typd anémii. Prikladem takové anémie je thalasemia major.
Légba této nemoci je komplexni a spo&iva v pravidelnych transfuzich vedoucich
k akumulaci Zeleza v organismu, vyZzadujici podavani chelatoru Zeleza. Pfestoze
transfize a chelatatni terapie vyznamné prodluZuje Zivot pacientii s thalasemia
mE}jor, kardiomyoptie zplisobena nahromadénim Zeleza v srdci zistava stale
nejCast&j3i pricinou smrti u téchto pacientd (Cohen et al, 2004). Mezi dalsi
sekundarni patofyziologické stavy provazejici toto onemocnéni patfi virova
hepatitida C, zvy3ené riziko trombozy, endokrinopatie a osteoporéza (Cohen et al,
2004; Voskaridou a Terpos, 2004).

V souasnosti je jedingm chelatorem Zeleza rozSifenym v klinické praxi
defe'roxamin. Tento 1€k ma oviem mnoho nevyhod, napf. vysoka cena, nutnost
Pofiavat ho v dlouho trvajicich podkoznich infuzich a nizké vstiebatelnost ze stfeva
SR;_Ch_ardson a Ponka, 1998). Slibnym peroralng aktivnim chelatorem Zeleza je

cleripron (L1), ktery vykazuje vysokou afinitu k Zelezu (Diav-Citrin




aKoren, 1997). Nekteré vysledky bohuZel ukazaly, Ze létba s L1 ma urgjtg
omezeni, a jeho wCinnost vesniZovani jaterniho Zeleza je spornd (Olivierj |
a Brittenham, 1997). Rada dalSich chelatort Zeleza je v riiznych stadiich klinickéhq
a preklinického zkouseni.

22 FLAVONOIDY
224 Uvod \

Flavonoidy predstavuji Sirokou skupinu nizkomolekularnich biologicky
aktivnich latek charakterizovanych flavanovym jadrem, které mohou mit
mnohonésobné prospésné ucinky na n&ktera chronickd onemocnéni (Hollman,
2001; Kris-Etherton et al, 2002). Flavonoidy jsou polyfenolové slougeniny, které
jsou syntetizované v rostlinach. Pro Clovéka je zdrojem flavonoidi &aj, &ervené
vino, t'éva z Cervenych hroznii, kakaové vyrobky, jablka, cibule a nékteré ofechy.
Tyto latky hraji dvoji roli ve snizovani oxida¢nich pochodii, protoZe mohou jednak
vazat Zelezo, a jednak vychytavat volné radikaly (Heim et al, 2002).

AntioxidaCni aktivita flavonoidi a jejich metaboliti zavisi na usporddani
funkénich skupin na flavanovém jadfe. Z vyzkumu vztahu mezi strukturou
a aktivitou vyslo nékolik ucelenych teorii, které podporuji tlohu specifickych
strukturnich sloZek jako nastroje vychytavani volnych radikali, chelatace a oxidaéni
aktivity.

2:2:2 Hydroxylové skupiny

Neékteré mechanismy antioxidadni aktivity vyrazné& ovliviiuje jak konfigurace,
tak celkovy po&et hydroxylovych skupin (Cao et al, 1997; Sekher Pannala et al,
2001; Haenen et al, 1997; Burda a Oleszek, 2001). 3'4'"katecholova skupina
na kruhu B vyrazné posiluje inhibici lipoperoxidace (Mora et al, 1990; Ratty a Das,

zévisla na volné hydroxylové skupiné na uhliku 3 (Burda a Oleszek, 2001).
1. vychytavani hydroxylovych, peroxylovych a syntetickych radikald
2. ukon&eni Fetézové reakce v lipidové fazi, zahrnujici peroxylove
radikély a hydroperoxidy 18
3. chelataci dvoumocnych kationtd slouZicich k zahéjeni oxidaénich
pochodu in vitro

4. interakci s dal3imi inicidtory, jako je kyselina askorbové, které mo
redukovat a recyklovat flavonoidové radikaly a naopak '

223 O-metylace

Rozdily jak v hydrofobnich vlastnostech tak v plochosti molekuly zpisobuji
riiznou  antioxida¢ni aktivitu  polyhydroxylovanych a polymetoxylovanych
flavonoidii. Akoliv pomér hydroxylovych a metoxylovych skupin neurfuje nutné
schopnost flavonoidi vychytavat volné radikdly, kruh B je obzvlasté citlivy

k umisténi metoxylovych skupin.
224 2-3 dvojna vazba a 4-oxo skupina

Flavonoidy s dvojnou vazbou mezi uhlikem 2 a 3 maji ve spojeni
s karbonylovou skupinou na uhliku 4 siln€j8i antioxida¢ni GCinek ve srovnani
s flavonoidy se saturovanymi heterocyklickymi jadry (Cholbi et al, 1991). Ackoliv
je nutné brat v ivahu i dali strukturni vlastnosti, vychytavani volnych radikalt
flavonoidy je pfitomnosti obou strukturnich prvki variabilné zvyseno.

225 Cukerné zbytky

Aglykony maji silngjsi antioxida¢ni G¢inek nez jejich odpovidajici glykosidy
(Ratty a Das, 1988; Gao et al, 1999). Kromé prosté pfitomnosti a celkového poctu
hraji v§znamnou roli také poloha a chemicka struktura cukerného zbytku.

226 Stupeii polymerizace

Zda se, ze vyssi stupeii polymerizace zvySuje ucinnost procyanidini proti
mnoha typtim radikali (Heim et al, 2002).

259575 Chelataéni vlastnosti

Chelatacni vlastnosti flavonoidi pfispivaji k jejich antioxida&ni aktivité. Vazba
s dvoumocnymi kationty nemusi vzdy znamenat inaktivaci flavonoidii, protoze
vznikly komplex si uchovéava schopnost vychytavat kyslikové radikaly (Arora et al,
1998} Kostyuk et al, 2001). Tyto komplexy mohou vznikat mezi hydroxylovou
skup!nou uhliku 5 a karboxylovou skupinou uhliku 4, nebo mezi hydroxylovymi
skupinami uhliki 3' a 4' (Cheng a Breen, 2000). Diky svym schopnostem vézat
!(mjy_a vychytavat radikaly jsou polyhydroxylované flavonoidy vyznamné jako
lnhlb}tory Fentonovy reakce in vivo. Skutenost, e polyfenoly &asto inhibuji
efektivngji oxidaci navozenou kovy, nez jinak indukovanou oxidaci, podporuje roli
Ch:‘.latac? kovii flavonoidy v inhibici tkafiového poskozeni volnymi radikaly, coz
muZe mit v&tsi vyznam, ne se dfive myslelo (Arora et al, 1998).




2.2.8  Prooxidaéni aktivita

Ackoliv antioxidagni vlastnosti flavonoidii podporuji jejich poa’tivm‘
ve vyZzivé lidi a v prevenci onemocnéni, n&které studie popisuji prooxidagni aky
téchto latek in vitro. Zda, 7e né&které shodné strukturalni vlastnosti,
optimalizuji antioxida¢ni schopnost, mohou také vyvolat oxida&ni stres a poske
funkénich a strukturnich molekul buiiky. Agkoliv flavonoidy s nik
hydroxylovymi skupinami jako je quercetin a podobné polyfenoly ZvySuji bun
poSkozeni zplisobené kyslikovymi radikaly ajejich uziti ve farmakologm
davkach je tak kontraindikovano, zmény ve struktufe zpiisobené metabolismem
mohou zmiriiovat reaktivitu quercetinu a podobnych latek in vivo. i

229 Quercetin
Quercetin je flavonol, ktery patfi mezi flavonoidy s nejsiln&j$imi antioxidagnir
vlastnostmi. Quercetin je vysoce GCinnym cheltorem prechodnych kovii a
schopen inhibovat Zelezem indukovanou lipoperoxiaci chelataci Zeleza a vzni
komplexdl, které nemaji schopnost navodit lipoperoxidaci. Tyto komplexy
se Zelezem zaroveii vychytavaji volné radikaly. Quercetin tedy inhibuje G&inek
volnych radikali na tfech stupnich: vznik superoxidového aniontu, tvorba
hydroxylovych radikali ve Fentonové reakci a tvorba lipidoperoxylovych radi i
(Afanas'ev et al, 1989). Cytoprotektivni uginek quercetinu testovany na kulturich
hepatocytii by mohl byt pfipsan jeho 3iroce zndmému G&inku proti radikal
ale také jeho schopnostem vézat Zelezo (Morel et al, 1993). Quercetin vykazuj
interakci s méd'natymi a Zelezitymi ionty (Kuo et al, 1998). Quercetin rusil Zelezem
indukované oxidagni poskozeni bung¢k Caco-2 v pokusech in vitro (Nunez et al,
2001). Bylo ukazino, Zze quercetin chelataci kovovych iontii a vychytavénii
volnych radikali chrani DNA pied zlomy zpisobené tert-butylhydroperoxi ]
a menadionem (Aherne a O’Brien, 2000). Bylo prokézéno, Ze quercetin snizZu
v zévislosti na davce lipoperoxidaci navozenou nejen Zelezem, ale i médi,
a kadmiem (Sugihara et al, 1999). Quercetin vstupuje do erytrocytii a b
lipoperoxidaci a hemolyze. Zda se, Ze tento efekt je zplisoben nitrobun&
chelataci Zeleza (Ferrali etal, 1997). Na zaikladé pokusi
butylhydroxyperoxidem vyplynulo, Ze hlavni mechanismus aktivity querce
spociva v chelataci Zeleza (Sestili et al, 1998). Na druhé strané bylo
Ze quercetin vykazuje také prooxidaéni uginky. Fentonovou reakci induko
peroxidace ethyl linoleatu (H,O,, Fe’") byla zastavena nizkymi koncent
quercetinu, aviak vysoké koncentrace téze latky vedly ke zvySené peroxi
pravdépodobné recyklaci vdzaného inaktivniho Fe’* na aktivni Fe** (Stadler et
1995). Quercetin navozoval vyznamnou lipoperoxidaci bun&&nych jader v za
na davce a soucasné zplisoboval degradaci DNA.

Kazd
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y zesileny 7elezem a mé&di. Vysledky tedy naznaluji, ze kyslik.ové

ikaly formované autooxidaci quercetinu, katalyzované ielez.em a médi, jsou
ralzlpo‘,); dné za lipoperoxidaci a poskozeni DNA buné&nych jader hepatocyti
Z0

potkanﬁ (Sahu a Washington, 1991).

