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1 UVvVOD

V poslednich tfech desetiletich jsou voIné kyslikové radikdly intenzivné
studovany ve vztahu k fadé onemocnéni. Jsou popsana onemocnéni ze vsech
lékarskych obord, v jejichz patogenezi a progresi se predpoklada vyznamna Ucast
volnych radikal(. Prvni studie vkladaly do radikalovych reakci nadgji, ze se jedna
o specificky patogeneticky dej, ale v tomto ohledu je spiS na misté skepse, protoze
plsobeni volnych radikal( v lidském téle je obecny mechanismus.

Radikaly provazeji lidské télo od jeho narozeni po smrt. Jejich patogeneticky
ucinek - oxidaCni stres bunék a tkani - nastava ve dvou situacich:

1. pii jejich zvySené tvorbé

2. pfi nedostatecné antioxidaCni ochrané organismu

Vyznamna U(cCast oxidacniho stresu se predpokladd napfiklad u diabetu,
aterosklerozy nebo pfi ischemicko-reperfuznim poskozeni. Také mechanismus
poskozeni pii otravach tézkymi kovy se vysvétluje oxidaCnim stresem (Zima et al,
1996; Hirayama a Yasutake, 1998).

Lidsky organismus je k inaktivaci volnych radikall a reparaci vzniklého
poSkozeni vybaven antioxidaCnimi systémy. Tyto systémy se rozdéluji
na antioxidaCni enzymy jako jsou superoxid dismutaza, glutation peroxidaza
a kataldza, a antioxidaCni substraty jako napriklad 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 soucast enzymd a jinych
bunécnych komponent se Ucastni vyznamnych fyziologickych dé&jii. Je dllezZité
pro vazbu kysliku jak v ¢ervenych krvinkach, tak v myoglobinu, nebo pro funkci
enzyml jako jsou napriklad cytochrom P450, peroxidaza, katalaza,
cyklooxygenaza a ribonukleotid reduktaza (Galey, 1997). Pro organismus je
ovSem dllezitd kontrola celkového mnozZstvi Zeleza v téle, protoze Zelezo patfi
mezi prechodné kovy a mizZe tak vstupovat do Fentonovy reakce, jejimz
vysledkem je vznik vysoce toxickych volnych radikald. Zvliadnuti stavi
spojenych s hromadénim Zeleza v organismu se tedy casteCné zaméfuje

na snizeni tvorby volnych radikald a tim na omezeni oxidacniho stresu.

2.1.2 Metabolismus a toxicita zeleza

V téle prlmémého muZe je obsazeno 4.5 g Zeleza. Asi 65% Zeleza je
vazano na hemoglobin, 10% je soucasti myoglobinu, cytochroml a enzym
obsahujicich Zelezo a 20 az 30% je vazano na zasobni proteiny feritin
a hemosiderin. DalSim proteinem zapojenym do homeostazy Zeleza je
transferin, jenZz pfendSi Zelezo v krevni plazmé. Predpoklada se, Ze jenom
stopové mnozstvi tohoto kovu zlistava volné jako nevazané, nebo volné vazané
Zelezo. (Fraga a Oteiza, 2002). Primérny denni pfijem Zeleza u Clovéka je 1 az
3 mg. Priblizné stejné mnozstvi se z téla ztraci deskvamaci bunék prevazné
z gastrointestinalniho traktu, ale i z klOze, dale moc¢i a Zzluci, a u ZzZen
i menstruadni krvi. Zelezo se vstiebava ve stfevu a je transportovano
na transferin, glykoprotein s dvéma misty vysoké afinity k Zelezitym iontlm.

Za normalnich okolnosti je transferin nasycen pouze ze 20 az 30%



a koncentrace volnych Zelezitych iontdl v plazmé je tedy velmi nizka. Buriky,
které potfebuji Zelezo, nesou na svém povrchu transferinovy receptor.
Po vstupu do bunky se Zelezo redukuje a jako Zeleznaty ion je vazan feritinem
a zpétné oxidovan (Galey, 1997).

U savcl se vyvinuly ¢etné navzajem propojené mechanismy regulace
metabolismu Zeleza, které pfedchazeji moznym porucham zdravi na zakladé
jak nedostatku, tak hromadéni Zeleza v organismu. Nedostatek Zeleza je velmi
rozSireny stav, ktery postihuje pfiblizné 500 miliénl lidi na svété. Jeho nasledky
se mohou rliznit od anémie aZ po mentalni retardaci u déti (Fraga a Oteiza,
2002).

Kumulace Zeleza v organismu je méné rozSifenou poruchou. Vysoky obsah
Zeleza je ovSem spojen s nékolika patologickymi stavy jako jsou onemocnéni
jater a srdce (Rasmussen et al, 2001; Milman et al, 2001; Yang et al, 1998),
nadorovA onemocnéni (Beckman et al, 1999; Parkkila et al, 2001),
neurodegenerativni poruchy (Sayre et al, 2000; Berg et al, 2001), diabetes
(Ellervik et al, 2001; Parkkila et al, 2001; Perez de Nanclares, 2000),
hormonalni poruchy (Wilkinson, 1996) a poruchy imunitniho systému (Li et al,
2000; Walker a Walker, 2000).

K chronické kumulaci Zeleza mizZe dochéazet pri:

1. primarni hemochromatdze (genetickd porucha s nasledkem zvySeného
vstfebavani Zeleza ze stfeva)

2. zvySeném prijmu Zeleza v jidle

3. Castych krevnich transfuzich (Casto nutné v IéCbé urcitych rezistentnich

anémii jako je thalasemia major)

PFipady akutni otravy jsou vzacné a projevuji se predevéim postizenim jater
(Fraga a Oteiza, 2002).



2.1.3 Zelezo a volné radikaly

Rozsahlé, volnymi radikdly zplsobené poskozeni tkani je povaZovano
za hlavni mechanismus nahodnych otrav a vzniku urcitych chronickych chorob.
Zmény bunécénych struktur a funkci zplsobené nahromadénym Zelezem ziejmé
podstatné souvisi s poskozenim bunécnych Casti volnymi radikaly. JelikoZz
Zelezo je prechodny kov, mlZe vstupovat do Fentonovy reakce. Zeleznaty ion
mdZe katalyzovat rozklad peroxidd za vzniku hydroxylového radikalu z peroxidu
vodiku, nebo alkoxylového radikélu, pokud je substratem reakce organicky
peroxid (LOOH):

0," + Fe3+ 0, + Fez+
H,0, + Fe®" -> Fe®" + OH" + OH’
LOOH + Fe?" Fe® + LO" + OH*

Ucast Zeleza je tedy zasadni pro:
1. vznik hydroxylového radikalu, ktery miZze néasledovné iniciovat oxidaci
lipid( nebo oxidovat témér kazdou molekulu v biologickych systémech

2. rozvoj reakce volnych radikal( rozkladem peroxidd

Zelezem katalyzované reakce in vivo jsou diky zanedbatelné dostupnosti
,volného" katalytického Zeleza omezené. ZvySena produkce superoxidového
aniontu miZze nicméné usnadnovat uvoliovani Zeleza z feritinu a proteind,
a peroxid vodiku mdZe degradovat hem z proteinl, kterych je soucasti, a také
uvolnovat Zelezo (Halliwell a Gutteridge, 1999).

2.14 Antioxidancia a toxicita zeleza

Antioxidans je jakékoliv latka schopnd zabranit oxidaci. V aerobnich
organismech probihaji Skodlivé oxidacni procesy zplisobené volnymi radikaly
jako vysledek normalniho metabolismu kysliku. ProtoZze Zelezo je schopné

spustit oxidaci jednak redukci a jednak rozkladem vzniklych peroxidd,



antioxidans, které zabranuje toxickym UCinkim 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

Obrovské mnozstvi latek je schopno vazat Zelezo a mnoho z nich se
vyskytuje v biologickych systémech. Proteiny, které se GCastni metabolismu
Zeleza, mohou izolovat Zelezo a tim zabranit reakcim, jejichz vysledkem je
vznik volnych radikal(. Feritin, transferin a nékolik enzym0 obsahujicich Zelezo,
jako katalaza, udrZuji Zelezo v trojmocném stavu, ktery neni tak reaktivni,
aby mohl iniciovat a/nebo dale rozvijet reakci volnych radikald. Nékolik dal3ich
latek, jak pfirodnich, tak syntetickych, je schopno vazat Zelezo in vivo
a omezovat jeho Ucast v reakcich s volnymi radikaly (Fraga a Oteiza, 2002).

2.15 Thalasemia majora latky vazajici Zelezo v klinické praxi

Jednou z pfi€in zvySeného mnoZstvi Zeleza v organismu jsou Casté krevni
transflze u nékterych typl anémii. Prikladem takové anémie je thalasemia
major, hereditarni hemoglobinopatie zplsobend neschopnosti erytroblast(]
syntetizovat fetézec beta hemoglobinu dospélého jedince. Lécba této nemoci je
komplexni a spociva v pravidelnych transfizich vedoucich k akumulaci Zeleza
v organismu, vyZadujici podavani chelatoru Zeleza. Prestoze transfize
a chelata¢ni terapie vyznamné prodluzuje Zivot pacientll s thalasemia major,
kardiomyoptie zplisobenda nahromadénim Zeleza v srdci zlstava stale
nejcastéjsi pricinou smrti u téchto pacientd (Cohen et al, 2004). Mezi dalsi
sekundarni patofyziologické stavy provazejici toto onemocnéni patfi virova
hepatitida C, zvySené riziko trombdzy, endokrinopatie a osteopor6za (Cohen
et al, 2004; Voskaridou a Terpos, 2004).

V soucasnosti je jedinym chelatorem Zeleza rozSifenym v klinické praxi

deferoxamin. Tento lIék m& ovSem mnoho nevyhod, napf. vysoka cena, nutnost



podavat ho v dlouho trvajicich podkoznich infuzich a nizk4 vstfebatelnost
ze stfeva (Richardson a Ponka, 1998). Slibnym peroralné aktivnim chelatorem
Zeleza je deferipron (L1), ktery vykazuje vysokou afinitu k Zelezu (Diav-Citrin
a Koren, 1997). Neékteré vysledky bohuzel ukazaly, Ze léCba s L1 ma urcita
omezeni, a jeho uc€innost ve snizovani jaterniho Zeleza je sporna (Olivieri
a Brittenham, 1997). Vysledky jiné studie naznaluji, Zze L1 ma vyrazng;si
kardioprotektivni G¢inek neZ deferoxamin (Piga et al, 2003). Rada dalSich

chelatorll Zeleza je v rliznych stadiich klinického a preklinického zkouseni.



2.2  FLAVONOIDY
2.2.1 Uvod

Flavonoidy predstavuji Sirokou skupinu nizkomolekularnich  biologicky
aktivnich latek charakterizovanych flavanovym jadrem, které mohou mit
mnohonasobné prospésné ucCinky na néktera chronicka onemocnéni (Hollman,
2001; Kris-Etherton et al, 2002). Flavonoidy jsou polyfenolové slouceniny, které
jsou syntetizované v rostlinach a které mohou Zivoc€iSné organismy pfijimat
v potravé. V soucasné dobé bylo identifikovano pfes 4 000 flavonoidd. Tyto
latky chrani rostliny pred ultrafialovym zafenim, patogeny a byloZravci.
Pro ¢lovéka je zdrojem flavonoidd ¢aj, Gervené vino, Stava z ¢ervenych hroznd,
kakaové vyrobky, jablka, cibule a nékteré ofechy. Tyto latky hraji dvoji roli
ve snizovani oxidacnich pochodt, protoze mohou jednak vazat Zelezo, a jednak

vychytavat volné radikaly (Heim et al, 2002).

Struktura flavonoidd: Flavonoidy se rlizni uspofadanim hydroxylovych
skupin, konjugaci mezi aromatickymi  kruhy, glykosidickymi  zbytky
amethoxyskupinami. Polymerizaci z&kladni struktury vznikaji taniny adalSi
komplexni slouceniny, které sevyskytuji v Cerveném viné, hroznovém viné

acerném cCaji.

Flavonoidy jsou derivaty benzo-y-pyronu a skladaji se z fenolového
a pyranového kruhu. Jsou Kklasifikovany podle typu substituci na zékladnim

flavanovém jadru. Flavonoidy ve stravé se liSi usporadanim hydroxylovych



a methoxyskupin, postrannich glykosidickych skupin, a v konjugaci mezi kruhy
A a B. Béhem metabolismu mohou byt hydroxylové skupiny pfidavany nebo
metylovany, dochézi ke konjugaci se sirany nebo kyselinou glukuronovou.
Flavonoidy se v potravé vyskytuji primarné jako 3-O-glykosidy nebo polymery
(Hammerstone et al, 2000). Existuje nékolik typl vysSich struktur a polymery
tvofi znacnou CGast potravou piijimanych flavonoid(l. Podle usporadani rdiznych
substitu¢nich skupin na flavanovém jadru se flavonoidy Klasifikuji do nékolika
tfid.  Pfikladem jsou flavonoly (quercetin), flavony (rutin), flavanoly
((+)-katechin), flavanony (naringin), isoflavony (genistin) a anthocyanidiny
(cyanidin) (Heim et al, 2002).

Vedle struktury a chemickofyzikalnich vlastnosti dané slouceniny jsou pro
biologické ucinky v organismu rozhodujici absorpce, farmakokinetika, biologicka
transformace a relativni aktivita metabolitd. Vé&tSina flavonoidli se v potravé
vyskytuje v podobé& O-glykosidl (Hammerstone et al, 2000). Nejb&zné&jSim
cukrem je glukéza, ale mezi dalSi pfiklady patfi glukorhamnéza, galakt6za,
arabin6za a rhamndéza (Cook a Samman, 1996). V tenkém stfevé byly
specifikovany dvé (3-endoglukosidazy schopné hydrolyzovat glykosidické vazby
flavonoid. Jsou to laktaza-florizin hydrolaza (Leese a Semenza, 1973;
Day et al, 2000) a nespecificky cytosolicky enzym, o kterém se soudi, Ze je
schopen odstépovat cukerné zbytky flavonoidl a uvolfiovat tak misto pro
konjugaci (Daniels et al, 1981; Gopalan et al, 1992). Umisténi a struktura
cukerného zbytku ovliviiuje biologickou dostupnost rliznych flavonoidd. Kinetika
vstfebavani se vyrazné lisi u rliznych potravin diky rdznorodosti cukrli a dalSich
funkCnich skupin na flavanovém jadre (Hollman et al, 1999, Hollman a Katan,
1999). Vstiebavani mize také zaviset na davkovani, typu vehikula pii podavani,
predeslé strave, pohlavnich rozdilech (Erlund et al, 2001) a mikroflofe tracniku.
RlznA mista vstfebavani maji také za nasledek rozdilny metabolismus
rutinosid(l oproti glukosidiim, jelikoZ jatra mohou hrat vétsi Glohu v metabolismu
flavonoidl, které se vstiebavaji v tenkém stfevé ve srovnani s metabolismem
sloucenin, které se vstfebavaji v tracniku. Kvdli velikosti molekul vyZaduje
absorpce polymerickych flavonoidl stfevnim epitelem predeSlou degradaci
na mensi, nizkomolekularni slouceniny. Mikrofléra slepého stfeva se kromé

hydrolyzy glykosidll flavonoidd UGcGastni i degradace polymerli a Stépeni



monomernich flavonoiddi na monofenolové kyseliny. Zda se, Ze rozstépeni
heterocyklického kruhu flavonoidli dava vznik sloucenindm s nizsi aktivitou
(Rice-Evans et al, 1996). ZvySeni pocCtu hydroxylovych skupin po fazi |.
metabolismu flavonoidll s relativné nizkou aktivitou mize na druhé strané vést
ke vzniku prechodnych sloucenin s vétSi antioxidaCni schopnosti, jelikoz
hydroxylové skupiny na aromatickém jadru jsou kli€ovym prvkem fenolovych
sloucenin ve schopnosti poskytovat vodik a vychytavat volné radikaly (Ng et al,
2000). Vysledky sledovani kinetiky predpokladaji znaCnou biotransformaci
flavonoidll ve tkanich a/nebo stifevni mikroflérou (Olthof et al, 2000; Walle et al,
2001; Warden et al, 2001). Konjugacni faze Il. v jatrech (Piskula a Terao, 1998)
a v enterocytech (Spencer et al, 1999;Day et al, 1998; Day et al 2001) dava
vznik glukuronidim (Crespy et al, 2001; Erlund et al, 2001), siranim (Cao
a Prior, 1999; Deprez et al, 1999), metylkonjugatim (Spencer et al, 2001)
a malému mnoZzstvi volnych aglykon( (Erlund et al, 2000). Dalsi slozky potravy,
jmenovité proteiny a Zelezo, mohou teoreticky zhorSit vstfebavani tvorbou
komplext s polyfenoly.

Pfesny mechanismus vstiebavani flavonoid(l zlstava neobjasnén a zda se,

Ze zavisi na typu flavonoidll a dalSich faktorech.

Antioxidaéni aktivita flavonoid(i a jejich metabolitd zAavisi na usporadani
funkCnich skupin na flavanovém jadfe. Z vyzkumu vztahu mezi strukturou
a aktivitou vyslo nékolik ucelenych teorii, které podporuji Glohu specifickych
strukturnich slozek jako nastroje vychytavani volnych radikall, chelatace

a oxidacni aktivity.

2.2.2 Hydroxylové skupiny

Nékteré mechanismy antioxidaCni aktivity vyrazné ovliviiuje jak konfigurace,
tak celkovy pocet hydroxylovych skupin (Cao et al, 1997; Sekher Pannala et al,
2001; Haenen et al, 1997; Burda a Oleszek, 2001). Nejvyznamnéjsi vlastnosti
pro vychytavani kyslikovych radikald (Sekher Pannala et al, 2001; Burda

a Oleszek, 2001) a reaktivnich sloucenin dusiku (Haenen et al, 1997; Kerry
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a Rice-Evans, 1999) je postaveni hydroxylovych skupin na kruhu B.
3'4-katecholova skupina na kruhu B vyrazné posiluje inhibici lipoperoxidace
(Mora et al, 1990; Ratty a Das, 1988; Dugas et al, 2000). Schopnost flavonoidd
vychytavat volné radikaly je vysoce zavisla na volné hydroxylové skupiné
na uhliku 3 (Burda a Oleszek, 2001) a flavonoidy s 3',4'-katecholovou
a hydroxylovou skupinou na uhliku 3 jsou U¢innéjsi proti peroxynitritm nez
ebselen, coz je znamy vychytdvaC reaktivnich sloucenin dusiku (Haenen et al,
1997).
Ochrana lipidd pred oxida¢nim poSkozenim se pripisuje:
1. vychytavani hydroxylovych, peroxylovych a syntetickych radikal(i
2. ukonceni fetézove reakce v lipidové fazi, zahrnujici peroxylové radikaly
a hydroperoxidy
3. chelataci dvoumocnych kationtli slouzicich k zahajeni oxida¢nich pochod(
in vitro
4. interakci s dalSimi iniciatory, jako je kyselina askorbova, které mohou

redukovat a recyklovat flavonoidové radikaly a naopak

2.2.3 O-metylace

Rozdily jak v hydrofobnich vlastnostech tak v plochosti molekuly zptsobuji
rdznou antioxidacni aktivitu polyhydroxylovanych a polymetoxylovanych
flavonoidd. Ackoliv pomér hydroxylovych a metoxylovych skupin neuruje nutné
schopnost flavonoidd vychytavat volné radikdly, kruh B je obzvlasté citlivy
k umisténi metoxylovych skupin. Vymeéna 6'-OH/4-OMe konfigurace
za 6'-OMe/4-OH konfiguraci zcela odstrafiuje schopnost vychytavani
2,2-difenyl-7-pikrylhydrazylového radikalu navozenim koplanarity.  Navic
sterické uzavieni 3',4-katecholové skupiny O-metylaci uhliku 4' vyznamné
naruSuje antioxida¢ni kapacitu (Cao et al, 1997; Dugas et al, 2000). Pozitivni
acinek katecholové skupiny na kruhu B se rusi viceCetnymi metoxylovymi
skupinami na kruhu A, jelikoz flavony s ortodimetoxylovymi nebo
trimetoxylovymi  skupinami  na kruhu A nezvySuji inhibici  vzniku

malondialdehydu nésledkem oxidace (Mora et al, 1990). O-metylace zvySuje
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antioxida¢ni aktivitu v nékterych mikrozomélnich systémech (Cholbi et al,
1991), avSak rozbory mikrozomalni peroxidace umoZfuji viceCetné
mechanismy antioxidacni aktivity. Na zakladé predeSlého je mozné vyvodit,
Ze vliv O-metylace zavisi na metodé méfeni, typu pouZzitého radikalu
a na lipidové povaze oxidovaného substratu, kterda mlze prispét k celkové

antioxidacni aktivité.

2.2.4 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 nizSi hodnotu IC50 (ukazatel silngjSiho
antioxida¢niho ucinku) v mikrozomalnim systému ve srovnani s flavonoidy
se saturovanymi heterocyklickymi jadry (Cholbi et al, 1991). Ackoliv je nutné
brat v Gvahu i dalsi strukturni vlastnosti, vychytavani volnych radikald flavonoidy

je pfitomnosti obou strukturnich prvk{ variabilné zvySeno.

2.25 Cukerné zbytky

Aglykony maji silngjSi antioxidacni UcCinek nez jejich odpovidajici glykosidy
(Ratty a Das, 1988; Gao et al, 1999). Kromé prosté pfitomnosti a celkového
poctu hraji vyznamnou roli také poloha a chemick& struktura cukerného zbytku.
Pfestoze jsou glykosidy obvykle slabSimi antioxidanty nez aglykony (Burda
a Oleszek, 2001, Williamson et al, 1999), jejich biologicka dostupnost je nékdy
vySSi (Hollman et al, 1999). Je také dllezité, zda je cukernym zbytkem glukdza,
rhamndéza nebo rutindza. Vliv cukernych zbytk(l na antioxidacni vlastnosti je
u Cloveka sporny, jelikoZz glykosidické vazby jsou Casto Stépeny ve stieve.
Na zakladé hromadicich se dikazll je pravdépodobné, Ze odstranéni cukernych
zbytkll stfevnimi enzymy nebo bakteriemi zvySuje aktivitu flavonoid(l pfijatych

Vv potravé in vivo.
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2.2.6 Stupen polymerizace

Zda se, ze vysSi stupen polymerizace zvySuje Ucinnost procyanidind proti

mnoha typlm radikald (Heim et al, 2002).