Tyto uginky byl

2.2.10 Silibinin

i (silybin) je slozka silymarinu, extraktu z rostliny Silybum Marianum
(OStrS;::;tr:‘leI:: (;Zrién)slj()")' P(;Eenciorqguické, ele'ktrochemick.é §s;3el.(tros‘li«;];ilcké
studie komplexi silybinu a Fe uk.azujl, ie tato pﬁroc'ini lé.tka je silny llgm eza
(Borsari et al, 2001). Silymarin a snlybm,. stejné jako quercetin, branily
lipoperoxidaci vyvolanou doxorubicinem a.zéwslou na Zeleze na t.mkrozomech
a mitochondriich potkaniho srdce. Silybin na l‘OZd.ll od.quercevtmu nevéz;:xl
ve vodném roztoku Zelezo. Vysledky naznauji, ze silymarin mozna zabraiuje
doxorubicinem vyvolanému poskozeni membran potkaniho .srdce' pfediv!‘»im
vychytavanim volnych radikal (Psotova et al, 2002). Silymarin sniZoval
lipoperoxidaci jater navozenou pfedavkovanim zelezem (Bl'fattac.l’larya et al, '2000).
Dihemisukcinat silybinu rychle reagoval s hydroxylovymi radikély a také snad
vazal Fe** v roztoku. Dihemisukcinat silybinu a silibin-fosfatidylcholinovy komplfz(
znamy jako IdB 1016 sniZoval lipoperoxidaci jaternich fnik_rozomﬁ yyvolanou Be
Tyto vysledky podporuji antioxidaini vlastnosti silybinu a JFho sc’hqpn'ost
vychytavat volné radikaly (Basaga et al, 1997). Ustni podani snlybmu.chrar:l pred
toxickymi G&inky Zeleza na jatra invivo a zda se, Ze tento GCinek je musobe'tg
vyznamnou antioxida¢ni aktivitou této latky (Pietrangelo et al, 1995). st studii
s jaternimi mikrozomy potkana bylo ukézéno, Ze dihemisukcinat silibininu ma
inhibini G&inek na lipoperoxidaci navozenou Fe’* akyselinou askorbovou,
a 7e tento ucinek je zavisly na koncentraci dihemisukcinatu silibininu a velikosti
lipoperoxidace (Mira et al, 1994). Podani silybinu zabranilo biochemickému
a funkénimu postizeni jater zpiusobenému piedavkovanim Zelezem in vivo
(Pietrangelo et al, 2002).

23 BISFOSFONATY

2341 Uvod

Bisfosfonaty dnes zaujimaji vyznamné postaveni v 1é&b& celé fady
metabolickych  onemocnéni  skeletu pro svoji  u¢innost, bezpeCnost
I farmakoekonomiku 168by. Jsou to syntetické latky strukturng pribuzné

pyrofosfatim (Vysko¢il a Kutilek, 2004).

11




2.3.2  Vlastnosti

Dale se zvaZuje moZnost podéavani bisfosfonatli u osteogenesis imperfecta,
fibrozni dysplazie, pii prevenci uvolﬁ.ova:mi implantatd vortogedi'i asto.mato!qgii,

Spole¢nou vlastnosti bisfosfonatii je vazba fosfor-uhlik-fosfor, a lig{ se apfi prevenci ztraty kosti u .chlic,mlckych qnemocnéni spojenych s imobilitou
substituenty na postrannich fetézcich, které urluji jejich relativni p pacienta. Bisfosfonaty se aplikuji parenterdlné nebo peroralné jako tablety
K fyzikalné-chemickym vlastnostem bisfosfonati patfi odolnost proti enzym : (Vyskotil a Kutilek, 2004).
hydrolyze v gastrointestinalnim traktu, afinita ke krystalim hydroxyapatitu, i
tvorby, shlukovani a rozpousténi krystali fosfore¢nanu vépenatého a
rozpustnych inerozpustnych komplexti a agregati s vicemocnymi ion
(Vyskod¢il a Kutilek, 2004).

2.3.6 Antioxidaéni vlastnosti

V 16&b& osteopordzy u pacientii s thalasemia major se pouZivaji bisfosfonty.
Kromé jejich zndmého udinku na kostni tkan se uvazuje i o jejich antioxida¢nim
aginku. Tento fakt by mohl byt vyznamny ve spojeni s hromadénim Zeleza
po opakovanych transfizich v 1é¢bé thalasemia major, kde se Zelezem navozeny

Nejdilezitéj$im ucinkem bisfosfonati je inhibice aktivovanych ost oxida&ni stres tkani da oSekavat. (Voskaridou a Terpos, 2004).

Déje se tak utlumem proteosyntézy, poklesem uvolfiovani lysozomalnich en Bisfosfonaty inhibovaly v pokusech in vitro lipoperoxidaci a sniZovaly
snizenim aktivity endogenni pyrofosfatdzy, poklesem tvorby prostagla ) produkci hydroxylovych radikali Fentonovou reakci. ProtoZe ve Fentonové reakci
poklesem glykolyzy a sniZenim tvorby kyseliny mléEné, kterd up; hraji diilezitou roli ionty Zeleza, je moZné, Ze antioxidadni ilinek bisfosfonati je
v mikroprostfedi na hodnoty optimélni pro resorpci kosti. Zaroven je po dan schopnosti chelatace Zeleza (Dombrecht et al, 2003). Interakci mezi
i kvantitativni pokles poétu osteoklasti pfimym cytotoxickym bisfosfonaty aionty kovii podporuji i vysledky dalSich studii. Soucasné podani
na osteoklasty a také inhibici dozravani prekurzorti osteoklastli. Bis clodronatu a siranu Zeleznatého vedlo k vyraznému sniZeni absorpce clodronatu
ve svém dusledku brani odbouravani kostni hmoty. Selektivita bisfosfon: (Osterman et al, 1994). Clodronat tvofi komplexy se Zelezem hemolyzovanych
dilezita pro afinitu ke kosti, tzn. Ze pulsobi vyhradné v oblasti skeletu, erytrocytli a akumuluje se posléze v makrofazich sleziny a jater (Monkkonen et al,
pfedevsim v oblasti zvy3ené resorpce (Vyskocil a Kutilek, 2004). 1991). Zda se, Ze pravé vazba clodronatu se Zelezem je dilezitym pfedpokladem pro
naslednou akumulaci v makrofazich (Monkkonen et al, 1989). Pfidani vapniku

a zeleza do plazmy zvySuje vazbu pamidronatu na plazmatické bilkoviny, zatimco
& EDTA a deferoxamin tuto vazbu snizuji. Elektroforéza plazmatickych bilkovin
DiileZitou charakteristikou bisfosfonati je jejich nizka biologickd dostupng prokézala vazbu pamidronatu na transferin a globulinovou frakci (Daley-Yates et al,
ktera se v naprosté vétSiné pripadi pohybuje mezi 1 a 3%. Vstrebat - 1992). Vazba mezi alendronatem a Zelezitymi ionty je dokonce podminkou
bisfosfonatl je vyrazn& sniZena, jestlize jsou podavany s potravou, a to T k analytickému méfeni koncentrace alendronatu v tabletach (Kuljanin et al, 2002).
sj]'dly obsahujl'c]'mi ionty Vépniku nebo Zeleza (Vyskoéil a Kutﬂek, 2004; 8 Bisfosfonéty inhibuji aktivitu metaloproteinéz a tato inhibice by mohla by’t Castené
et al, 1994). Az 60% vstiebanych bisfosfonatii je zabudovano do kostni ° zpiisobena chelataci zinku, ktery je souasti téchto enzymi. (Clézardin et al, 2003).
zbytek je rychle vylouden mo&i. Bisfosfonaty jsou zabudovény v kostni Etidronat a deferoxamin sniZily postiZeni erytrocytii volnymi radikaly po indukci
&lovéka déle nez 10 let. Zasah bisfosfonatii do kostni resorpce a formace je emulzi lipidii (Kljuchnikov et al, 1993). Nové syntetizovany bisfosfonat TRK-530
s celkovymi zmé&nami metabolismu vapniku. Dochazi k mimému poklesu inhiboval akumulaci superoxidového aniontu v polymorfonukledrech (Tanahashi
koncentraci vépniku, stimulaci sekrece parathormonu a ke zvySeni p etal, 1998).
kalcitriolu v ledvinach. Tim pak dochazi ke zvy3eni tubularni reabsorpce . Vitéto praci byl zkoumén antioxidani Ginek ti bisfosfonatii: clodronat,
absorpce vapniku. Tyto adaptaéni zmény zajistuji, e nedochdzi kroz¥ etidronat a risedronat.
symptomatické hypokalcémie. -

233 Farmakologické u¢inky

234 Biodegradace a eliminace

23.5 Indikace bisfosfonati
Bisfosfonaty jsou nejéast&ji pouzivany v 1é¢bé postmenopauzélni OSteOF o
glukokortikosteroidy ~vyvolané osteoporzy, senilni osteoporézy, M
osteopordzy, Pagetovy choroby, nadorem vyvolané hyperkalcémie a 0ste0f)
kostnich metastaz. .
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3 CiL PRACE Odstiedéné erytrocyty se doplnily redestilovanou vodou (4°C) do objemu 2 ml
(priblizng 1.75 ml redestilované vody na vzorek) a nechaly se zlyzovat pfi teploté
Cilem této prace bylo: 4°C (alespoii 45 minut, do vzniku homogenniho hemolyzitu). V hemolyzatu byla

méfena aktivita superoxid dismutazy. . : .
V jednotlivych pokusech byla odebirana jatra, ledviny, slezina, srdce, pravy
femur, mozek a varlata. Ve viech organech byl stanoven obsah stopovych prvkii
a kadmia, pokud bylo v pokuse aplikovéno.. V jatrech se navic méfila hladina
lipoperoxidace, obsah redukovaného glutationu, aktivita glutation peroxidazy
a katalazy.
Vzorky pro stanoveni glutationu byly vkladany do kadinek s ledovym roztokem
0.02M Na,EDTA a okamZité analyzovany. Ostatni vzorky byly ihned po odb&ru
zmrazeny na -20°C a potom az do analyzy uchvévany pfi -70°C.

Pro stanoveni hladiny lipoperoxidace, obsahu glutationu a aktivity glutation
peroxidazy a katalazy byly pouZity tkafiové homogenity.

1. Ovéfit oxidagni Gcinky Zeleza a zjistit jeho tlohu v toxicité jinych kovii (kadm;
2.Posoudit antioxidagni vlastnosti dvou flavonoidii (quercetinu a silibininu) a
bisfosfonatii (clodronatu, etidronatu a risedronatu) in vivo v pokusech na myz
3.Posoudit u¢inek vyse uvedenych latek na oxida¢ni stres navozeny podéanim ze]
a zjistit, zda se na mechanismu G&inku t&chto latek podili chelata¢ni vlastnostj

Diléi cile jednotlivych pokusii:

I.  Posoudit vliv obsahu Zeleza v dieté na oxidaéni stres, hladinu stopovych
a toxicitu kadmia ‘

II. Posoudit vliv davky a délky podavani quercetinu a silibininu na jejich :
nebo prooxidacni vlastnosti. e Hladina lipoperoxidace byla méfena jako koncentrace malondialdehydu

III. Posoudit €inek quercetinu a silibininu na oxida¢ni stres vyvolany r (MDA). Pro jeho stanoveni byl pouZit test s kyselinou thiobarbiturovou (TBA)
a zjistit vliv na distribuci Zeleza v organismu. # (Uchiyama, 1978).

IV. Posoudit antioxidagni vlastnosti clodronatu, etidronatu a risedronatu a
ucinek na oxidaéni stres vyvolany Zelezem.

V. Zjistit vliv clodronatu, etidronatu a risedronatu na distribuci Zeleza a nék

Hladina redukovaného glutationu byla stanovena spektrofotometricky metodou
s Ellmanovym ¢inidlem (Sedlak a Lindsay, 1968).

stopovych prvki v organismu.
Aktivita glutation peroxiddzy [EC 1.11.1.9] byla méfena podle Giinzlera
(Giinzler et al, 1974).
4 MATERIAL A METODY

: Aktivita kataldzy [EC 1.11.1.6] byla métena spektrofotometricky na zakladé
ibytku H,0,, ktery je pfidavan do reak&ni smési jako substrat (Aebi, 1972).