2.2.7 Chelatac¢ni vlastnosti

Chelata¢ni vlastnosti flavonoidll prispivaji k jejich antioxidacni aktivité. Vazba
s dvoumocnymi kationty nemusi vzdy znamenat inaktivaci flavonoid(l, protoZze
vznikly komplex si uchovava schopnost vychytavat kyslikové radikaly (Arora
et al, 1998; Kostyuk et al, 2001). Tyto komplexy mohou vznikat mezi
hydroxylovou skupinou uhliku 5 a karboxylovou skupinou uhliku 4, nebo mezi
hydroxylovymi skupinami uhliki 3' a 4' (Cheng a Breen, 2000). Diky svym
schopnostem vazat kovy a vychytavat radikaly jsou polyhydroxylované
flavonoidy vyznamné jako inhibitory Fentonovy reakce in vivo. SkuteCnost,
Ze polyfenoly cCasto inhibuji efektivnéji oxidaci navozenou kovy, nez jinak
indukovanou oxidaci, podporuje roli chelatace kovd flavonoidy v inhibici
tkanového poskozeni volnymi radikdly, coz mlze mit vétSi vyznam, nez se
diive myslelo (Arora et al, 1998). Redukéni vlastnosti taninl a afinita
polyhydroxylovanych flavonoidd k Zelezu mze vSak pii dlouhodobém podavani

vést k nedostatku Zeleza v organismu.

228 Prooxidac¢ni aktivita

Ackoliv antioxidaéni vlastnosti flavonoid(l podporuji jejich pozitivni roli
ve vyzivé lidi a v prevenci onemocnéni, nékteré studie popisuji prooxidacni
aktivitu téchto latek in vitro. M& se za to, Ze prooxidacni aktivita je pfimo
umeérna celkovému poctu hydroxylovych skupin (Cao et al, 1997). Existuji také
dikazy, Ze nenasycena 2,3-vazba a 4-oxo postaveni flavonl mliZze podporovat
tvorbu kyslikovych radikalll, indukovanou dvojmocnou médi za pfitomnosti
kysliku (Cao et al, 1997). Tato informace naznaluje, Ze nékteré shodné
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strukturdlni vlastnosti, které optimalizuji antioxidacni schopnost, mohou také
vyvolat oxidaCni stres a poSkozeni funkCnich a strukturnich molekul bunky.
Glykosylace a metylace hydroxylovych skupin zmirfiuje prooxida¢ni chovani
flavonoidl (Cao et al, 1997). Ackoliv flavonoidy s nékolika hydroxylovymi
skupinami jako je quercetin a podobné polyfenoly zvySuji bunécné poskozeni
zpUsobené kyslikovymi radikaly a jejich uziti ve farmakologickych davkach je
tak kontraindikovano, zmény ve struktufe zplsobené metabolismem mohou

zmirnovat reaktivitu quercetinu a podobnych latek in vivo.

2.2.9 Quercetin

Quercetin  je flavonol, ktery patfi mezi flavonoidy s nejsilngjSimi

antioxida¢nimi vlastnostmi.

OH

HO

Chemicky vzorec quercetinu

Quercetin je vysoce G¢innym chelatorem prechodnych kovi a je schopen
inhibovat Zelezem indukovanou lipoperoxiaci chelataci Zeleza a vznikem
komplexd, které nemaji schopnost navodit lipoperoxidaci. Tyto komplexy
se Zelezem zaroven vychytavaji volné radikdly. Quercetin tedy inhibuje GcCinek
volnych radikali na tfech stupnich: vznik superoxidového aniontu, tvorba
hydroxylovych radikalli ve Fentonové reakci a tvorba lipidoperoxylovych
radikalll (Afanas'ev et al, 1989). Cytoprotektivni Ucinek quercetinu testovany

na kulturach hepatocytl by mohl byt pfipsan jeho Siroce znamému UGcinku proti
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radikaldm, ale také jeho schopnostem véazat Zelezo (Morel et al, 1993).
Quercetin vykazuje interakci s médnatymi a Zelezitymi ionty (Kuo et al, 1998).
Quercetin rusil Zelezem indukované oxidacni posSkozeni bunék Caco-2 (model
stfevniho epitelu) v pokusech in vitro (Nunez et al, 2001). Bylo ukazéno,
Ze quercetin chelataci kovovych iontd a vychytavanim volnych radikal( chrani
DNA pred zlomy zplsobené tert-butylhydroperoxidem a menadionem (Aherne
a 0'Brien, 2000). Bylo prokdzéno, Ze quercetin sniZzuje v zavislosti na davce
lipoperoxidaci navozenou nejen Zelezem, ale i médi, vanadem a kadmiem, a to
pfi vSech testovanych koncentracich kovll (Sugihara et al, 1999). Quercetin
vstupuje do erytrocytll a brani lipoperoxidaci a hemolyze. Zda se, Ze tento efekt
je zpUsoben nitrobunéénou chelataci Zeleza, protoZze byl nalezen semi-
stochiometricky pomér mezi uvolnénym Zelezem a mnoZstvim quercetinu
potfebného k inhibici lipoperoxidace a hemolyzy (Ferrali et al, 1997).
Na =zakladé pokusl s tert-butylhydroxyperoxidem vyplynulo, Ze hlavni
mechanismus aktivity quercetinu spocCiva v chelataci Zeleza (Sestili et al, 1998).
Na druhé strané bylo ukazéano, Ze quercetin vykazuje také prooxidacni ucinky.
Fentonovou reakci indukovana peroxidace ethyl linoleatu (H;0») Fe?") byla
zastavena nizkymi koncentracemi quercetinu, avSak vysoké koncentrace téZze
latky vedly ke zvySené peroxidaci pravdépodobné recyklaci vazaného
inaktivniho Fe®" na aktivni Fe?* (Stadler et al, 1995). Quercetin navozoval
vyznamnou lipoperoxidaci bunécnych jader v zavislosti na davce a soucashé
zplsoboval degradaci DNA. Tyto Ucinky byly zesileny Zelezem a médi.
Vysledky tedy naznaCuji, Ze kyslikové radikaly formované autooxidaci
quercetinu, katalyzované Zelezem a meédi, jsou zodpovédné za lipoperoxidaci
a poskozeni DNA bunécnych jader hepatocytd potkanl (Sahu a Washington,
1991).
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2.2.10 Silibinin

Silibinin (silybin) je sloZzka silymarinu, extraktu z rostliny Silybum Marianum

(Ostropestifec mariansky).

Chemicky vzorec silibininu

Potenciometrické, elektrochemické a spektroskopické studie komplex(
silybinu a Fe** ukazuji, Ze tato pfirodni latka je silny ligand Zeleza a za vazebna
mista byl urCen kyslik na atomech uhliku 3 a 4 (Borsari et al, 2001). Silymarin
a silybin, stejné jako quercetin, branily lipoperoxidaci vyvolanou doxorubicinem
a zavislou na Zeleze na mikrozomech a mitochondriich potkaniho srdce.
Quercetin byl G€inngjSi nez silymarin a silybin, jejichZ cytoprotektivni ucinek byl
srovnatelny. Silybin na rozdil od quercetinu nevazal ve vodném roztoku Zelezo.
Vysledky naznacuji, Ze silymarin mozna zabranuje doxorubicinem vyvolanému
posSkozeni membran potkaniho srdce pfedevsSim vychytavanim volnych radikald
(Psotova et al, 2002). Silymarin snizoval lipoperoxidaci jater navozenou
pfedavkovanim Zelezem (Bhattacharya et al, 2000). Dihemisukcinat silybinu,
ve vodé rozpustna forma, rychle reagoval s hydroxylovymi radikaly a také snad
vazal Fe®" v roztoku. Dihemisukcinat silybinu a silibin-fosfatidylcholinovy
komplex znamy jako IdB 1016 snizoval lipoperoxidaci jaternich mikrozom(
vyvolanou Fe®* o 39.5% a 19.5%. Tyto vysledky podporuji antioxidaéni
vlastnosti silybinu a jeho schopnost vychytavat volné radikaly (Basaga et al,
1997). Ustni podani silybinu chrani pred toxickymi Gc¢inky Zeleza na jatra in vivo
a zda se, Ze tento Ucinek je zplisoben vyznamnou antioxidacni aktivitou této

latky (Pietrangelo et al, 1995). Ve studii sjaternimi mikrozomy potkana bylo
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ukadzano, Ze dihemisukcinat silibininu méa inhibicni Gcinek na lipoperoxidaci
navozenou Fe®' a kyselinou askorbovou, a 7e tento Gginek je zavisly
na koncentraci dihemisukcinatu silibininu a velikosti lipoperoxidace (Mira et al,
1994). Podani silybinu zabranilo biochemickému a funkénimu postizeni jater

zpUsobenému predavkovanim Zelezem in vivo (Pietrangelo et al, 2002).
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2.3  BISFOSFONATY

2.3.1 Uvod

Bisfosfonaty dnes zaujimaji vyznamné postaveni v IéCbé celé Fady
metabolickych  onemocnéni  skeletu pro svoji uc€innost, bezpec€nost
i farmakoekonomiku 1éCby. Jsou to syntetické latky strukturné pribuzné
pyrofosfatim (Vyskocil a Kutilek, 2004).

2.3.2 Vlastnosti

Spolec¢nou vlastnosti bisfosfonatll je vazba fosfor-uhlik-fosfor, a lisi se pouze
substituenty na postrannich fetézcich, které urCuji jejich relativni potenci.
Relativni potence je urCovana koncentraci bisfosfonatl, inhibujici kostni
resorpci u potkand, a jako zaklad byla zvolena koncentrace etidronatu, prvniho
syntetizovaného bisfosfonatl. V soucasné dobé jsou v rliznych zemich
k dispozici etidronat, clodronat (1. generace), pamidronat, alendronat
(2. generace), ibandronat a risedronat (3. generace). Rozdéleni bisfosfonat(
na tfi generace vyplyva z chemické struktury, je odvozeno od sloZeni
postrannich Fetézcl a nem& Zadnou souvislost s relativni potenci i Ucinnosti
bisfosfonatdl (Vyskodil a Kutilek, 2004).

K fyzikalné-chemickym vlastnostem bisfosfonatd patfi odolnost proti
enzymatické hydrolyze v gastrointestindlnim traktu, afinita ke krystallim
hydroxyapatitu, inhibice tvorby, shlukovani a rozpousténi krystal(i fosfore¢nanu
vapenatého a vytvareni rozpustnych i nerozpustnych komplex(i a agregatl

s vicemocnymi ionty kov( (Vyskodil a Kutilek, 2004).

2.3.3 Farmakologické ucinky

Na tkanové urovni dochazi plsobenim bisfosfonatll ke snizeni kostniho

obratu, zvySeni kostni hmoty, zvySeni mineralizace a zvySeni obsahu mineralu
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i kostni denzity. Na bunécné arovni je u bisfosfonatl nejdllezitéjSi afinita
k bunéénym  povrchlm osteoklastl a naruSeni resorpéni membrany
osteoklast. Na  molekularni  Grovni  vedou  bisfosfonaty  k inhibici
farnesyldifosfatsyntetdzy, redukci geranylgeranyldifosfatu a prenylace malych
guanosintrifosfataz, naruSeni cytoskeletalni organizace (adheze a migrace
osteoklastll) a inhibici funkce osteoklastli vedouci k jejich apoptéze (Vyskocil
a Kutilek, 2004).

Déje se tak dtlumem proteosyntézy, poklesem uvolfiovani lysozomalnich
enzym(, sniZzenim aktivity endogenni pyrofosfatazy, poklesem tvorby
prostaglandinli, poklesem glykolyzy a snizenim tvorby kyseliny mlécné, ktera
upravuje pH v mikroprostfedi na hodnoty optimalni pro resorpci kosti. Zaroven
je pozorovan i kvantitativni pokles poctu osteoklastl pfimym cytotoxickym
Géinkem na osteoklasty a také inhibici dozravani prekurzorli osteoklastd.
Bisfosfonaty ve svém dlsledku brani odbouréavani kostni hmoty. Selektivita
bisfosfonatdl je dllezitd pro afinitu ke kosti, tzn. Ze plsobi vyhradné v oblasti
skeletu, a to prfedevSim v oblasti zvySené resorpce. Pro tento jev neni zatim
jednoznacné vysvétleni. Endokrinni  funkce jednotlivych organti  neni
bisfosfonaty ovlivnéna. Prfi vyvoji vysSich generaci bisfosfonatdl dochazi
ke zvySovani antiresorpénich Gcinkd, a tim k potlaovani negativniho plsobeni

na mineralizaci a riziko vzniku osteomalacie (Vyskocil a Kutilek, 2004).

234 Biodegradace a eliminace

DilezZitou charakteristikou bisfosfonatll je jejich nizka biologick& dostupnost,
kterd se v naprosté vétSiné pripadll pohybuje mezi 1 a 3%. Bisfosfonaty se
vstiebavaji jak v Zaludku tak v tenkém stfevé. Vstiebatelnost bisfosfonatl je
vyrazné sniZena, jestlize jsou podavany s potravou, a to nejvice s jidly
obsahujicimi ionty vapniku nebo Zeleza (VyskocCil a Kutilek, 2004; Osterman
et al, 1994). Velmi negativni vliv na jejich vstfebavani maji také ovocné dzusy
a kava. Proto by bisfosfonaty nemeély byt nikdy podavany s jidlem a nemély by

byt zapijeny mlécénymi produkty. AZ 60% vstfebanych bisfosfonatl je
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zabudovano do kostni tkané, zbytek je rychle vylou¢en moci. Biologicky
eliminacni poloc¢as cirkulujicich bisfosfonatdl je 0.5 az 2 hodiny. Bisfosfonaty
jsou zabudovany v kostni tkani Clovéka déle nez 10 let. Zasah bisfosfonat(
do kostni resorpce a formace je spojen s celkovymi zménami metabolismu
vapniku. Dochazi k mirnému poklesu sérovych koncentraci vapniku, stimulaci
sekrece parathormonu a ke zvySeni produkce kalcitriolu v ledvinach. Tim pak
dochazi ke zvySeni tubularni reabsorpce a stfevni absorpce vapniku. Tyto

adaptacni zmény zajistuji, Ze nedochazi k rozvoji symptomatické hypokalcémie.

2.35 Indikace bisfosfonatt

Bisfosfonaty jsou nejCastéji pouzivany v IéCbé postmenopauzalni
osteoporozy, glukokortikosteroidy vyvolané osteoporédzy, senilni osteoporézy,
muzské osteopordzy, Pagetovy choroby, nadorem vyvolané hyperkalcémie
a osteolytickych kostnich metastdz. Dale se zvaZzuje moznost podavani
bisfosfonatll u osteogenesis imperfecta, fibrozni dysplazie, pfi prevenci
uvoliiovani implantatll v ortopedii a stomatologii, a pfi prevenci ztraty kosti
u chronickych onemocnéni spojenych s imobilitou pacienta. Bisfosfonaty se

aplikuji parenteralné nebo peroralné jako tablety (VyskocCil a Kutilek, 2004).

2.3.6 Antioxidac¢ni vlastnosti

V lécbhé osteopordzy u pacientl s thalasemia major se pouzivaji bisfosfonaty.
Kromé jejich znamého Gcinku na kostni tkan se uvaZuje i o jejich antioxidacnim
ucinku. Tento fakt by mohl byt vyznamny ve spojeni s hromadénim Zeleza
po opakovanych transfuzich v IéCbé thalasemia major, kde se Zelezem
navozeny oxidacni stres tkani d4 oCekévat. (Voskaridou a Terpos, 2004).

Bisfosfonaty inhibovaly v pokusech in vitro lipoperoxidaci a snizovaly
produkci hydroxylovych radikalll Fentonovou reakci. Protoze ve Fentonové
reakci hraji ddlezitou roli ionty Zeleza, je mozné, Ze antioxidacni Ucinek

bisfosfonatll je dan schopnosti chelatace Zeleza (Dombrecht et al, 2003).
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Interakci mezi bisfosfonaty a ionty kovl podporuji i vysledky dalSich studii.
Soucasné podani clodronatu a siranu Zeleznatého vedlo k vyraznému snizeni
absorpce clodronatu (Osterman et al, 1994). Clodronat aplikovany
v hypoosmotickém roztoku tvofi komplexy se Zelezem hemolyzovanych
erytrocytll a akumuluje se posléze v makrofazich sleziny a jater (Monkkonen
et al, 1991). Zda se, Ze pravé vazba clodronatu se Zelezem je dilezitym
pfedpokladem pro néslednou akumulaci v makrofazich (Monkkonen et al,
1989). Pridani vapniku a Zeleza do plazmy zvySuje vazbu pamidronatu
na plazmatické bilkoviny, zatimco EDTA a deferoxamin tuto vazbu snizuji.
Elektroforéza plazmatickych bilkovin prokdzala vazbu pamidronatu na transferin
a globulinovou frakci (Daley-Yates et al, 1992). Vazba mezi alendronatem
a zelezitymi ionty je dokonce podminkou k analytickému méfeni koncentrace
alendronatu v tabletdch (Kuljanin et al, 2002). Bisfosfonaty inhibuji aktivitu
metaloproteindz a tato inhibice by mohla byt ¢aste¢né zplsobena chelataci
zinku, ktery je soucasti téchto enzym(. Tato skutec¢nost mlZze predstavovat
dalsi vyuzZiti bisfosfonatdl v Ié¢bé metastdz do kosti, protoze metaloproteinazy
jsou ddlezité pro invazi nadorovych bunék do kostni tkané (Clézardin et al,
2003). Etidronat a deferoxamin sniZily postizeni erytrocytll volnymi radikaly
po indukci emulzi lipidd (Kljuchnikov et al, 1993). Nové syntetizovany
bisfosfonat TRK-530  inhiboval akumulaci  superoxidového  aniontu

v polymorfonuklearech (Tanahashi etal, 1998).
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Vtéto praci byl zkouman antioxidacni Ucinek tfi bisfosfonatd: clodronat,

etidronat a risedronat.

HO c¢i OH HO OH OH
| | | | | |
0=p-Cc-p=0 0O=p-c-p=o0
HO ci OH HO cn. OH

Chemicky vzorec clodronatu (vlevo) aetidronatu (vpravo)

HO OH OH
| I |
O=P-C-P=0
HO CH,OH

1

Chemicky vzorec risedronatu
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3 CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

1. Ovérit oxidacni GCinky Zeleza a zjistit jeho UGlohu v toxicité jinych kovd
(kadmia).

2. Posoudit antioxidac¢ni vlastnosti dvou flavonoidd (quercetinu a silibininu)
a tfi bisfosfonatd (clodronatu, etidronatu a risedronatu) in vivo Vv pokusech
na mysich.

3. Posoudit u€inek vySe uvedenych latek na oxidacni stres navozeny
podanim Zeleza a zjistit, zda se na mechanismu UCinku téchto latek podili
chelatacni vlastnosti.

Diléi cile jednotlivych pokus:

I.  Posoudit vliv obsahu Zeleza v dieté na oxidacni stres, hladinu stopovych

prvkd a toxicitu kadmia

Il. Posoudit vliv davky a délky podavani quercetinu a silibininu na jejich anti-

nebo prooxidacni vlastnosti.

lll. Posoudit UCinek quercetinu a silibininu na oxidaCni stres vyvolany

zelezem a zjistit vliv na distribuci zeleza v organismu.

IV. Posoudit antioxidaéni vlastnosti clodronatu, etidronatu a risedronatu

a jejich ucinek na oxidacni stres vyvolany Zelezem.

V. Zjistit vliv clodronatu, etidronatu a risedronatu na distribuci Zzeleza

a nékterych stopovych prvkid v organismu.
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4 MATERIAL A METODY

VSechny pokusy byly provedeny na mySich samcich (CD-1, Charles River,
hmotnost 25 az 35 g). Zvifata byla chovana v klimatizované mistnosti s teplotou

21 £ 2°C pfi umélém svételném rezimu 12 hodin svétlo/12 hodin tma.

Pro odbér vzorkdl byla zvifata usmrcovana v éterové anestezii podstiizenim
krénich tepen. Vytékajici krev byla okamZzité zachycena do pfipravenych

zkumavek a nasledovalo vyjmuti organti pro analyzu.

Krev se odebirala do sklenénych zkumavek predem naplnénych roztokem
2M EDTA, aby se predeSlo jejimu srédzeni. Roztok EDTA byl ze zkumavky
odstranén tésné pred vlastnim odbérem krve. Z kazdého vzorku se odebralo
0.5 ml krve do dalSi sklenéné zkumavky predem oSetfené roztokem 2M EDTA.
Nasledovalo odstfedéni erytrocytll pii 3000 otackach za minutu a 4°C po dobu
10 minut. Plazma se odtahla a erytrocyty se promyly ve fyziologickém roztoku
0 teploté 4°C. Erytrocyty se opét odstfedily za stejnych podminek a pouZity
fyziologicky roztok se odsal. Promyvani se opakovalo tfikrat vzdy s jesté
nepouzitym fyziologickym roztokem o teploté 4°C. Odstfedéné erytrocyty se
doplnily redestilovanou vodou (4°C) do objemu 2 ml (pfiblizné 1.75 ml
redestilované vody na vzorek) a nechaly se zlyzovat pii teploté 4°C (alespon 45
minut, do vzniku homogenniho hemolyzatu). V hemolyzatu byla méfena aktivita

superoxid dismutézy.

V jednotlivych pokusech byla odebirana jatra, ledviny, slezina, srdce, pravy
femur, mozek a varlata. Ve vSech organech byl stanoven obsah stopovych
prvki a kadmia, pokud bylo v pokuse aplikovano. V jatrech se navic méfila
hladina lipoperoxidace, obsah redukovaného glutationu, aktivita glutation

peroxidazy a katalazy.
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Vzorky pro stanoveni glutationu byly vklddany do kadinek s ledovym
roztokem 0.02M Na2EDTA a okamzité analyzovany. Ostatni vzorky byly ihned
po odbéru zmrazeny na -20°C a potom az do analyzy uchvavany pifi -70°C.

Pro stanoveni hladiny lipoperoxidace, obsahu glutationu a aktivity glutation

peroxidazy a katalazy byly pouZity tkanové homogenéaty.

Hladina lipoperoxidace byla meéfena jako koncentrace malondialdehydu

(MDA). Pro jeho stanoveni byl pouzit test s kyselinou thiobarbiturovou (TBA)
(Uchiyama, 1978). Test vyuziva reakce MDA s TBA v kyselém prostiedi
za vzniku fialového produktu, ktery se méfi spektrofotometricky pfi 520
a 535 nm.

Hladina redukovaného glutationu byla stanovena spektrofotometricky pomoci

kyseliny 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoové), ktera je redukovand SH skupinami
na kyselinu 2-nitro-5-merkaptobenzoovou (metoda s Ellmanovym cinidlem);

Zluty produkt se stanovuje pii 412 nm (Sedlak a Lindsay, 1968).