Pro méfeni aktivity superoxid dismutdzy [EC 1.15.1.1] byl pouzit set
RANSOD. ek

V3echny pokusy byly provedeny na mysich samcich (CD-1, Charles
hmotnost 25 az 35 g). Zvirata byla chovana v klimatizované mistnosti s
21 +2°C pfi umé&lém svételném reZimu 12 hodin svétlo/12 hodin tma. 1

Pro odbér vzorkii byla zvifata usmrcovéana v éterové anestezii pods
krénich tepen. Vytékajici krev byla okamzit& zachycena do pfipravenych 2
a nasledovalo vyjmuti organi pro analyzu. :

Krev se odebirala do sklenénych zkumavek pfedem naplnénych roz
2M EDTA, aby se piedeslo jejimu srazeni. Roztok EDTA byl ze zkun
odstranén tésné& pred vlastnim odbérem krve. Z kazdého vzorku se odebralo (
krve do dalsi sklenéné zkumavky predem oSetfené roztokem 2M E
Nasledovalo odstfed&ni erytrocytid pfi 3000 otatkach za minutu a 4°C po
10 minut. Plazma se odtdhla a erytrocyty se promyly ve fyziologickém
o teploté 4°C. Erytrocyty se opét odstfedily za stejnych podminek 2

‘Pro Stanoveni obsahu stopovych prvkii a kadmia byly tkan& zvazeny
a mineralizovany suchou cestou v platinovych kelimcich pfi teplot& 450 az 500°C

po dobu 18 az 24 hodin. Popel byl rozpustén v 3M HCI. Pfisluin& zfedéné vzorky

byly _potom analy_zovény atomovou absorpéni spektrometrii, bud’ technikou

atomizace v l.)lz!mem nebo v grafitové kyvets.

1 kadlf:' statistické analyze byl pouzit Studentiiv rtest. S vyjimkou pokusu
1e€m jsou v préci nasledovné oznaceny jednotlivé hladiny vyznamnosti:

*

fyziologicky roztok se odsal. Promyvéni se opakovalo tfikrat vZdy ELr =005 proti kontrole # p<0.05 proti zelezu
nepouzitym fyziologickym roztokem o teploté 4°C. Ry : 8'01 proti konrole ## p <0.01 proti Zelezu
P <0.001 proti kontrole ###p < 0.001 proti Zelezu
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5 VYSLEDKY

LPO

; 250 ##

5.1 VLIV RUZNEHO MNOZSTVi ZELEZA VDIETE NA TQO 2200 ..
KADMIA ; B
. =
Kadmium je tézky kov, ktery je vyznamny z hlediska znegisténi Fiyor, E 1: i

prostiedi. Kadmium zpisobuje oxidacni posSkozeni tkani (Bal a Kasprzak, J | —
a predpoklada se, Ze v téchto procesech je vyznamna Gcast Zeleza (Casaling KontrolaCd  Kontrola Cd Kontrola Cd
1997; Eybl et al, 1996). Cilem nasledujiciho pokusu bylo zjistit vliv diet s rg Standard Fe+ Fe-

obsahem Zeleza na kadmiem navozené oxidacni poskozeni. Déle byl sledo 4
na hladinu stopovych prvki ve vybranych orgéanech. ’
Zvitata byla rozdé€lena po Sestnécti do tfi skupin. Kazda ze skupin byla
4 tydni krmena odliSnou dietou: skupina A dostévala standardni dietu (
zeleza na kilogram diety), skupina B dostéavala dietu se zvySenym obsahem
(860 mg Zzeleza ve formé& 0,5% TMH-ferocenu na kilogram diety) a skup
dostavala dietu se snizenym obsahem Zeleza (méné nez 10 mg Zeleza na kil
diety). Po 4 tydnech bylo osmi zvifatim z kazdé skupiny aplikovano subk
kadmium ve formé CdCl, v davce 0,03 mmol na kilogram vahy. Zbylych osm
z kazdé skupiny dostalo fyziologicky roztok.
24 hodin po aplikaci kadmia byly mysi dekapitovany a odebrany jatra,
mozek a varlata, V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace,
redukovaného glutationu a aktivita glutation peroxidazy a katalazy.
stopovych prvki akadmia byla stanovena ve viech vybranych org Graf 5.2: Vliv rizného mnozZstvi Zeleza v dieté a podani kadmia na hladinu
Statististické hladiny vyznamnosti: A redukovaného glutationu (GSH) v jatrech mysi
*p <0.05, **p < 0.01 proti kontrole krmené standardni dietou
#p < 0.05, ##p < 0.01 proti skupiné krmené equivalentni dietou

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenitu byla vyznamné zvySena
krmenych dietou se zvySenym obsahem Zeleza (p < 0.01). Mira lipope
u této skupiny byla jesté vy3si po podani kadmia (p < 0.01 proti kontr
zvifatiim téZe skupiny). Kadmium naopak nemélo vliv na lipoperoxidaci
krmené standardni dietou. Lipoperoxidace byla nizi po podani kadmia u
krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza (Graf 5.1). i

Hladina redukovaného glutationu byla zvy$ena u skupiny krmen
se zvySenym obsahem Zeleza a snizena u skupiny krmené dietou se
obsahem Zeleza. Podani kadmia vedlo k depleci redukovaného glutation!
u skupiny krmené standardni dietou (p < 0.01, Graf 5.2).

Aktivita glutation peroxidazy byla snizena u skupiny krmi
se snizenym obsahem Zeleza. Podéni kadmia neovlivnilo aktivitu
peroxidazy ani v jedné skuping. Aktivita katalazy byla sniZzena u zvifat
dietou se zvySenym obsahem Zeleza. Podani kadmia vedlo k pokl
katalazy u skupiny krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza.

Graf 5.1: Vliv rizného mnoZstvi Zeleza vdieté a poddni kadmia
na lipoperoxidaci (LPO) v Jjatrech mysi

GSH

mikromol/g
oN SN O ® O P
O W W W V——)
E
;l‘:
—

Kontrola Cd  Kontrola Cd Kontrola Cd
Standard Fe+ Fe-

Koncentrace kadmia byla vy33i v mozku u skupiny krmené dietou se zvysenym
obsahem Zeleza a niZ3i ve varlatech u skupiny krmené dietou se snizenym obsahem
Zeleza ve srovnani se skupinou krmenou standardni dietou. V ledvinach byla nizsi
- koncentrace kadmia u skupin krmenych dietou se zvySenym a snizenym obsahem
Zeleza neZ u skupiny krmené standardni dietou. Koncentrace kadmia v jatrech
nebyla riiznymi dietami ovlivnéna (Tabulka 5.1).

Tabulka 5.1 - Vliv riizného mnozstvi eleza v dieté na koncentraci kadmia
Vorganech mysi (v pg na gram vlhké vahy).

JATRA LEDVINY MOZEK VARLATA

SkupinaA  125+13 11.8+3.0 0.067 £ 0.005 0.24 +0.04
SkupinaB 112113 85+0.8* 0.078+0.010* 0.21+0.04

SkupinaC  124+14 8.1+1.9*% 0.065+0.011 0.20 +0.02*
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Tabulka 5.2 - Vliv riizného mnozstvi Zeleza v diet& a podani kadmia na 3

stopovych prvki v orgdnech mysi (v pg na gram vlhké véhy)

* Tabulka 5.2 — Pokragovani

- R ——
= = = = : Ca Mg Zn Cu Fe
JATRA MOZEK
A. Kontrola 227+15 239+11 22.6+09 3.48+0.08 2.0‘““’1’ g st ) s "
A Cd 33.3‘3 82 252417 34,7‘& 33 391 2;0_17 A.Cd 35.2+4.0 153+4 126+0.5  2.93+041 14.0+0.6
' - 16.6 +
B.Kontrola  239:59 2'X12 314114 3571029 4390 | R 43228 15334 A3 e, PR readingin
gV aarls  asses D9E14 U B.Cd 393+106 153+4 127+11 3.19+027 16723
& Pkl b Sas % 25'9‘ f 23 4204020 I%ontrola 33.3+09 15213 124+04 298 +0.30 13.4+09
*%
C.Cd S iast S5k 33'9“1 95 3.643‘:‘0.41 erCd 355177 146 £ 10 11.9+0.8 2.77+0.28 126+ 1.0
LEDVINY
Krmeni dietou se zvySenym obsahem Zeleza po dobu &tyf tydni vedlo
A.Kontola  37.4+24 203+7 176405 348+0.11 . kz:y‘;"'g"“‘k et oA i & ] vasandh ¥ moriat. Byl
‘ ena koncentrace hot¢iku v jatrech, vapniku v ledvindch a médi ve varlatech.
A Cd 398445 201+10 ‘89 & 0.6 3.85 “i“ 0.31 " Doslo ke snizeni koncentrace hoiéiku a zinku v ledvinach. Krmeni dietou
izenym obsahem Zeleza dobu &ty tydni vedlo ke sniZeni
41.7+3.8 193+5  ..16; A e . - ot P B
B. Kontrola % K 5‘1: 0.7 3.3840.20 12(1 f ie‘l,:ﬂm v l':zitrech a varlatech. Byla zvy3ena koncentrace zinku a médi v jatrech
/ avarlatech, a vapniku amédi v ledvinach. Podani kadmia vedlo ke ySené
B.Cd 398+29  194+3 18-'5 06 3554012 109411 k(;zdoentraci vapniku, zinku, médi a Zeleza v jatrech, zinku, médi azviyeleza
‘v ledvinach, vapniku a Zeleza ve varlat i i
C. Kontrola 47'4::' 115 205+13 179+15 3.62 f 0.29 3740 ‘amédi ve vargech u skupiny kﬂ‘ll'la(;rn: :::I;daa:(:nsin(;li:&iuk?}“;il:lt;al:; l]:lo’:f:::’dzll;l;:
se zvySenym obsahem Zele { kadmia ke zvy 4
c.cd at1+47  14%% 194406 370+009 v jétrech a ledvinéch, v4 ik e lpodé;‘m gy o
: ‘amédl v ’U pniku ve var atec! ), a ke sniZeni koncentrace hoi¢iku, zinku
ATA | ?a ké z:rl;lglz:;y ll:)n;ené u(-i;e'tou s:k:mienﬁ ?lbsahem zeleza vedlo
ARL, podani kadm centraci zi % i
A.Kontrola 362426 156+5 200+05 1.13+009 154 ] Veh varlatech, a ke sniZeni koncentrace médi v jatrech hiféikc:x ;i:iliepz[: l;ule:v?:;ifla
i 8 ho 5 S ] ]
el 124+17  61+5 14608 093005 60.6 ? Mviiiékn:a ﬂ&&"ﬁ?ﬁffg‘fﬁ ;( g;cemme SRR
o abu 2):
B.Kontrola  414+95 155+7 200413 1272005 - Zawern
136 + 13 67+5 154+0.7 1.14+0.07
B.Cd 7. g 107 LISES . Di
b Dieta se zvysenym obsahem zel indukei li
: 5 . eza vedla k indukeci li roxid jatrech
_ Ulinek : : poperoxidace v jatrech.
C.Kontrola  352+4.1 159+7 2U1 ‘:t 0.8 142 ‘i‘ 006 11.5: se zvymkadnym":;fa‘ﬁ:z n;e ;:;;ahu iel;za v.dleté. Zanmco u skupiny krmené dietou
C 122+64  68+2 156+07 115+005 30 lipoperoxidaci, ve skupi e L
cd kuping krmené d
: & 3 A I i it ené dietou se snizenym obsahem Zeleza byla
B dace kadmia niZi, nez u kontrolnich zvifat téze skupiny.
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piny krmené dietou se zvySenym obsahem Zeleza




vysledky:

anaopak snizend u skupiny krmené dietou se sniZenym osahem Zele ‘
kadmia vedlo ke sniZeni hladiny redukovaného glutationu pouze u sky
xidace v jaternim homogenatu byla vyznamné zvySend po podani

standardni dietou. ZvySeny obsah Zeleza v dieté neovlivnil aktivity B e ohero )
peroxidéazy, ktera byla oviem niZ8i u skupiny krmené dietou se sniZenym w ﬁ (p < 0.001, Graf 5.3). Hladina redukovaného glutationu byla naopak

Zeleza. Podéni kadmia nemélo vliv na aktivitu glutation peroxidazy. Zyy; < i né& niZsi u quercetinové skupiny vzhlefiem ke kontrolnir’n ’zvif'atﬁm (p < 0:95,
Zeleza v dieté vedl ke sniZeni aktivity katalazy. Podani kadmia vedlo ; 3) Aktivita katalazy a glutation peroxidazy ne!)yla podamm.quercetmu nijak
aktivity katalazy u skupiny krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza. e in zvysil hladinu hof&iku v jatrech, sniZil obsah zinku

ZvySeny obsah Zeleza v diet€ vedl ke kumulaci Zeleza ve viech sleg
organech, nejvyraznéji vSak v jatrech. Zmény koncentrace ostatnich st
prvki nepresahovaly 10% hodnot skupiny krmené standardni dietou. Sp

-

ovlivnéna. Quercet
.g:;l;dvinéch a of¢iku v mozku.
b =

Zeleza v diet& se projevil v niZ3i koncentraci Zeleza v jatrech a varlatech, k kP9 ie 10 o

doprovézena zvy3enou koncentraci zinku a médi v téchto organech. 60 o 8 = .
Zmény koncentraci stopovych prvki navozené podénim kadmia ve s} %’ » ?E: 6

krmené dietou se zvySenym a sniZenym obsahem Zeleza byly vétSinou E S 4

(varlata), nebo o n€co méné vyjadfené (jatra, ledviny) vzhledem ke skup g 20 E 2

standardni dietou. V mozku nebyly sledovany Zzidné zmeény v kon = o | s 0 s

stopovych prvki. kontrola ~ quercetin kontrola quercetin

. Graf 5.3: Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg po dobu 21 dni na lipoperoxidaci

A ULV NA OXIDACNI S 2 " (LPO, vlevo) a hladinu redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jdtrech mysi

V nékolika studiich, pfedevSim in vitro, bylo ukazano, Ze querc
antioxidalni vlastnosti (Nunez et al, 2001; Aherne a O’Brien, 2000).
nasledujicich pokust bylo zjistit vliv quercetinu na antioxidaéni systém m
jsme chtéli posoudit, zda afinita quercetinu k riznym koviim (Sugihara et
Kuo et al, 1998) pozitivné ovliviiuje oxidaéni stres zpiisobeny Zelezem,
sledovan vliv quercetinu na hladinu n&kterych prvkii ve vybranych organech.

Quercetin (Sigma-Aldrich) byl podavéan per os v riznych davkach
disperze v 0.25% roztoku metylcelulézy. Zelezo jako siran Zelezna
aplikovéno intraperitone4lné v davce 10 mg Zeleza na kilogram véahy ve :
roztoku. Viechny roztoky byly pfipraveny &erstvé pred aplikaci. N 522

Zaver:

Vysledky tohoto pokusu ukazuji, Ze quercetin v davce 8.5 mg na kilogram vahy
dobu 21 dni per os navozuje v jatrech zvySeni lipoperoxidace. Hladina
redukovaného glutationu v jatrech byla snizena na pfiblizné 89% kontrolnich
t. Quercetin nemél vliv na aktivitu jaterni kataldzy a glutation peroxidazy.
' Zmeény koncentraci hof&iku v jatrech a mozku, a zinku v ledvinach byly statisticky
vyznamné, nicméné velmi mirné.

Interakce mezi quercetinem a Zelezem po 3estidenni aplikaci

521 Quercetin 8.5 mg na kilogram vahy po dobu 21 dni arehan

l‘\’gfi byly rozdéleny do dvou skupin po 14 jedincich. Jedné skuping byl
A3 u - I3 -
oG o o 21 . Ko v sl 24 B i i bt
v mnoZstvi 0.3 ml na my3. V obou skupinéch bylo po osmi zvifatech. Od Etvrtého dne byl sedmi jedinciim z kazdé skupiny aplikovén intra eritoneél)lllé
24 hodin po posledni dévce byly mysi dekapitovény a odebrany e Siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram vahy) ?ed)lliof denné ti‘ipdn Druha
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V tomto pokuse byl podavan quercetin v davce 8.5 mg na kilog
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24 hodin po posledni dévce quercetinu byly mysi dekapitovany a odebrany Jatra,
ledviny, slezina, srdce a mozek. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace
hladina redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a kata]azy:
Ve v3ech vybranych organech byla stanovena hladina Zeleza.

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenétu byla vyznamné& zvySena po aplikaci
zeleza (p < 0.001). Quercetin sam také zvysil lipoperoxidaci, ale dale nemél vliv na
zelezem zvySenou lipoperoxidaci (Graf 5.4). gelezo nemélo vliv na hladiny
redukovaného glutationu a aktivitu katalazy a glutation peroxidédzy. Kombinace
quercetinu a Zeleza vedla ke sniZeni aktivity katalazy (Graf 5.4). Quercetin samotny
neovlivnil hladinu redukovaného glutationu nebo aktivitu kataldzy a glutation
peroxidazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, ledvinach
a sleziné. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza v organech.
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Graf 5.4: Vliv quercetinu v ddvce 8.5 mg/kg po dobu 6 dni a Zeleza v ddvce 10
mg/kg po dobu 3 dni na lipoperoxidaci (LPO, vlevo) a aktivitu kataldzy (Kat,
vpravo) v jatrech mysi

Zaveér:

Vysledky ukazuji, ze podani Zeleza vdivce 10 mg na kilogram vahy
intraperitonedlné vyznamné zvysilo miru lipoperoxidace v jaternim homogenatu
(pfiblizné 1.5 krat). Tato davka v3ak neméla vliv na hladinu redukovaného
glutationu a aktivitu katalazy a glutation peroxidazy. Quercetin také zvysil
lipoperoxidaci, ale nemél vliv na Zelezem zvy3enou lipoperoxidaci. Quercetin
samotny neovlivnil hladinu redukovaného glutationu a aktivitu katalazy a glutation
peroxidazy. Ackoliv Zelezo a quercetin nezménily aktivitu katalazy, jejich
kombinace vedla ke sniZeni aktivity katalazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, ledvinich
a slezin€. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza v organech.
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5.2.3 Interakce mezi quercetinem a Zelezem po tfidenni aplikaci
quercetinu

Mysi byly rozdéleny do tfi skupin po 8 jedincich. Dv& skupiny dostavaly
intraperitoneélné siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram vahy) jednou denné
po tfi dny. Tfeti skupina slouzila jako kontrola a dostavala 0.3 ml fyziologického
roztoku intraperitoneélné po tfi dny. Po dvoudenni pauze byl jedné ze skupin, ktera
dostavala Zelezo, podavan quercetin per os v davce 8.5 mg na kilogram véhy jednou
denné podobu tfi dni. Zbylé dvé skupiny dostavaly 0.25% metylcelulézu
v mnozstvi 0.3 ml na mys.

24 hodin po posledni davce quercetinu byly mysi dekapitovany a zachycena
krev. Déle byly odebrany jatra, ledviny, slezina, srdce a mozek. V jatrech byla
stanovena mira lipoperoxidace a hladina redukovaného glutationu. V erytrocytech
byla stanovena aktivita superoxid dismutézy. Ve viech vybranych organech byla
stanovena hladina Zeleza.

Vysledky:

Aplikace Zeleza vedla ke zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenatu
(p < 0.01) a ke sniZeni hladiny redukovaného glutationu (p < 0.05, Graf 5.5).
Aktivita superoxid dismutdzy v erytrocytech byla sniZzena po podéni Zeleza
(p < 0.05, Graf 5.5). Quercetin nemél vliv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci.
Quercetin srovnal sniZené hladiny redukovaného glutationu na kontrolni hodnoty
(Graf 5.5). Aktivita superoxid dismutézy nebyla quercetinem ovlivnéna (Graf 5.5).

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvy$ila v jatrech, srdci
a slezin&. Quercetin sniZil hladinu Zeleza v jatrech. Kombinace Zeleza a quercetinu
zvysila koncentraci Zeleza v ledvinach (Tabulka 5.3).

GSH SOD

mikromol/g
o N &> 0O @

Graf 5.5: Vliv Zeleza v ddavce 10 mg/kg po dobu 3 dni a quercetinu
Ppo dvoudenni pauze v davce 8.5 mg/kg po dobu 3 dni na hladinu redukovaného
glutationu (GSH, vlevo) v jatrech mysi a aktivitu superoxid dismutdazy (SOD U
na gram hemoglobinu, vpravo) v erytrocytech mysi
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Tabulka 5.3 - Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg po dobu 3 dni a quercetinu v dévce 85
mg/kg po dobu 3 dni na koncentraci Zeleza v organech mysi (v pg na gram vihké
vahy)

JATRA LEDVINY  SLEZINA SRDCE MOZEK

Kontrola 104+ 18 432+3.0 323+75 55.7+£0.9 . 175413

Fe 18318 405,57 S2E124  610£31 5040
+ .

(F;{, Y o 160+ 15 483 :_L 52 683‘1:*204 60.25 37 61417

Zavér:

Podani Zeleza v davce 10 mg na kilogram vahy intraperitonealné vyznamné
zvydilo miru lipoperoxidace v jaternim homogenatu. Dale doslo k poklesu
redukovaného glutationu a sniZeni aktivity superoxid dismutazy v erytrocytech.
Quercetin mél pozitivni vliv na snizené hladiny redukovaného glutationu, které se
vratily ke kontrolnim hodnotam u skupiny lécené quercetinem. Na druhé stran&
quercetin nemél vliv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci, ani na sniZenou aktivitu
superoxid dismutazy.

Koncentrace Zeleza se po podéni siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, srdci
a sleziné. Podani quercetinu vedlo ke sniZeni koncentrace Zeleza v jatrech. Ackoliv
koncentrace Zeleza nebyla zvySenad v ledvinach u skupiny, které byl aplikovan
samotny siran Zeleznaty, podéani quercetinu po tfech davkach Zzeleza vedlo
k mirnému zvy3eni hladin Zeleza v ledvinach. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza
v ostat nich organech.