Aktivita glutation peroxidazy [EC 1.11.1.91 byla méfena podle Gunzlera.

Principem stanoveni je glutation peroxidazou katalyzovana oxidace glutationu
butylhydroxyperoxidem. Oxidovany glutation je pfevadén za pfitomnosti
glutation reduktdzy a NADPH na redukovanou formu za soucasné oxidace
NADPH na NADPH". Pokles koncentrace NADPH je mé&fen spektrofotometricky
pfi 366 nm (Gunzler et al, 1974).

Aktivita kataldzy [EC 1.11.1.6] byla méfena spektrofotometricky pfi 240 nm

na zakladé ubytku H202, ktery je pfidavan do reakcni smeési jako substrat (Aebi,
1972).

Pro méfeni aktivity superoxid dismutdzy [EC 1.15.1.11 byl pouZit set

RANSOD. Superoxid dismutdza akceleruje dismutaci superoxidového radikalu
na peroxid vodiku a molekularni kyslik. Metoda vyuZivd xanthin a xanthin
oxidazu ke generovani  superoxidoveho  radikalu, ktery  reaguje

S 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloridem za tvorby
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Cerveného formazanového barviva, jehoZz mnoZstvi se méfi spektrofotometricky

pfi 505 nm. Aktivita superoxid dismutazy je dana stupném inhibice této reakce.

Pro stanoveni obsahu stopovych prvk( a kadmia byly tkané zvazeny

a mineralizovany suchou cestou v platinovych kelimcich pfi teploté 450 az
500°C po dobu 18 az 24 hodin. Popel byl rozpustén v 3M HCI. Prfislusné
zfedéné vzorky byly potom analyzovany atomovou absorp¢ni spektrometrii, bud

technikou atomizace v plameni nebo v grafitové kyveté.

Ke statistické analyze byl pouzit Studentllv F-test. S vyjimkou pokusu

s kadmiem jsou v praci nasledovné oznaceny jednotlivé hladiny vyznamnosti:

* p <0.05 proti kontrole # P< 0.05 proti zelezu
p < 0.01 proti konrole ## P< 0.01 proti zelezu
*xx pn < 0.001 proti kontrole ### p< 0.001 proti zelezu
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5 VYSLEDKY

5.1  Vliv rizného mnozstvi Zeleza v dieté na toxicitu kadmia

Kadmium je téZky kov, ktery je vyznamny z hlediska zneciSténi Zivotniho
prostfedi. Kadmium se klasifikuje jako karcinogen skupiny | (IARC 1993). Kadmium
zplsobuje oxidacni poskozeni tkani (Bal a Kasprzak, 2002) a predpoklada se,
Ze v téchto procesech je vyznamna UCast Zeleza (Casalino et al, 1997; Eybl et al,
1996). Cilem nasledujiciho pokusu bylo zjistit viiv diet s riznym obsahem Zeleza
na kadmiem navozené oxidaCni poSkozeni. Dale byl sledovan vliv na hladinu
stopovych prvkd ve vybranych organech.

Zvifata byla rozdélena po Sestnacti do tfi skupin. Kazda ze skupin byla po dobu
4 tydn krmena odliSnou dietou: skupina A dostavala standardni dietu (180 mg
Zeleza na kilogram diety), skupina B dostavala dietu se zvySenym obsahem Zeleza
(860 mg Zeleza ve formé 0,5% TMH-ferocenu na kilogram diety) a skupina C
dostavala dietu se snizenym obsahem Zeleza (méné nez 10 mg Zeleza
na kilogram diety). Po 4 tydnech bylo osmi zvifatim z kazdé skupiny aplikovano
subkutanné kadmium ve formé CdCl, v davce 0,03 mmol na kilogram vahy.
Zbylych osm zvifat z kazdé skupiny dostalo fyziologicky roztok.

24 hodin po aplikaci kadmia byly mySi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny,
mozek a varlata. Vjatrech byla stanovena mira lipoperoxidace, hladnina
redukovaného glutationu a aktivita glutation peroxidazy a kataldzy. Hladina
stopovych prvkll a kadmia byla stanovena ve vSech vybranych organech.
Statististické hladiny vyznamnosti:

*n < 0.05, **p < 0.01 proti kontrole krmené standardni dietou

#p < 0.05, ##p < 0.01 proti skupiné krmené equivalentni dietou
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Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla vyznamné zvySena u zvifat
krmenych dietou se zvySenym obsahem Zeleza (151.38 proti 24.59 nmol MDA/g
u skupiny krmené standardni dietou, p < 0.01). Mira lipoperoxidace u této skupiny
byla jeSté vySSi po podani kadmia (196.4 nmol MDA/g, p < 0.01 proti kontrolnim
zviratdm téze skupiny). Kadmium naopak nemélo vliv na lipoperoxidaci u skupiny
krmené standardni dietou. Lipoperoxidace byla nizSi po podani kadmia u skupiny
krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza (Graf 5.1).

2801 LPO
200 -
*%
=5 150 -
<
=
5 100 A
£
=
50 -
N
kontrola Cd kontrola Cd kontrola Cd
Standard Fe+

Graf 5.1: Vliv rGzného mnozstvi Zeleza v dieté a podani kadmia
nalipoperoxidaci (LPO) v jatrech mysi

Hladina redukovaného glutationu byla zvySend u skupiny krmené dietou
se zvySenym obsahem Zeleza a sniZzena u skupiny krmené dietou se snizenym
obsahem Zeleza. Podani kadmia vedlo k depleci redukovaného glutationu pouze
u skupiny krmené standardni dietou (4.55 proti 8.22 pmol/g u kontrolnich zvifat
téZe skupiny, p < 0.01, Graf 5.2).
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Graf 5.2:Vliv rlzného mnoZstvi Zeleza v dieté apodani kadmia nahladinu
redukovaného glutationu (GSH) v jatrech mysi
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Graf 5.3:Vliv rlizného mnoZstvi Zeleza v dieté apodani kadmia na aktivitu

glutation peroxidazy (Px) v jatrech mysi
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Aktivita glutation peroxidazy byla snizena u skupiny krmené dietou se snizenym
obsahem Zeleza. Podani kadmia neovlivnilo aktivitu glutation peroxidazy ani
v jedné skupiné (Graf 5.3). Aktivita kataldzy byla sniZzena u zvifat krmenych dietou
se zvySenym obsahem Zeleza. Podani kadmia vedlo k poklesu aktivity kataldzy

u skupiny krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza (Graf 5.4).
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Graf 5.4:Vliv rlizného mnoZstvi Zeleza v dieté apodani kadmia na aktivitu

katalazy (Kat) v jatrech mysi

Koncentrace kadmia byla vy33i v mozku u skupiny krmené dietou se zvySenym
obsahem Zeleza a nizSi 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 neZz u skupiny krmené standardni dietou. Koncentrace kadmia
v jatrech nebyla rliznymi dietami ovlivnéna (Tabulka 5.1).
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Tabulka 5.1 - Vliv rdzného mnoZstvi Zeleza v dieté na koncentraci kadmia

v organech mysi (v pg na gram vihké vahy).

JATRA LEDVINY MOZEK VARLATA
Skupina A 125+13 11.8 +3.0 0.067 +0.005 0.24 +0.04
Skupina B 112+13 8.5 +0.8* 0.078 £0.010* 0.21 +0.04
Skupina C 12.411.4 8.1 £1.9* 0.065 +0.011 0.20 +0.02*

Krmeni dietou se zvyS3enym obsahem Zeleza po dobu &tyf tydnd vedlo
ke zvySeni koncentrace Zeleza v jatrech, ledvinach, varlatech i v mozku. Byla
zvySena koncentrace horCiku v jatrech, vapniku v ledvinach a meédi ve varlatech.
Doslo ke snizeni koncentrace hofCiku a zinku v ledvinach. Krmeni dietou
se snizenym obsahem Zeleza po dobu &tyf tydnd vedlo ke sniZzeni koncentrace
Zeleza v jatrech a varlatech. Byla zvySena koncentrace zinku a médi v jatrech
a varlatech, a vapniku a meédi v ledvinach. Podani kadmia vedlo ke zvySené
koncentraci vapniku, zinku, médi a Zeleza v jatrech, zinku, médi a Zeleza
v ledvinach, vapniku a Zeleza ve varlatech, a ke snizeni koncentrace horcCiku,
zinku a médi ve varlatech u skupiny krmené standardni dietou. U skupiny krmené
dietou se zvySenym obsahem Zeleza vedlo podani kadmia ke zvySené koncentraci
zinku v jatrech a ledvinach, vapniku ve varlatech, a ke sniZzeni koncentrace
horCiku, zinku a médi ve varlatech. U skupiny krmené dietou se shizenym
obsahem Zeleza vedlo podani kadmia ke zvySené koncentraci zinku vV jatrech,
vapniku a Zeleza ve varlatech, a ke snizeni koncentrace médi v jatrech, horCiku
a Zeleza v ledvinach, a hoiCiku, zinku a médi ve varlatech. Koncentrace stopovych
prvkd v mozku nebyla ovlivnéna podanim kadmia (Tabulka 5.2).
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Tabulka 5.2 - Vliv rlzného mnozstvi Zeleza v diet¢é a podani kadmia
na koncentraci stopovych prvkd v organech mysi (v pg na gram vihké vahy)
Ca Mg Zn Cu Fe

JATRA
A Perle 227 1.5 239+11 226+0.9 3.48 £0.08 82 +14
A Cd 33.348.2 252 +17 34.743.3 3.9140.17 134£36
B. Kontrola 239+59 251*112 214 +1.4 357 +£0.29 4390**-_* 244
B. Cd 214+15 25518 27.941.4 387 +£0.49 4759 +392
C. Kontrola 218+41 2499 259#2.3 4.20 *JTrO.ZO 47* kiS
C. cd 24.7 £4.8 237 £14 33.9#9.5 3.64#4_#;0.41 42 £12
LEDVINY
A (il 374+2.4 2037 176+x05 348 £0.11 39 +4
A Cd 398 +4.5 201+10 1894#0.6 3.8540.31 45#13
B. Kontrola 41.7*1 3.8 19’:%* +5 16.540.7 3.38 £0.20 12q *129
B. Cd 39.8+2.9 194 +3 18140.6 3.52 £0.12 109 +11

474 £11.5 205+13 179+x15 3.62 £0.29 37 +£2
C. Kontrola n

41.1 +4.7 194 +4 194+06 3.70 +0.09 33 +2
C.Cd st i

32



Tabulka 5.2 - Pokrac¢ovani

Ca Mg Zn Cu Fe

VARLATA
A. Kontrola 36.2 £2.6 156 +5 20.0 £0.5 1.13+0.09 154 +1.2
Ao 124 £17  6Lg5 146408 09340.05 606 +53
B. Kontrola 41.4 £9.5 155+7 20.0 £1.3 1.27 *J_‘rO.OS 44:;15
B. Cd 136#513 6745 15.4,40.7 1.14#4:;t 0.07 49 =9
C. Kontrola 352 4.1 159 +7 21.1.40.8 142 50.06 11.5**1 0.8
C. cd 122 446.4 68,1t 2 15.640.7 1.15#11; 0.05 30.2 17.2
MOZEK
A. Kontrola  33.7 £1.7 154 +4 128 £+0.4  3.09 + 0.28 140 1.1
A. Cd 352 +4.0 153 +4 126x0.5 29310.41 14.0 £0.6
B. Kontrola 34.3 £2.8 155 %4 126 £0.3  3.19 +0.17 16.6 £2.9*
B. Cd 39.3+106 153+4 127+1.1  3.19+0.27 16.7 £2.3
C. Kontrola 33.3 +0.9 152 +3 124 +0.4  2.98 +0.30 134 £0.9
C. Cd 355+77 146+10 11.9+0.8 277 £0.28 126 £ 1.0

Zaver:

Dieta se zvySenym obsahem Zeleza vedla k indukci lipoperoxidace v jatrech.