524 Interakce mezi quercetinem a Zelezem po sedmitydenni aplikaci
quercetinu

Mysi byly rozdéleny do dvou skupin po 16 jedincich. Jedné skupiné byl
podavén quercetin per os v davce 4.25 mg na kilogram vahy jednou denné po dobu
49 dni. Kontrolni skupina dostivala 0.25% metylcelulézu v mnozstvi 0.3 ml
namy3. Posledni tfi dny byl osmi jedincim zkazdé skupiny aplikovan
intraperitone4lné& siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram vahy) jednou denné.
Druha polovina zkazdé skupiny slouzla jako kontrola a dostavala 0.3 ml
fyziologického roztoku intraperitonealné po tfi dny.

24 hodin po posledni divce quercetinu byly my3i dekapitovany a zachycena
krev. Déle byly odebrany jatra, ledviny, slezina, srdce a mozek. V jatrech P):la
stanovena mira lipoperoxidace, hladina redukovaného glutationu, a aktl""ta
glutation peroxidazy a katalazy. V erytrocytech byla stanovena aktivita superoxid
dismutézy. Ve viech vybranych organech byla stanovena hladina Zeleza.
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Vysledky:

Aplikace Zeleza vedla ke zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenatu
(p < 0.001, Graf 5.6) a ke zvy3eni hladiny redukovaného glutationu (p < 0.01).
Zelezo nemélo vliv na aktivitu superoxid dismutdzy, katalazy a glutation
peroxidazy. Quercetin sniZil lipoperoxidaci, ale nemél vliv na Zelezem indukovanou
lipoperoxidaci (Graf 5.6). Aktivita glutation peroxiddzy se zvySila po podani
quercetinu (Graf 5.6). Quercetin neovlivnil hladinu redukovaného glutationu nebo
aktivitu katalazy a superoxid dismutazy.

Koncentrace Zeleza se po podéani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech,
ledvinach, srdci a slezin€. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza v orgénech.
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Graf 5.6: Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg po dobu 3 dni a quercetinu v ddvce
4.25 mg/kg po dobu 49 dni na lipoperoxidaci (LPO, vlevo) a aktivitu glutation
peroxidazy (Px, vpravo) v jatrech mysi

Zaver:

Podéni Zeleza v davce 10 mg na kilogram vahy intraperitone4ln& vyznamné
zvySilo miru lipoperoxidace a hladinu redukovaného glutationu v jaternim
homogenétu. Aktivita katalazy, glutation peroxidazy a superoxid dismutazy zistala
po podani Zeleza nezménéna. Dlouhodobé podavani quercetinu v davce 4.25 mg
na kilogram vahy vedlo k nizsi lipoperoxidaci v jatrech vzhledem ke kontrolni
skuping. Také aktivita glutation peroxidazy byla u quercetinové skupiny vy3ii nez
u kontrolni. Aviak tato ddvka neméla vliv na Zelezem zvy3enou lipoperoxidaci,
ani na hladinu redukovaného glutationu, aktivitu superoxid dismutdzy a katalazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech,
ledvinach, srdci a slezing&. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza ve vybranych
orgéanech.




53 VLIV SILIBININU NA OXIDACNI STRES

Podobné jako quercetin, také silibinin je latka s antioxidanim potencidlem.
Neékteré studie dokazuji jeho antioxidatni G¢inek a pfedpoklada se, Ze silibinin je
spie vychytavatem volnych radikald, ackoliv jeho afinita k Zelezu miiZe také mit
vyznam (Psotova et al, 2002; Bhattacharya et al, 2000). Cilem nasledujicich pokusg
bylo zjistit vliv silibininu na antioxida¢ni systém mys3i. Dale jsme chtéli posoudit,
zda afinita silibininu k Zelezu (Borsari et al, 2001) pozitivné ovliviiuje oxida&ni
stres zplisobeny Zelezem, a také byl sledovan vliv silibininu na hladinu nékterych
prvki ve vybranych organech.

Silibinin (Sigma-Aldrich) byl podéavan per os v riznych davkach ve form&
disperze v 0.25% roztoku metylcelulézy. Zelezo jako siran Zeleznaty bylo
aplikovano intraperitonealné v davce 10 mg Zeleza na kilogram vahy ve vodném
roztoku. VSechny roztoky byly pfipraveny Cerstvé pred aplikaci.

53.1 Silibinin 48 mg na kilogram vahy po dobu 10 dni

V tomto pokuse byl podavan silibinin v ddvce 48 mg na kilogram vahy jednou
denné po dobu 10 dni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelulézu
v mnozstvi 0.3 ml na mys. V obou skupinéach bylo po osmi zviratech.

24 hodin po posledni davce byly mysi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny
amozek. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace a hladina redukovaného
glutationu. Koncentrace prvki byla stanovena ve viech vybranych organech.

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla vyznamné zvySena po podani
silibininu (p < 0.001, Graf 5.7). Hladina redukovaného glutationu byla naopak
vyznamné niz8i u silibininové skupiny vzhledem ke kontrolnim zvifatim
(p <0.001, Graf 5.7).

Silibinin zvysil hladinu zinku a médi v jatrech, a Zeleza v ledvinach.
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Graf 5.7: Vliv silibininu v ddvce 48 mg/kg po dobu 10 dni na lipoperoxidaci
(LPO, vlevo) a hladinu redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jdtrech mySi
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Zaver:

Silibinin v davce 48 mg na kilogram vahy po dobu deseti dni vyrazn& zvysil
miru lipoperoxidace v jatrech (vice nez dvojnasobek kontrolnich hodnot). Dale
doslo k vyznamnému poklesu hladin redukovaného glutationu (78% kontrolnich
hodnot).

Zmény koncentraci zinku a médi v jatrech, a Zeleza v ledvinach byly statisticky
vyznamné, nicméné velmi mirné.

532 Silibinin 12 mg na kilogram vahy po dobu 21 dni

V tomto pokuse byl podavan silibinin v ddvce 12 mg na kilogram vahy jednou
denné po dobu 21 dni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelulézu
v mnozstvi 0.3 ml na mys. V obou skupinach bylo po osmi zvifatech.

24 hodin po posledni dévce silibininu byly my3i dekapitovany a odebrany jétra,
ledviny a mozek. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace, hladina
redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a katalazy. Ve vsech
vybranych organech byla stanovena hladina prvki.

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla zvySend po podani silibininu
z kontrolnich (p < 0.01, Graf 5.8). Silibinin nemél vliv na hladinu redukovaného
glutationu a aktivitu katalazy a glutation peroxidazy.

Doslo ke zvyseni koncentrace médi v ledvinach a hof¢iku v mozku.

LPO

60 -
o
c
g 20
=

0+ T

kontrola silibinin

Graf 5.8: Vliv silibininu v ddvce 12 mg/kg po dobu 21 dni na lipoperoxidaci
(LPO) v jdtrech mysi

Zaver:

] Si_libinin v davce 12 mg na kilogram vahy po dobu 21 dni vyznamné zvysil
"}“’“ !lPOPeroxidace v jatrech. Tato davka vSak neovlivnila hladinu redukovaného
glutationu, a aktivitu katalézy a glutation peroxidazy.
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Zmény koncentraci m&di v ledvinéach a hof¢iku v mozku byly statisticky vyznamné,
nicméné velmi mirné.

533 Silibinin 6 mg na kilogram vahy po dobu sedmi tydni

V tomto pokuse byl podavan silibinin v davce 6 mg na kilogram véhy jednou
denn& po dobu sedmi tydni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelulézu
v mnozstvi 0.3 ml na mys. V obou skupinach bylo po osmi zvifatech.

24 hodin po posledni davce silibininu byly mysi dekapitovany a zachycena
krev. Déle byly odebrany jatra, ledviny, slezina, srdce a mozek. V jatrech byla
stanovena mira lipoperoxidace, hladina redukovaného glutationu, a aktivita
glutation peroxidazy a katalazy. V erytrocytech byla stanovena aktivita superoxid
dismutazy. Ve v3ech vybranych organech byla stanovena hladina prvku.

Vysledky:

Lipoperoxidace, hladina redukovaného glutationu, a aktivita katalazy, glutation
peroxiddzy a superoxid dismutdzy nebyly ovlivnény podanim silibininu.

......

Zaver:

Dlouhodobé podéavani silibininu v ddvce 6 mg na kilogram véhy nemélo vliv
na 74dny ze sledovanych parametri (lipoperoxidace, hladina redukovaného
glutationu, aktivita katalazy, glutation peroxidazy a superoxid dismutazy). Ackoliv
pokles koncentrace médi v mozku a hoi¢iku v srdci byl statisticky vyznamny, tato
zména byla velice mirna.

53.4 Interakce mezi silibininem a Zelezem po tfidenni aplikaci
silibininu

Mysi byly rozd&leny do tfi skupin po 8 jedincich. Dv& skupiny dostavaly
intraperitonealng siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram vahy) jednou denn& po
tfi dny. Treti skupina slouZila jako kontrola a dostavala 0.3 ml fyziologického
roztoku intraperitonealné po tfi dny. Po dvoudenni pauze byl jedné ze skupin, ktera
dostévala Zelezo, podéavan silibinin per os v davce 12 mg na kilogram vahy jednou
denné podobu tfi dnii. Zbylé dv& skupiny dostavaly 0.25% metylcelulézu
v'mnozstvi 0.3 ml na mys.

24 hodin po posledni davce silibininu byly my3i dekapitovany a zachycena
krev. Déle byly odebrany jatra, ledviny, slezina, srdce a mozek. V jatrech byla
stanovena mira lipoperoxidace a hladina redukovaného glutationu.
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V erytrocytech byla stanovena aktivita superoxid dismutazy. Ve viech
vybranych organech byla stanovena hladina Zeleza.

Vysledky:

Aplikace Zeleza vedla ke zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenatu

< 0.01, Graf 5.9) a ke sniZeni hladin redukovaného glutationu (p < 0.05,
Graf 5.9). Aktivita superoxid dismutdzy v erytrocytech byla sniZena po podani
seleza (p < 0.05). Silibinin jesté vice zvyraznil Zelezem indukovanou lipoperoxidaci
(p < 0.05 vici skupin€ se elezem, Graf 5.9). Silibinin srovnal snizené hladiny
redukovaného glutationu na kontrolni hodnoty (Graf 5.9). Aktivita superoxid
dismutazy nebyla silibininem ovlivnéna.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, srdci
a sleziné&. Silibinin neovlivnil hladinu Zeleza ve vybranych orgéanech.

Zaveér:

Podani Zeleza v davce 10 mg na kilogram véhy intraperitonealn& vyznamné
zvysilo miru lipoperoxidace v jaternim homogenatu. Dale doslo k poklesu
redukovaného glutationu a snizeni aktivity superoxid dismutazy v erytrocytech.
Silibinin mél pozitivni vliv na snizené hladiny redukovaného glutationu, které se
vratily ke kontrolnim hodnotam u skupiny léCené silibininem. Na druhé strané
silibinin jesté zvysil Zelezem indukovanou lipoperoxidaci a nemél vliv na Zelezem
snizenou aktivitu superoxid dismutazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, srdci
a slezing. Silibinin neovlivnil hladinu Zeleza ve vybranych organech.

z o.

kontrola Fe i Fe+silibinin kontrola Fe : Fe+silibinin
Graf 5.9: Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg po dobu 3 dni a silibininu po dvoudenni

pauze v davce 12 mg/kg po dobu 3 dni na lipoperoxidaci (LPO, vlevo) a hladinu
redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jdtrech mysi
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5.4 VLIV BISFOSFONATU NA OXIDACNI STRES

Bisfosfonaty dnes zaujimaji vyznamné postaveni vI1éEb€ celé fady
metabolickych onemocnéni skeletu. A&koliv jejich hlavnim mechanismem ucinku je
inhibice osteoklastd, zda se, Ze mezi jejich dalsi aktivity by mohly patfit také
antioxidaéni G&inky (Dombrecht et al, 2003; Kljuchnikov et al, 1993). Cilem
nasledujicich pokust bylo zjistit vliv bisfosfonatii na antioxidaCni systém mysi.
Dale jsme chtéli posoudit, zda vybrané bisfosfonaty maji né&jaky vliv na oxida¢ni
stres zplsobeny Zelezem, a také byl sledovan vliv bisfosfonatli na hladinu
stopovych prvki ve vybranych organech.

Byli vybréani tfi zastupci bisfosfonati, ktefi se liSili jednak v chemické
struktufe, jednak ve své relativni potenci inhibovat kostni resorpci v néasledujicim
poradi: risedronat > clodronat > etidronat (Vyskocil a Kutilek, 2004). Risedronat
(Actonel® 35 mg), clodronat (Bonefos® 400 mg) a etidronat (Didronate® 200 mg)
byly podavany per os v davce 100 mg (odpovida pfiblizn€ 0.35 mmol) na kilogram
vahy ve formé& disperze v 0.25% roztoku metylcelulézy. Zelezo jako siran Zeleznaty
bylo aplikovéano intraperitonedlné v davce 10 mg Zeleza na kilogram véhy
ve vodném roztoku. V3echny roztoky byly pfipraveny Eerstvé pred aplikaci.

54.1 Vliv bisfosfonatl na antioxidaéni systém mysi

Vybrané bisfosfonaty byly podavany per os v davce 100 mg na kilogram vahy
jednou denné po dobu 5 dni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelulézu
v mnozstvi 0.3 ml na mys. Ve viech skupinach bylo po osmi zviratech.

24 hodin po posledni davce byly mysi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny,
slezina, srdce, pravy femur a mozek.

Zmény koncentraci mé&di v ledvinich a horéiku v mozku byly statisticky
vyznamné, nicméné velmi mirné. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace,
hladina redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a katalazy.
Koncentrace prvki byla stanovena ve viech vybranych organech.

Vysledky:

Mira lipoperoxidace, hladina redukovaného glutationu, a aktivita katalazy
a glutation peroxidazy v jaternim homogenatu nebyly bisfosfonaty ovlivnény.

Clodronat sniZil koncentraci vapniku v jatrech, zinku v ledvinach a femuru,
a hot¢iku a médi v srdci. Etidronat sniZil koncentraci vapniku v jatrech a femuru,
zinku v ledvinach a femuru, hoi¢iku v srdci, a mé&di v srdci a ve slezin&. Risedronat
zvysil koncentraci zinku v jatrech a sniZil koncentraci mé&di v srdci (Tabulka 5.4).
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Tabulka 5.4 - Vliv clodronatu, etidronatu a risedronatu v davce 100 mg/kg
po dobu 5 dni na koncentraci stopovych prvkii v organech mysi (v pg na gram vlhké

vahy).

Ca o Mg Zn Cu Fe
JATRA
Kontrola ~ 286+15 23846 206+18 4.69+0.51 688+89
Clodronat ~ 2>8%21 53946 21.0:17 448:098 7634193
Etidonat 206326 33717 215:11 453:053 7284186
Risedronat 272420 24044 23521 4504085 7194112

LEDVINY

Kontrola 372+£23 20613 173+1.0 349+030 342433

Clodronat 36.1+3.0- 195+10 16'0;"- 12 328+0.27 337+26

158+13

*%

Etidronat 36.1+£24 193£15 321+£030 334+25

Risedronat 36.7+1.7 20616 17.1+1.6 3.50+0.20 39.2+4.2

MOZEK

Kontrola 37.1+2.7 16242 #12.9.£03", . . 270017 . "12.5+1.0
Clodronat 353+2.0 160+4 126+03 2.61+0.15 11.7+£0.5
Etidronat 36.5+2.1 163+2 128+03 2.66+0.19 11.8+1.1

Risedronat 36.8+1.4 163+3 126+03 276+0.14 129+12
SRDCE

Kontrola 259142 - 259+12. 181+1.6 - 593+030: " 57.1+39
5.50+0.16

Clodronat 249447 245+7* 17.1:07 i~ 550442
Btidonat 261424 245+7¢ 179+13 > 1020 545.3,
Risedronat 247436 250+12 17.6+15 041019 573,53
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Tabulka 5.4 - Pokraovani

Ca Mg Zn Cu Fe

SLEZINA

Kontrola ~ 280+3.1 25612 212+14 1394018 154+14
Clodronat  289+4.1 25749 21214 123£0.15 15227
Etidonat  269+4.5 246+7  203:09 [22%005 443,45

Risedronat 26.1+42  249+20 215+1.7 131£0.14 141+24

FEMUR

Kontrola ~ 123+11 1394015 95477 309+036 40972
Clodronat  114+12 130017 584342 5975026 386167
Efidonat 106X M 156,001 782268 59,1035 43124

Risedronat 129+ 8 1.49+0.13 96.7+7.5 338+025 48.0x3.2

Zavér:

Podéavani bisfosfonati v davce 100 mg na kilogram véahy neovlivnilo ani jeden
ze sledovanych parametri oxida¢niho po3kozeni (lipoperoxidace, redukovany
glutation, aktivita katalazy a glutation peroxidazy).

Zmény v koncentraci prvki se nejvice tykaly zinku (ledviny a femur)
a a7 na vyjimky byly na hranici statistické vyznamnosti.

542 Interakce mezi bisfosfonéty a Zelezem

My3i byly rozdéleny do péti skupin po 8 jedincich. Clodronat, etidronat
a risedronat byly podavany v davce 100 mg na kilogram vahy po dobu péti dni. Dvé
skupiny dostéavaly po stejnu dobu 0.3 ml 0.25% metylcelulézy na mys. Zelezo bylo
aplikovano od tietiho dne v davce 10 mg na kilogram véahy po dobu tii dnii viem
skupinam s bisfosfonaty a jedné kontrolni. Zbyld skupina dostavala 0.3 ml
fyziologického roztoku na my$ po dobu tfi dnii a slouzila jako kontrola.

24 hodin po posledni davce byly mys3i dekapitovany a odebrany jatra, ledviny,
slezina, srdce, pravy femur a mozek. V jéatrech byla stanovena mira lipoperoxidace,
hladina redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a katalazy.
Koncentrace prvki byla stanovena ve viech vybranych organech.
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Vysledky:

Podani Zzeleza vedlo k zvy3eni lipoperoxidace v jaternim homogenatu
(p <0.001, graf 5.10), ale neovlivnilo hladinu redukovaného glutationu (Graf 5.11),
nebo aktivitu katalazy a glutation peroxidazy.

Clodronat, etidronat a risedronat vyznamné sniZily Zelezem indukovanou
lipoperoxidaci, kterd se v pfipadé clodronatu rovnala kontrolnim hodnotim
(Graf 5.10). Hladina redukovaného glutationu byla zvySend po podani viech
bisfosfonati se zelezem (Graf 5.11). Ani jeden bisfosfonat nemél vliv na aktivitu
katalazy a glutation peroxidazy.
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Graf 5.10: Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg a clodronatu, etidronatu a risedronatu
v ddavce 100 mg/kg na lipoperoxidaci (LPO) v jatrech mysi

Podani siranu Zeleznatého zvysilo koncentraci Zeleza v jatrech a slezin&. Podani
risedronatu se Zelezem vedlo k dal§imu zvySeni koncentrace Zeleza v jatrech
(p < 0.01). Podéni etidronatu nebo clodronatu se Zzelezem nemélo vliv na zvysené
hladiny Zeleza v jatrech. Ani jeden bisfosfonat se Zelezem nezménil zvy3ené hladiny
Zeleza ve slezing. Podéni etidronatu nebo risedronatu se Zelezem zvysilo
koncentraci Zeleza v ledvinach, femuru a srdci. VSechny bisfosfonaty v kombinaci
se Zelezem snizily hladinu Zeleza v mozku (Tabulka 5.5).
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‘Graf 5.11: Vliv Zeleza v ddvce 10 mg/kg a clodronatu, etidronatu a risedronatu
v davce 100 mg/kg na hladinu redukovaného glutationu (GSH) v jatrech mysi
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Podéni siranu Zeleznatého zvysilo koncentraci Zeleza v jatrech a slezing. Podani
risedronatu se Zelezem vedlo k daldimu zvySeni koncentrace Zeleza v jatrech
(p < 0.01). Podéni etidronatu nebo clodronatu se Zelezem nemélo vliv na zvy3ené
hladiny Zeleza v jatrech. Ani jeden bisfosfonat se Zelezem nezménil zvySené hladiny
zeleza ve sleziné. Podani etidronatu nebo risedronatu se Zelezem zvysilo
koncentraci Zeleza v ledvinach, femuru a srdci. V8echny bisfosfonaty v kombinaci
se zelezem snizily hladinu Zeleza v mozku (Tabulka 5.5).

Po podani Zeleza byla snizena hladina médi v ledvinach a femuru, a vapniku
a horéiku ve femuru. Risedronat vratil hladinu médi v ledvinach ave femuru,
a vapniku a hoféiku ve femuru ke kontrolnim hodnotém. Podani etidronatu vedlo
k vy$8§im hodnotam médi v ledvinach a ve femuru, a vapniku a hof¢iku ve femuru
proti kontrolni skupiné. Podani clodronatu se Zelezem dale snizilo koncentraci
hoiéiku a zinku v mozku (p < 0.01 proti kontrole) a hoi¢iku v ledvinach a srdci
(p < 0.05 proti Zelezu). Podani etidronatu se Zelezem zvySilo koncentraci hoi¢iku
a zinku v jatrech, vapniku, hof¢iku a zinku v ledvinach, zinku ve femuru, hoi¢iku,
zinku a médi v srdci a ve sleziné. Koncentrace hoiféiku a zinku byla po podani
etidronatu a Zeleza niz8i v mozku. Podani risedronatu se Zelezem zvysilo hladinu
vapniku a zinku v ledvinach, hof¢iku, zinku a médi vsrdci a zinku a médi
ve sleziné. Koncentrace hof¢iku a zinku byla po podani risedronatu a Zeleza nizsi
v mozku (Tabulka 5.6).