Ucinek kadmia zavisel na obsahu Zeleza v dieté
se zvySenym obsahem Zeleza kadmium jesté
lipoperoxidaci, ve skupiné krmené dietou se
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lipoperoxidace po podani kadmia nizSi, nez u kontrolnich zvifat téZze skupiny.
Obsah Zeleza v dieté mél také vliv na hladinu redukovaného glutationu. Ta byla
zvySena u skupiny krmené dietou se zvySenym obsahem Zeleza a naopak snizena
u skupiny krmené dietou se shizenym osahem Zeleza. Podani kadmia vedlo
ke sniZeni hladiny redukovaného glutationu pouze u skupiny krmené standardni
dietou. ZvySeny obsah Zeleza v dieté neovlivnil aktivitu glutation peroxidazy, ktera
byla ovSem nizSi u skupiny krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza. Podani
kadmia nemélo vliv na aktivitu glutation peroxidazy. ZvySeny obsah Zeleza v dieté
ved| ke sniZeni aktivity katalazy. Podani kadmia vedlo ke sniZeni aktivity katalazy
u skupiny krmené dietou se snizenym obsahem Zeleza.

ZvySeny obsah Zeleza v dieté vedl ke kumulaci Zeleza ve vSech sledovanych
organech, nejvyraznéji vSak v jatrech. Zmény koncentrace ostatnich stopovych
prvk( nepresahovaly 10% hodnot skupiny krmené standardni dietou. Snizeny
obsah Zeleza v dieté se projevil v nizSi koncentraci Zeleza v jatrech a varlatech,
ktera byla doprovazena zvySenou koncentraci zinku a médi v téchto organech.

Zmény koncentraci stopovych prvkli navozené podanim kadmia ve skupiné
krmené dietou se zvySenym a snizenym obsahem Zeleza byly vétSinou stejné
(varlata), nebo o néco meéné vyjadiené (jatra, ledviny) vzhledem ke skupiné
krmené standardni dietou. V mozku nebyly sledovany zadné zmény v koncentraci

stopovych prvk.

34



52 VLIV QUERCETINU NA OXIDACNI STRES

V nékolika studiich, predevsim in vitro, bylo uk&zano, Ze quercetin ma
antioxidacni vlastnosti (Nunez et al, 2001; Aherne a O0'Brien, 2000). Cilem
nasledujicich pokusl bylo zjistit vliv quercetinu na antioxidacni systém mysi. Déle
jsme chtéli posoudit, zda afinita quercetinu k rliznym kovlim (Sugihara et al, 1999;
Kuo et al, 1998) pozitivné ovliviiuje oxidacni stres zplsobeny Zelezem, a také byl
sledovan vliv quercetinu na hladinu nékterych prvkl ve vybranych organech.

Quercetin (Sigma-Aldrich) byl podavan per os v rlznych davkach ve formé
disperze v 0.25% roztoku metylcelulézy. Zelezo jako siran Zeleznaty bylo
aplikovano intraperitoneélné v davce 10 mg Zeleza na kilogram vahy ve vodném

roztoku. VSechny roztoky byly pfipraveny Cerstvé pred aplikaci.

5.2.1 Quercetin 8.5 mg na kilogram vahy po dobu 21 dni

V tomto pokuse byl podavan quercetin v davce 8.5 mg na kilogram véahy jednou
denné po dobu 21 dni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelul6zu
v mnozstvi 0.3 ml na myS. V obou skupinach bylo po osmi zvifatech.

24 hodin po posledni davce byly mysSi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny
a mozek. Vjatrech byla stanovena mira lipoperoxidace, hladina redukovaného
glutationu a aktivita glutation peroxidazy a kataldzy. Hladina prvk(l byla stanovena
ve vS8ech vybranych organech.

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla vyznamné zvySena po podani
guercetinu z kontrolnich 37.19 na 47.43 nmol MDA/g (p < 0.001, Graf 5.5).
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Hladina redukovaného glutationu byla naopak vyznamné nizSi u quercetinové

skupiny vzhledem ke kontrolnim zvifatim (6.81 proti 8.42 pmol/g, p < 0.05, Graf
5.5).

mikromol/g

kontrola quercetin kontrola quercetin

Graf 5.5:Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg podobu 21 dni nalipoperoxidaci
(LPO, vlevo) ahladinu redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysSi

Aktivita kataldzy a glutation peroxidazy nebyla podanim quercetinu nijak
ovlivnéna (Graf 5.6).

Quercetin  zvySil hladinu hof€iku v jatrech, snizil obsah zinku v ledvinich
a hor¢iku v mozku (Tabulka 5.3).
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Graf 5.6:Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg podobu 21 dni naaktivitu katalazy
(Kat, vlevo) aglutation peroxidazy (Px, vpravo) v jatrech mysi
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Tabulka 5.3 - Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg po dobu 21 dni na koncentraci

stopovych prvkl v organech mysi (v pg na gram vihké vahy)

Ca Mg Zn Cu Fe

JATRA
Kontrola 378 £2.6 232 +4 235+1.8 456 +0.68 749 + 18.0
Quercetin 38.7£1.7 243 +8* 23.8+2.2 509 +1.26 84.0 £15.6
LEDVINY
Kontrola 428 +6.0 194 +28 170x0.2 3.63 £0.23 40.8 £1.4
Quercetin 441 £2.4 200 +5 16.7 £0.2* 3.32 £0.13 40.1 £1.3**
MOZEK
Kontrola 37.9+7.6 147 +2 124 +0.4 317 £0.17 135+ 13
Quercetin 355+2.6 143 +3** 125+0.5 3.25+0.23 13.3+0.6

Zaver:

Vysledky tohoto pokusu ukazuji, Ze quercetin v davce 8.5 mg na kilogram vahy

po dobu 21 dni per os navozuje v jatrech zvySeni lipoperoxidace. Hladina

redukovaného glutationu v jatrech byla snizena na pfiblizné 89% kontrolnich

hodnot. Quercetin nemél vliv na aktivitu jaterni kataldzy a glutation peroxidazy.

Zmény koncentraci hofCiku v jatrech a mozku, a zinku v ledvinach byly statisticky

vyznamneé, nicméné velmi mirné.
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5.2. Interakce mezi quercetinem a Zelezem po etdenni aplikaciquercetinu

MysSi byly rozdéleny do dvou skupin po 14 jedincich. Jedné skupiné byl podavan
quercetin per os v davce 8.5 mg na kilogram vahy jednou denné po dobu 6 dni.
Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelulézu v mnozZstvi 0.3 ml na mys.
Od c¢tvrtého dne byl sedmi jedinclim z kazdé skupiny aplikovan intraperitonealné
siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram vahy) jednou denné po tfi dny. Druh&
polovina z kazdé skupiny slouzila jako kontrola a dostavala 0.3 ml fyziologického
roztoku intraperitonealné po tfi dny.

24 hodin po posledni davce 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 katalazy.
Ve vSech vybranych organech byla stanovena hladina Zeleza.

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla vyznamné zvySend po aplikaci
Zeleza (z 30.73 na 47.27 nmol MDA/g, p < 0.001). Quercetin sam také zvysil
lipoperoxidaci, ale dale nemél viiv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci (Graf 5.7).

Zelezo nemélo vliv na hladinu redukovaného glutationu a aktivitu katalazy
a glutation peroxidazy. Kombinace quercetinu a Zeleza vedla ke sniZeni aktivity
katalazy. Quercetin samotny neovlivnil hladinu redukovaného glutationu nebo
aktivitu katalazy a glutation peroxidazy (Graf 5.7 a 5.8).

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech,

ledvinach a sleziné. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza v organech (Tabulka 5.4).
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Graf 5.7: Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg podobu 6dni aZeleza v davce 10
mg/kg po dobu 3 dni na lipoperoxidaci (LPO, vlevo) a hladinu redukovaného
glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysi

Tabulka 5.4 - Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg po dobu 6 dni a Zeleza v davce

10 mg/kg na koncentraci Zeleza v organech mysi (v pg na gram vihké véhy)

JATRA LEDVINY SLEZINA SRDCE MOZEK
Kontrola 79 £11 38.1 £3.0 182 +26 52 £4 13 £2
Fe 166 + 30"**  43.6 £1.3*** 330+ 37" 56 +4 14+1
Fe +
. 154 +33 45.6 +5.5 308 29 54 +3 13+1
Quercetin
70+ 16 39.1 £10.6 184 +56 53 £3 13+1
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Graf 5.8:Vliv quercetinu v davce 8.5 mg/kg podobu 6 dni azZeleza v davce 10
mg/kg podobu 3dni naaktivitu katalazy (Kat, vlevo) aglutation peroxidazy (PX,
vpravo) Vv jatrech mysSi

Zaver:

Vysledky ukazuji, Ze podani Zeleza v davce 10 mg na kilogram vahy
intraperitonedlné vyznamné zvySilo miru lipoperoxidace v jaternim homogenétu
(pfiblizné 15 krat). Tato davka vSak neméla vliv na hladinu redukovaného
glutationu a aktivitu kataldzy a glutation peroxiddzy. Quercetin také zvysil
lipoperoxidaci, ale nemél vliv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci. Quercetin
samotny neovlivnil hladinu redukovaného glutationu a aktivitu kataldzy a glutation
peroxidazy. Ackoliv Zelezo a quercetin nezménily aktivitu kataldzy, jejich
kombinace vedla ke sniZeni aktivity katalazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvySila v jatrech,

ledvinach a sleziné. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza v organech.
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5.2. Interakce mezi quercetinem a zelezem po tdenni aplikaciquercetinu

MySi byly rozdéleny do tfi skupin po 8 jedincich. Dvé skupiny dostavaly
intraperitoneélné siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram véahy) jednou denné
po tfi dny. Tfeti skupina slouZila jako kontrola a dostavala 0.3 ml fyziologického
roztoku intraperitonealné po tfi dny. Po dvoudenni pauze byl jedné ze skupin, ktera
dostavala Zelezo, podavan quercetin per os v davce 8.5 mg na kilogram vahy
jednou denné po dobu tfi dnd. Zbylé dvé sk upiny 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 dismutdzy. Ve vSech vybranych organech byla

stanovena hladina zeleza.

Vysledky:

Aplikace Zeleza vedla ke zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenatu
(z 47.09 na 63.65 nmol MDA/g, p < 0 .01, Graf 5.9) a ke sniZeni hladiny
redukovaného glutationu (z 7.48 na 6.03 pmol/g, p < 0.05, Graf 5.9). Aktivita
superoxid dismutazy v erytrocytech byla snizena po podani Zeleza (p < 0.05, Graf
5.10). Quercetin nemél vliv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci (Graf 5.9).
Quercetin srovnal snizené hladiny redukovaného glutationu na kontrolni hodnoty
(Graf 5.9). Aktivita superoxid dismutazy nebyla quercetinem ovlivnéna (Graf 5.10).