Zaver:

Podani bisfosfonati v davce 100 mg na kilogram vahy po dobu 5 dni snizilo
zelezem navozenou lipoperoxidaci v jatrech. Clodronat dokonce vratil
lipoperoxidaci ke kontrolnim hodnotam. Ackoliv podani samotného siranu
Zeleznatého neovlivnilo hladiny redukovamého glutationu v jatrech, kombinace
s bisfosfonaty zvy3ila koncentraci redukovaného glutationu. Aktivita katalazy
a glutation peroxidazy nebyla ovlivnéna ani Zelezem, ani bisfosfonaty.

Tabulka 5.5 - Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg a clodronatu, etidronatu
a risedronatu v davce 100 mg/kg na koncentraci Zeleza v organech mysi

JATRA LEDVINY FEMUR SLEZINA SRDCE MOZEK

Kontrola 63.849.9 30.0+1.9 342+39 133+18.2 50.7+#3.1 11.0+0.4

Fe LSOt a0 5130 (a0 8iss. B2 0T o 9041 105412
Fe+ 140.3:23.4 2174480 9.6+0.7
oty O34 310430 362053 HTESO 49144 050
Fe + 159.635.1 39.6+43 50.1:6.1 257.6:498 63764 9.7+1.0
Etidronat k%% “‘### ‘*‘### *kk **t### * %

Fe + 20124336 37.8:4.6 46.0+79 26224330 583:4.7 10306
Risedronat  **+  *xegh  *epy sx T
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Tabulka 5.6 - Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg a clodronatu, etidronatu
a risedronatu v davce 100 mg/kg na koncentraci stopovych prvkii v organech mysi
(v pg na gram vlhké vahy).

Ca Mg Zn Cu
JATRA
Kontrola 274428 226+6  236+12 450085
Fe 26.6+2.3 2248 23412 432099
Fe+Clodronat 263427 25+8  233+14 417069
Fe+EBtidonat 29228 230+4¢ M6 4501063
Fe+Risedronat  285+28 22318 236425  4.11£095
LEDVINY
Kontrola 412413 206410 172408  3.59+025
Fe 413+24 Wixls  16sxog AoLanl2
Fe+Clodronat ~ 41.5+ 1.9 P 163t08 3392022
Fe + Etidronat 42;0,: #2#'4 2*2,.7;#9 1&8;;;6 4.03;#(;21
Fe+Risedronat 455,17 st W ST o 27RO
MOZEK
Kontrola 345419 14554 12706  260+0.16
Fe 324+17 13849 12208  259+032
Fe+Clodronat  36.2+92 RdE Sty MRS i it
Fe+Etidronat  34.9+7.7 g il e BS10GD
Fe+ Risedronat  33.0+ 1.0 b Y I D
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Tabulka 5.6 - PokraCovani

Ca Mg Zn Cu

SRDCE

Kontrola 27434  213£10  179:12  5600.11
Fe 27.8+39 220+8  179+10  563£026
Fogt Clodtongt. - B 6828, ick o e o s THI13 17 g
B R B ey o A v Tod A
FotRissdonw 276318  DSEN 19514 s9sz0nM
SLEZINA

Kontrola 26.1+108 2518  17.1£07  1.08+0.8
Fe 468+330 26019  169+06  1.10£0.14
Fe+Clodrondt  324+106 249413  165£06  1.03%0.11
Fe+Etidronat  34.1+6.8 330,5#;4 2‘,’;“,; #(;;9 "34&#0' =
Fe+Risedronat 34646  260+13  1SAX09 1312023
FEMUR

Kontrola 1045£79  152+0.14  819+44  282+0.19
e 93872 131014 5.0 250£018
FetClodonat 14369 1293013 y) o0 2483014
Fo+Bidona 1472101 1922026 995135 3562031
Fo+Rietronar 1079132 1SBE0I8  gg,q0 2932028
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Po podéni siranu Zeleznatého byla zvySend koncentrace Zeleza v jatrech
a sleziné. Zatimco clodronat a etidronat nemély na zvy$enou koncentraci Zeleza
v téchto organech vliv, risedronat jest€ vyrazn&ji zvysil koncentraci Zeleza v jatrech
(ve srovnani se skupinou, které bylo aplikovano Zelezo), ale nemél vliv na hladinu
seleza ve slezin€. Kombinace Zeleza s etidronatem nebo risedronatem vedla
ke zvy3eni koncentrace Zeleza ve femuru, ledvinach a srdci, alkoliv samotny siran
seleznaty hladinu Zeleza ve zminénych orgénech nezménil. Kombinace Zeleza
s clodronatem, etidronatem nebo risedronatem sniZila hladinu Zeleza v mozku,
atkoliv samotny siran Zeleznaty tuto hodnotu nezménil.

Bisfosfonaty vyznamné ovlivnily koncentrace stopovych prvki ve vybranych
organech. Podéni risedronatu vratilo Zelezem snizené koncentrace vapniku, hoféiku
amédi ve femuru, a médi v ledvindch nakontrolni hodnoty, zatimco podani
etodrinatu vedlo dokonce k vys$§im koncentracim téchto prvki ve zminénych
organech nez ukontrolni skupiny. Clodronat nemél na Zelezem zménéné
koncentrace prvki ve femuru avledvinich vliv. Zda se, Ze nejaktivn&j$im
bisfosfonatem zhlediska zmén stopovych prvki ve vybranych organech byl
etidronat, a zinek a hoi¢ik byly nejvice citlivé na pisobeni bisfosfonati.

6 DISKUSE

Jako model oxidaéniho stresu jsme v naSich pokusech pouzili intraperitonealni
aplikaci Zeleza ve formé siranu Zeleznatého v davce 10 mg po dobu tfi dnti nebo
zvySeny piisun Zeleza v dieté (860 mg Zeleza na kilogram diety) po dobu &tyf tydnu.
V obou pripadech Zelezo vyvolalo oxidaéni stres. Predev§im dochazelo k indukci
lipoperoxidace v jatrech. V né&kolika pfipadech jsme také pozorovali pokles hladiny
redukovaného  glutationu a  sniZenou aktivitu superoxid dismutizy
po intraperitonealni aplikaci Zeleza. Naopak zvySeny pfisun Zeleza v dieté mél
na hladinu redukovaného glutationu opa¢ny vliv a podobny vysledek, tedy
zvySenou hladina redukovaného glutationu, jsme pozorovali vjednom ptipadé
i po aplikaci Zeleza intraperitonealng. Aktivita katalazy byla sniZena jen pokud bylo
Zelezo podavano v diet&. Nepozorovali jsme vliv podéni Zeleza na aktivitu glutation
peroxidazy. Naopak dieta s niz8im obsahem Zeleza aktivitu glutation peroxidazy
mirné sniZila a také hladina redukovaného glutationu byla u této skupiny ni3i.

: Po aplikaci Zeleza intraperitonealn& se zvysily jeho koncentrace predeviim
V jatrech a ve slezing&. V n&kterych ptipadech jsme pozorovali také kumulaci Zeleza
v ledvinach a srdci. V jatrech a ledvinich se hromadilo Zelezo i po zvyseném

pfisunu dietou, kdy jsme sledovali nériist jeho koncentrace také ve varlatech a mirng
V mozku.
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Vliv Zeleza na koncentraci ostatnich stopovych prvki ve vybranych organech byl
riznorody v zavislosti na zplisobu podani a nelze odvodit jednoduché obecné
pravidlo, které by charakterizovalo piisobeni Zeleza na hladinu stopovych prvki.
Presto jsme sledovali spiSe pokles obsahu hof&iku, médi a zinku po aplikaci Zeleza
at’ uz intraperitonealn& nebo v dieté. Dieta se snizenym obsahem Zeleza hladinu
zinku a médi zvysila. Dale jsme mohli sledovat urcitou korelaci mezi hladinou
Zeleza a vapniku v jatrech aslezing, kdy zvySena koncentrace Zeleza v téchto
organech byla spojena i s vét§im obsahem vépniku. Vliv zvySeného piijmu Zeleza
na depleci zinku byl popsén (Valko et al, 2005).

V nasich pokusech jsme pozorovali jak antioxidadni, tak prooxidaéni cinek
quercetinu v zavislosti na davce a délce podavani. Davka 8.5 mg po dobu 21 nebo
Sesti dni vedla k naristu lipoperoxidace v jatrech. AvSak davka 4.25 mg po dobu
49 dni lipoperoxidaci v jatrech naopak snizila. Nicméné quercetin v zddné podané
davce neovlivnil Zelezem indukovanou lipoperoxidaci. Antioxida¢ni a prooxidacni
Gginky quercetinu v zavislosti na davce byly popsany v dalSich studiich (Stadler
et al, 1995; Sahu a Washington, 1991).

Hladina redukovaného glutationu byla sniZzena po podéani 8.5 mg quercetinu
po dobu 21 dni. Na druhou stranu jsme pozorovali, jak Zelezem sniZzena hladina
redukovaného glutationu byla srovnana ke kontrolni skupiné po pfidani stejné
davky quercetinu po dobu tfi dni.

Nejnizsi zkouSena davka quercetinu (4.25 mg) po dobu 7 tydnii zvySila aktivitu
glutation peroxidazy. Nepozorovali jsme vliv quercetinu na aktivitu superoxid
dismutazy nebo katalazy. Avsak dévka 8.5 mg po dobu Sesti dnii spolu se Zelezem
vedla k snizeni aktivity katalazy.

Neékolik publikaci uvadi chelataéni vlastnosti in vitro a jejich vyznam
v antioxidaénim pilisobeni quercetinu (Afanas'ev et al, 1989; Morel et al, 1993
a Sestili et al, 1998). V naSich pokusech jsme pouze jednou pozorovali mirné
snizeni nahromadéného Zeleza v jatrech quercetinem. Nicméné lipoperoxidace
indukovana Zelezem ziistala i zde neovlivnéna quercetinem a quercetin neovlivnil
koncentraci Zeleza v ostatnich organech.

Quercetin velmi mimé& zasédhl do koncentrace hoi¢iku v jatrech a mozku,
a zinku v ledvinach. Na rozdil od n&kterych studii (Kuo et al, 1998 a Sugihara et al,
1999) jsme nepozorovali interakce mezi Zelezem a médi.

Vysledky naSich pokusii in vivo se ponékud rozchéazeji s charakteristikou
quercetinu jako vyznamného antioxidancia a latky s chelatatnimi vlastnostmi
(Afanas'ev et al, 1989; Morel et al, 1993; Sestili et al, 1998 aj.). Quercetin nemél
vliv na Zelezem vyvolany oxidaéni stres, s vyjimkou pozitivniho G¢inku na Zelezem
snizené hladiny redukovaného glutationu. Pisobeni samotného quercetinu je viak
zavislé nadéavce, kdy vy38i davky maji prooxida¢ni ucCinek (indukce
lipoperoxidace), zatimco niz3i davky lipoperoxidaci snizuji a také zvy3uji aktivitu
glutation peroxidazy. Takovato zavislost u¢inku na davce byla nékolikrat popséna
(Stadler et al, 1995; Sahu a Washington, 1991).
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v naSich pokusech jsme sledovali jak antioxidaéni tak prooxidaéni uginek
silibininu a tento U¢inek byl zavisly na davce podavaného silibininu. Silibinin
v dévce 48 mg po dobu deseti dni vyrazné indukoval lipoperoxidaci v jatrech. Tato
indukce byla mensi po podani 12 mg silibininu po dobu 21 dni a teprve davka 6 mg

o dobu 49 dni nezménila miru lipoperoxidace v jatrech. Navic silibinin je3t& vice
prohloubil zelezem indukovanou lipoperoxidaci. Tyto vysledky nepodporuji
publikované vlastnosti silibininu jako antioxidaéni latky (Psotova et al, 2002;
Bhattacharya et al, 2000; Basaga et al, 1997).

Utinek silibininu na hladinu redukovaného glutationu byl méné vyrazny nez
na lipoperoxidaci. Pouze nejvy33i davka (48 mg) po dobu deseti dni sniZila hladiny
redukovaného glutationu. Na druhou stranu jsme pozorovali, ze davka 12 mg
po dobu tii dni vritila Zelezem sniZenou hladinu redukovaného glutationu
na kontrolni hodnoty, coz naznaluje protektivni antioxidaéni G&inek silibininu
publikovany v né€kolika pracich (Basaga et al, 1997; Mira et al, 1994).

V nasich pokusech jsme nepozorovali vliv silibininu na aktivitu katalazy
a glutation peroxidazy. Ani aktivita superoxid dismutézy sniZena po podani Zeleza
nereagovala na silibinin.

Predpoklada se, Ze antioxida¢ni ucinek silibininu spoé&iva ve schopnosti
vychytavat volné radikaly (Psotova et al, 2002), ackoliv v n&kolika pracich silibinin
snizil oxida¢ni poSkozeni vyvolané Zelezem (Bhattacharya et al, 2000) a vysoka
afinita silibininu k Zelezu byla také doloZena (Borsari et al, 2001). V naSich
pokusech pouze nejvyssi davka silibininu 48 mg podavana deset dni zvysila
koncentraci Zeleza v ledvinach. V ostatnich pokusech jsme nesledovali vliv
silibininu na koncentraci Zeleza v orgénech ani po aplikaci siranu Zeleznatého.

Silibinin mirné zvysil koncentraci zinku a mé&di v jatrech, sniZil koncentraci
médi v ledvinach a mozku, a horéiku v mozku a srdci.

Vysledky naSich pokusi in vivo ukazuji vyznam davky silibininu na jeho
ucinky. Vy33i davky pusobily vyrazn& oxidaing, zatimco nizké nezplisobovaly
oxidacni stres, ikdyz vyrazné antioxidatni uginky silibininu v souvislosti
se Zelezem se nam také nepodafilo prokézat. To se rozchazi s vysledky jinych studii
in vivo (Pietrangelo et al, 1995 a 2002), ve kterych autofi pozorovali protektivni
UCinek silybinu proti poskozeni zpiisobenému Zelezem u potkand a tarbikd,
ave kterych byla pouzita davka 100 mg silybinu, &ili nesporné vy33i nez davka,
ktera v naich pokusech mé&la prooxida&ni tiinek.

V Casti studujici antioxida&ni uginky bisfosfonatii na oxida¢ni stres vyvolany
POfiénim Zeleza jsme zjistili, Ze lipoperoxidace indukovana Zelezem byla vyrazné
sniZena vSemi tfemi bisfosfonaty. V ptipadé clodronatu se tento parametr dokonce
srovnal s kontrolnimi hodnotami. Dal$im pozitivnim G&inkem bisfosfonati byl vliv
na hladinu redukovaného glutationu, ktera sice nebyla ovlivnéna podanim Zeleza,
ale byla vyznamné vy3si po podéni bisfosfonatd.
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Sporna je role chelatagnich vlastnosti bisfosfonati v jejich antioxida¢nim pusobeni.
Clodronat a etidronat snizily lipoperoxidaci v jatrech, ale nemély vliv na zvySenou
koncentraci Zeleza v tomto organu. Na druhou stranu risedronat obsah Zeleza
v jatrech zvysil. Navic jeho vliv na lipoperoxidaci byl ze vSech tfi bisfosfonati
nejnizSi. Zda se ale, Zze alespoii v pfipadé etidronatu a risedronatu jsme ur€ité
chelataéni vlastnosti prokazali, jak dokladaji zvySené koncentrace zeleza
v ledvinach, srdci a femuru. Afinitu bisfosfonati k Zelezu doklada nékolik studii
(Daley-Yates et al, 1992 a Kuljanin et al, 2002). Na druhou stranu Osterman et al,
1994 uvadi, ze soucasné podani Zeleza peroralné vede ke sniZenému vstfebavani
clodronatu, ktery v naSich pokusech nemél na hladinu Zeleza v organech vliv. Jistou
vyjimkou byl mozek, ve kterém podani vSech tii bisfosfonati vedlo k velmi
mirnému sniZeni koncentrace Zeleza.

Lze tedy odvodit, ze bisfosfonaty pusobi antioxidaéné, avSak mechanismus
jejich antioxida¢niho u¢inku zfejmé nespoliva pouze v chelataci (Dombrecht et al,
2003), aledal§i moznosti jako inhibice akumulace superoxidového aniontu
(Tanahashi et al, 1998) nebo nami prokazané zvySeni hladin redukovaného
glutationu pfichazeji v ivahu.

V nasem modelu in vivo jsme nepozorovali Ginek bisfosfonati na aktivitu
katalazy nebo glutation peroxidazy. Nicméné ani podani Zeleza nemélo na aktivitu
téchto enzymi vliv.

Sledovanim  hladin stopovych prvki ve vybranych organech jsme zjistili,
ze bisfosfonaty vykazuji afinitu i k dal$im koviim. Nejvice ovlivnénym prvkem byl
vnaSich pokusech zinek. Jeho hladina po podani naptiklad etidronatu byla
vyznamné zvy$ena v jatrech, ledvinach, srdci, femuru a sleziné. O chelataci zinku se
zmifuje ve své studii i Clézardin et al, 2003, kdyz predpoklada, ze bisfosfonaty
inhibovana aktivita metaloproteindz by mohla byt &astecné zpusobena chelataci
zinku, ktery je soucasti téchto enzymi. Bisfosfonaty déale vyznamné ovlivnily
zelezem snizené koncentrace vapniku, hoiféiku a médi ve femuru, a médi
v ledvinach. Afinita bisfosfonati nejen ke stopovym prvkim ale i k téZzkym koviim
jako je olovo byla popsana (Aaseth et al, 1999).

7 SHRNUTI
7:1 ZELEZO

Zelezo aplikované intraperitonealné& nebo jeho zvySeny obsah v diet& vyvolal
umysi oxidacni stres (zvySena lipoperoxidace, v jednotlivych pfipadech niZsi
hladina redukovaného glutationu a sniZena aktivita superoxid dismutazy a glutation
peroxidazy.

Rizny obsah Zeleza v dieté ovlivnil oxidani uéinky kadmia, které byly
vyraznéjsi u zvifat krmenych dietou se zvySenym obsahem Zeleza (zvyraznéna
lipoperoxidace).

/
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72  QUERCETIN

v zavislosti na davce byl prokazan jak antioxidaéni, tak prooxidaéni G&inek
quercetinu u mysi.

Vysoké davky zpiisobily oxida¢ni poskozeni (indukce lipoperoxidace a pokles
redukovaného glutationu), zatimco nizké davky podavané dlouhodobé piisobily
antioxida&né (niz3i lipoperoxidace, zvySena aktivita glutation peroxidazy).

Quercetin nemél vyrazny vliv na oxidaéni stres navozeny podanim Zeleza,
kromé Gpravy Zelezem sniZené hladiny redukovaného glutationu. SniZeni kumulace
seleza v jatrech podporuje chelataéni vlastnosti quercetinu.

7:3 SILIBININ

U silibininu byl prokéazan pfevladajici prooxidaéni G¢inek v zavislosti na davce
v pokusech na mysich.

Tento ucinek byl charakterizovan indukci lipoperoxidace a sniZenim
redukovaného glutationu.

Silibinin prohloubil lipoperoxidaci navozenou podanim Zeleza a nemél vliv
na jeho distribuci v organismu.

Jisty antioxidaéni uCinek silibininu byl pozorovan (Uprava Zelezem sniZené
hladiny redukovaného glutationu).

73 BISFOSFONATY

Testované bisfosfonaty prokazaly v pokusu na mysich antioxidagni ptisobeni
proti Zelezem vyvolanému oxida&nimu stresu (sniZeni lipoperoxidace indukované
zelezem, zvySeni redukovaného glutationu).

Testované bisfosfonaty v riizné mife ovlivnily distribuci Zeleza, ale i ostatnich
stopovych prvki v organismu.
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SUMMARY:

Iron is an essential element for living organisms. However, as it is a transition
metal, it can participate in Fenton reaction resulting in generation of free radicals
and oxidative damage to tissues. Antioxidants may prevent possible iron toxicity by
chelating free iron or scavenging free radicals.

Falvonoids are naturally occurring substances that are capable of formation of
complexes with metals, including iron. They have been show to possess antioxidant
activity, which depends on molecular complexity of numerous types of flavonoids,
e.g. quercetin and silibinin.

Bisphosphonates are synthetic drugs used to treat various metabolic diseases of
bones. Their principal effect is an inhibition of osteclast activity leading to a
decreased bone resorption. Bisphosphonates have been however shown to exert
some antioxidant activity in in vitro experiments, too.

The aim of this PhD thesis was to investigate the role of iron in toxicity of other
metals (cadmium) and the effect of flavonoids (quercetin and silibinin) and
bisphosphonates (clodronate, etidronate and risedronate) on iron-induced oxidative
damage in vivo.

Experiments were performed in male mice (CD-1, Charles River, 25-35 body
weight). Iron was administered intraperitoneally or in the diet. Cadmium was
administered subcutaneously. Flavonoids and bisphosphonates were administered
orally. The level of lipoperoxidation, the content of glutathione in the liver and
activities of catalase and glutathione peroxidase in the liver, and superoxide
dismutase in erythrocytes were measured. Tissue content of cadmium, iron and
trace elements was also evaluated.

Iron administration induced oxidative damage to tissues (increased
lipoperoxidation and, in some cases, decreased glutathione level, decreased activity
of superoxide dismutase and glutathione peroxidase). Diets with different content of
iron influenced oxidative effects of cadmium (a pronounced lipoperoxidation by
cadmium in animals fed diet with high iron content).

Both anti- and pro-oxidative effect of quercetin in dependence on the dose was
shown. High doses led to oxidative damage (lipoperoxidation induction and
decreased glutathione levels), whereas lower dose administered for a long period (7
weeks) had antioxidative effect (lower lipoperoxidation and increased activity of
glutathione peroxidase). The influence of quercetin on iron-induced oxidative
damage was low, if any. A positive effect on iron-decreased glutathione level was
observed. A decrease in iron accumulation in the liver after quercetin administration
may support chelating properties of quercetin.

Ifl'tidominatly pro-oxidative activity of silibinin characterised by induced
!'POperoxidation and decreased glutathione level was observed. Moreover, iron-
fnduced lipoperoxidation was further increased by silibinin. Silibinin did not affect
'ron distribution in mice. A certain antioxidative effect of silibinin was
demOnstated, however (a positive effect on iron-decreased glutathione level).
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Bisphosphonates were shown to have antioxidant activity against iron-induced
oxidative damage (decreased iron-induced lipoperoxidation and higher glutathione
level). All bisphosphonates had significant effect on distribution of iron and other
trace elements
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