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, srdci
a sleziné. Quercetin snizil hladinu Zeleza v jatrech. Kombinace Zeleza a quercetinu

zvysila koncentraci Zeleza v ledvinach (Tabulka 5.5).
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Graf 5.9:Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg podobu 3 dni aquercetinu po dvoudenni
pauze v davce 8.5 mg/kg podobu 3dni nalipoperoxidaci (LPO, vlevo) ahladinu

redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysi
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Graf 5.10: Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg po dobu 3 dni a quercetinu
po dvoudenni pauze v davce 8.5 mg/kg po dobu 3 dni na aktivitu superoxid

dismutazy (SOD U nagram hemoglobinu) v erytrocytech mysi
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Tabulka 5.5 - Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg po dobu 3 dni a quercetinu v davce
8.5 mg/kg po dobu 3 dni na koncentraci Zeleza v organech mysi (v |jg na gram
vihké vahy)

JATRA LEDVINY  SLEZINA SRDCE MOZEK

Kontrola 104 +18 432 +3.0 32375 55.7 £0.9 171 +1.3

Fe 183 £ 18** 46.2 £5.7 532 +124** 61.0 £3.1*** 172+ 16
+
e : 160 £15# 483 +£52* 683 +204** 60.2 £3.7** 16.7+1.7
Quercetin
ZAaver:

Podani Zeleza v davce 10 mg na kilogram vahy intraperitonealné vyznamné
zvySilo miru lipoperoxidace v jaternim homogenatu. Déle doSlo k poklesu
redukovaného glutationu a sniZzeni aktivity superoxid dismutdzy v erytrocytech.
Quercetin meél pozitivni vliv na snizené hladiny redukovaného glutationu, které se
vratily ke kontrolnim hodnotdm u skupiny IéCené quercetinem. Na druhé strané
quercetin nemél vliv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci, ani na sniZzenou aktivitu
superoxid dismutazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, srdci
a sleziné. Podani quercetinu vedlo ke sniZzeni koncentrace Zeleza v jatrech. Ackoliv
koncentrace Zeleza nebyla zvySena v ledvindch u skupiny, které byl aplikovan
samotny siran Zeleznaty, podani quercetinu po tfech davkéch Zeleza vedlo
k mirnému zvySeni hladin Zeleza v ledvindch. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza
v ostat nich organech.
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5.2.4 Interakce mezi quercetinem a Zelezem po sedmitydenni aplikaci

quercetinu

Mysi byly rozdéleny do dvou skupin po 16 jedincich. Jedné skupiné byl podavan
guercetin per os v davce 4.25 mg na kilogram vahy jednou denné po dobu 49 dni.
Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelul6zu v mnozstvi 0.3 ml na mys.
Posledni tfi dny byl osmi jedinclm z kazdé skupiny aplikovan intraperitoneainé
siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram vahy) jednou denné. Druhd polovina
z kazdé skupiny slouZila jako kontrola a dostavala 0.3 ml fyziologického roztoku
intraperitonealné po tfi dny.

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, hladina redukovaného glutationu, a aktivita
glutation peroxidazy a katalazy. V erytrocytech byla stanovena aktivita superoxid
dismutazy. Ve vSech vybranych organech byla stanovena hladina Zeleza.

Vysledky:

Aplikace Zeleza vedla ke zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenatu
(z 50.06 na 80.1 nmol MDA/g, p < 0.001, Graf 5.11) a ke zvySeni hladiny
redukovaného glutationu (z 6.66 na 8.06 pmol/g, p < 0.01, Graf 5.11). Zelezo
nemélo vliv na aktivitu superoxid dismutazy, kataldzy a glutation peroxidazy (Graf
512 a 5.13). Quercetin snizil lipoperoxidaci, ale nemél vliv na Zelezem
indukovanou lipoperoxidaci (Graf 5.11 ). Aktivita glutation peroxidazy se zvysila

po podani quercetinu (Graf 5.12). Quercetin neovlivnil hladinu redukovaného
glutationu nebo aktivitu katalazy a superoxid dismutazy (Graf 5.11, 5.12 a 5.13).

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvySila v jatrech,
ledvinach, srdci a sleziné. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza v organech (Tabulka
5.6).
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Graf 5.11:Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg podobu 3dni aquercetinu v davce
4.25 mg/kg podobu 49 dni nalipoperoxidaci (LPO, vlevo) ahladinu redukovaného

glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysi
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Graf 5.12:Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg podobu 3dni aquercetinu v davce
4.25 mg/kg podobu 49dni naaktivitu kataldzy (Kat, vlevo) aglutation peroxidazy

(Px, vpravo) v jatrech mysi
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Graf 5.13:Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg podobu 3dni aquercetinu v davce
4.25 mg/kg po dobu 49 dni na aktivitu superoxid dismutdzy (SOD U nagram

hemoglobinu) v erytrocytech mysi

Tabulka 5.6 - Vliv Zeleza v ddvce 10 mg/kg po dobu 3 dni a quercetinu v davce
4.25 mg/kg po dobu 49 dni na koncentraci Zeleza v organech mysi (v pg na gram
vihké vahy)

JATRA LEDVINY SLEZINA SRDCE MOZEK

Kontrola 118 £ 22 40.8 £3.1 490+154 70 £4 151 +1.4

Fe 262 + 38 527 £5.1*** 658 +99* 78 + 3** 162+ 12
ks 271 £63*** 51.3 +4.8*** 645 +158 74 +7 165+1.1
Quercetin

Quercetin 104 £16 458 £9.3 448 +132 68 +3 165 1.9
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Zaveér:

Podani Zeleza v davce 10 mg na kilogram vahy intraperitonealné vyznamné
zvySilo miru lipoperoxidace a hladinu redukovaného glutationu v jaternim
homogenatu. Aktivita katalazy, glutation peroxidazy a superoxid dismutazy zlstala
po podani Zeleza nezménéna. Dlouhodobé podavani quercetinu v davce 4.25 mg
na kilogram vahy vedlo k nizsi lipoperoxidaci v jatrech vzhledem ke kontrolni
skupiné. Také aktivita glutation peroxidazy byla u quercetinové skupiny vysSi nez
u kontrolni. AvSak tato davka neméla vliv na Zelezem zvySenou lipoperoxidaci,
ani na hladinu redukovaného glutationu, aktivitu superoxid dismutazy a katalazy.

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysSila v jatrech,
ledvinach, srdci a sleziné. Quercetin neovlivnil hladinu Zeleza ve vybranych

organech.
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5.3 VLIV SILIBININU NA OXIDACNI STRES

Podobné jako quercetin, také silibinin je latka s antioxidaCnim potencialem.
Nékteré studie dokazuji jeho antioxidacni UCinek a predpoklada se, Ze silibinin je
spiSe vychytavacem volnych radikald, ackoliv jeho afinita k Zelezu mize také mit
vyznam (Psotova et al, 2002; Bhattacharya et al, 2000). Cilem nasledujicich
pokusl bylo zjistit vliv silibininu na antioxidacni systém mysi. Dale jsme chtéli
posoudit, zda afinita silibininu k zelezu (Borsari et al, 2001) pozitivné ovlivhuje
oxidacni stres zplisobeny Zelezem, a také byl sledovan vliv silibininu na hladinu

nékterych prvkd ve vybranych organech.

Silibinin  (Sigma-Aldrich) byl podavan per os v rliznych davkach ve formé
disperze v 0.25% roztoku metylcelulézy. Zelezo jako siran Zeleznaty bylo
aplikovano intraperitoneélné v davce 10 mg Zeleza na kilogram vahy ve vodném

roztoku. VSechny roztoky byly pfipraveny Cerstvé pred aplikaci.

531 Silibinin 48 mg na kilogram vahy po dobu 10 dni

V tomto pokuse byl podavan silibinin v davce 48 mg na kilogram véahy jednou
denné po dobu 10 dni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelul6zu
v mnozstvi 0.3 ml na mys. V obou skupinach bylo po osmi zvifatech.

24 hodin po posledni davce byly mySi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny
a mozek. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace a hladina redukovaného

glutationu. Koncentrace prvkl byla stanovena ve vSech vybranych organech.

Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla vyznamné zvySena po podani
silibininu z kontrolnich 51.38 na 108.05 nmol MDA/g (p < 0.001, Graf 5.14).
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Hladina redukovaného glutationu byla naopak vyznamné niz8i u silibininove
skupiny vzhledem ke kontrolnim zvifatim (4.99 proti 6.39 pmol/g, p < 0.001, Graf
5.14).
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Graf 5.14:Vliv silibininu v ddvce 48 mg/kg podobu 10 dni nalipoperoxidaci
(LPO, vlevo) ahladinu redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysSi

Silibinin zvySil hladinu zinku a médi v jatrech, a Zeleza v ledvinach (Tabulka 5.7).

Zaveér:

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

Zmeény koncentraci zinku a meédi v jatrech, a Zeleza v ledvinach byly statisticky

vyznamné, nicméné velmi mirné.
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Tabulka 5.7 - Vliv silibininu v davce 48 mg/kg po dobu 10 dni na koncentraci

stopovych prvkid v organech mysi (v pg na gram vihké vahy).

Ca Mg Zn Cu Fe

JATRA

Kontrola 287+40 231+17 227+16 4.42 +0.69 954 +18.0
Silibinin 285 2.9 245+9 27.8 £3.8** 5.66 £0.62** 122.7 +36.2
LEDVINY

Kontrola 424 +2.1 19 +5 168+0.5 3.40 +£0.23 43.8 £1.9
Silibinin 425 +2.0 198 +t9 169 0.8 3.36 £0.19* 48.0 £3.0**
MOZEK
Kontrola 37146 159+3 132+03 2.95 +0.23 147+ 13
Silibinin 439+130 160+4 131 +1.3 3.12 +0.30 15512

5.3.2 Silibinin 12 mg na kilogram vahy po dobu 21 dni

V tomto pokuse byl podavan silibinin v davce 12 mg na kilogram vahy jednou

denné po dobu 21 dni. Kontrolni skupina dostavala 0.25% metylcelulézu

v mnoZzstvi 0.3 ml na mys. V obou skupinach bylo po osmi zvifatech.
24 hodin po posledni davce silibininu byly mysi dekapitovany a odebrany jatra,

ledviny a mozek. V jatrech byla stanovena mira hladina

lipoperoxidace,
redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a katalazy. Ve vSech

vybranych organech byla stanovena hladina prvkd.
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Vysledky:

Lipoperoxidace v jaternim homogenatu byla zvySena po podani silibininu
z kontrolnich 37.19 na 45.47 nmol MDA/g (p < 0.01, Graf 5.15).
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Graf 5.15: Vliv silibininu v davce 12 mg/kg podobu 21 dni nalipoperoxidaci
(LPO, vlevo) ahladinu redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysSi

Silibinin nemél vliv na hladinu redukovaného glutationu a aktivitu kataldzy
a glutation peroxidazy (Graf 5.15 a 5.16).

DoSlo ke zvySeni koncentrace médi v ledvinach a hofCiku v mozku (Tabulka
5.8).
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Graf 5.16: Vliv silibininu v davce 12 mg/kg podobu 21 dni naaktivitu katalazy

(Kat, vlevo) aglutation peroxidazy (Px, vpravo) v jatrech mysi

Tabulka 5.8 - Vliv silibininu v davce 12 mg/kg po dobu 21 dni na koncentraci
stopovych prvk(l v organech mysi (v pg na gram vihké vahy)

Ca Mg Zn Cu Fe

JATRA

Kontrola 37.8+2.6 2324 235+18 4.56 +0.68 74.9 £18.0
Silibinin 39.3+6.6 233 +8 232 +2.3 4.06 +0.48 84.5 +33.7
LEDVINY

Kontrola 428 £t6.0 194 +28 17.0x05 3.63+£0.23 408 1.4
Silibinin 443 +6.2 209+27 16.7+0.5 339+0.14* 388 +3.1
MOZEK

Kontrola 379+7.6 1472 12404 3.17 £0.17 135+ 13
Silibinin 455 +14.5 143 +4* 132%19 3.21 +0.18 13.3+0.9
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Zaveér:

Silibinin v davce 12 mg na kilogram vahy po dobu 21 dni vyznamné zvySil miru
lipoperoxidace v jatrech. Tato davka vSak neovlivnila hladinu redukovaného
glutationu, a aktivitu katalazy a glutation peroxidazy.

Zmeény koncentraci meédi v ledvinAch a hofCiku v mozku byly statisticky
vyznamné, nicméné velmi mirné.

5.3.3 Silibinin 6 mg na kilogram vahy po dobu sedmi tydn(

V tomto pokuse byl podavan silibinin v davce 6 mg na kilogram vahy jednou
denné po dobu sedmi tydnd. 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 kataldzy. V erytrocytech byla stanovena aktivita superoxid dismutazy.
Ve v8ech vybranych organech byla stanovena hladina prvko.

Vysledky:

Lipoperoxidace, hladina redukovaného glutationu, a aktivita kataldzy, glutation
peroxidazy a superoxid dismutazy nebyly ovlivnény podanim silibininu (Graf 5.17,
5.18 a 5.19).

Koncentrace hofCiku v srdci a médi v mozku byla po podani silibininu snizena
(Tabulka 5.9).
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Graf 5.17: Vliv silibininu v davce 6 mg/kg podobu 49 dni nalipoperoxidaci (LPO,
vlevo) ahladinu redukovaného glutationu (GSH, vpravo) v jatrech mysSi

Kat Px

40
30

SZO

10-

kortrola silibinin kortrola silibinin

Graf 5.18: Vliv silibininu v davce 6 mg/kg podobu 49dni naaktivitu katalazy
(Kat, vlevo) aglutation peroxidazy (Px, vpravo) v jatrech mysSi
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Graf 5.19:Vliv silibininu v davce 6 mg/kg podobu 49 dni naaktivitu superoxid
dismutazy (SOD U nagram hemoglobinu) v erytrocytech mysSi
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Tabulka 5.9 - Vliv silibininu v davce 6 mg/kg po dobu 49 dni na koncentraci

stopovych prvkd v orgdnech mysi (v pg na gram vihké vahy).

Ca Mg Zn Cu Fe

JATRA
Kontrola 244+18 2334 24914 5.14 + 0.97 118 + 22
Silibinin 258 4.0 231+14 232 +2.2 448 +0.61 95+ 19
LEDVINY
Kontrola 358+2.0 1957 171 0.6 340 £0.13 40.8 £3.1
Silibinin 350+1.9 192 +6 16.7 £0.7 3.32+0.11* 384 +3.0
MOZEK
Kontrola 28716 150 +3 123+05 3.34 £0.21 151 +1.4
Silibinin 275+11 147 +3 125+05 3.07 +0.19* 158+ 15
SRDCE
Kontrola 196+16 233+10 178 £0.5 5.74 +0.27 70 4
Silibinin 201 +1.5 223+5 173*1.1 5.53 £0.24 68 +4
SLEZINA
Kontrola 204 £4.7 247 £8 19.0+0.8 0.96 +0.11 490+154
Silibinin 213+39 2476 187zx14 1.00 £0.24 410+ 81

Zaveér:

Dlouhodobé podéavani silibininu v dadvce 6 mg na kilogram vahy nemélo vliv
na zadny ze sledovanych parametrl (lipoperoxidace,

hladina redukovaného

glutationu, aktivita katalazy, glutation peroxiddzy a superoxid dismutazy).

Ackoliv pokles koncentrace médi v mozku a horCiku v srdci byl statisticky

vyznamny, tato zména byla velice mirna.
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5.34 Interakce mezi silibininem a Zelezem po tfidenni aplikaci silibininu

MysSi byly rozdéleny do tfi skupin po 8 jedincich. Dvé skupiny dostavaly
intraperitoneélné siran Zeleznaty (10 mg Zeleza na kilogram véhy) jednou denné
po tfi dny. Treti skupina slouZila jako kontrola a dostavala 0.3 ml fyziologického
roztoku intraperitonedlné po tfi dny. Po dvoudenni pauze byl jedné ze skupin, ktera
dostavala Zelezo, podavan silibinin per os v davce 12 mg na kilogram véhy jednou
denné po dobu ftfi dnl. Zbylé dvé skupiny dostavaly 0.25% metylcelulézu
v mnozstvi 0.3 ml na mys.

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 a hladina redukovaného glutationu. V erytrocytech byla
stanovena aktivita superoxid dismutdzy. Ve vSech vybranych organech byla

stanovena hladina Zeleza.

Vysledky:

Aplikace Zeleza vedla ke zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenétu
(z 47.09 na 63.65 nmol MDA/g, p < 0.01, Graf 5.20) a ke sniZzeni hladin
redukovaného glutationu (z 7.48 na 6.03 |jmol/g, p < 0.05, Graf 5.20). Aktivita
superoxid dismutazy v erytrocytech byla snizena po podani Zeleza (p < 0.05, Graf
5.21). Silibinin jesté vice zvyraznil Zelezem indukovanou lipoperoxidaci (p < 0.05
vi¢i skupiné se Zelezem, Graf 5.20). Silibinin srovnal sniZené hladiny
redukovaného glutationu na kontrolni hodnoty (Graf 5.20). Aktivita superoxid
dismutazy nebyla silibininem ovlivnéna (Graf 5.21).

Koncentrace Zeleza se po podani siranu Zeleznatého zvysila v jatrech, srdci

a sleziné. Silibinin neovlivnil hladinu Zeleza ve vybranych organech (Tabulka 5.10).
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Tabulka 5.10 - Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg po dobu 3 dni a silibininu v davce

12 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 £0.9 171 +1.3
Fe 183 +18*** 46.2 5.7 532 +124** 61.0+3.1** 172 +1.6
Fe +
S 186 +41*** 447 +3.9 563 +141** 59.2 +4.3* 169+ 13
Zaveér:

Podani Zeleza v davce 10 mg na kilogram vahy intraperitonealné 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 sleziné. Silibinin neovlivnil hladinu Zeleza ve vybranych organech.
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5.4 VLIV BISFOSFONATU NA OXIDACNI STRES

Bisfosfonaty dnes zaujimaji vyznamné postaveni v IéCbé celé fady
metabolickych onemocnéni skeletu. ACkoliv jejich hlavnim mechanismem Ucinku je
inhibice osteoklastll, zda se, Ze mezi jejich dal$i aktivity by mohly patfit také
antioxida¢ni ucinky (Dombrecht et al, 2003; Kljuchnikov et al, 1993). Cilem
nasledujicich pokus( bylo zjistit vliv bisfosfonatli na antioxidacni systém mysi. Déle
jsme chtéli posoudit, zda vybrané bisfosfonaty maji néjaky vliv na oxidacni stres
zplsobeny Zelezem, a také byl sledovan vliv bisfosfonatli na hladinu stopovych
prvkl ve vybranych organech.

Byli vybrani tfi zastupci bisfosfonatt, ktefi se liSili jednak v chemické strukture,
jednak ve své relativni potenci inhibovat kostni resorpci v nasledujicim 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 priblizné 0.35 mmol) na kilogram vahy
ve formé disperze v 0.25% roztoku metylceluldzy. 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.
54.1 Vliv bisfosfonatdl na antioxidacni 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% metylcelul6zu
v mnozstvi 0.3 ml na mys. Ve vSech skupinach bylo po osmi zvifatech.

24 hodin po posledni davce byly mySi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny,
slezina, srdce, pravy femur a mozek. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace,
hladina redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a katalazy.

Koncentrace prvkl byla stanovena ve vSech vybranych organech.
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Vysledky:

Mira lipoperoxidace, hladina redukovaného glutationu, a aktivita katalazy
a glutation peroxidazy v jaternim homogenéatu nebyly bisfosfonaty ovlivnény (Graf
5.22 a 5.23).
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Graf 5.22:Vliv clodronatu, etidronatu arisedronatu v davce 100 mg/kg podobu
5dni nalipoperoxidaci (LPO, vlevo) ahladinu redukovaného glutationu (GSH,
vpravo) Vv jatrech mysi

Clodronat snizil koncentraci vapniku v jatrech, zinku v ledvinach a femuru,
a hofciku a médi v srdci. Etidronat sniZil koncentraci vapniku v jatrech a femuru,
zinku v ledvinach a femuru, hoiciku v srdci, a médi v srdci a ve sleziné. Risedronat

zvySil koncentraci zinku v jatrech a sniZil koncentraci médi v srdci (Tabulka 5.11).
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Graf 5.23:Vliv clodronatu, etidronatu arisedronatu v davce 100 mg/kg podobu
5dni naaktivitu katalazy (Kat, vlevo) aglutation peroxidazy (Px, vpravo) v jatrech
mysi

Zaveér:

Podavani bisfosfonatll v davce 100 mg na kilogram vahy neovlivnilo ani jeden
ze sledovanych parametrli oxida¢niho poskozeni (lipoperoxidace, redukovany
glutation, aktivita katalazy a glutation peroxidazy).

Zmény v koncentraci prvkll se nejvice tykaly zinku (ledviny a femur) a az

na vyjimky byly na hranici statistické vyznamnosti.
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Tabulka 5.11 - Vliv clodronatu, etidronatu a risedronatu v davce 100 mg/kg
po dobu 5 dni na koncentraci stopovych prvk( v organech mysi (v pg na gram

vihkeé vahy).
Ca Mg Zn Cu Fe

JATRA
Kontrola 286+1.5 2386 206+18 469 +0.51 68.8+8.9
Clodronat 258+2.1** 230 +6 210+1.7 448 +0.98 76.3+19.3
Etidronat 256+26* 237 7 215+11 453 +0.53 728 +18.6
Risedronat 27.2+2.0 240 £4 235 +2.1** 470+0.85 719+112
LEDVINY
Kontrola 372+23 206 £13 17.3+10 349+0.30 342+33
Clodronat 36.1+3.0 195+10 160+ 1.2* 328+0.27 33.7%2.6
Etidronat 361+2.4 193+15 158 £1.3** 321+0.30 33425
Risedronat 36.7 +1.7 206 £16 171+1.6 350+0.20 39242
MOZEK
Kontrola 37127 162+2 12.7 +0.3 270+0.17 125+10
Clodronat 35312.0 160+4 126 +0.3 261+0.15 11.7+05
Etidronat 365+2.1 163 +2 128+0.3 266+019 118z%11
Risedronat 368 +1.4 163 +3 126+0.3 276 £0.14 129+12
SRDCE
Kontrola 259+4.2 250 +12 181 +1.6 593+0.30 571+3.9
Clodronat 249+4.7 245+7* 171 +0.7 550 £0.16** 55.0 +4.2
Etidronat 261+2.4 245+ 7* 179+13 557 £+0.20* 545+3.1
Risedronat 24.7 +3.6 250 +12 176 £1.5 564+0.19* 57.3+2.3
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Tabulka 5.11 - Pokracovani

Ca Mg Zn Cu Fe

SLEZINA
Kontrola 280+3.1 256 %12 212+14 139+0.18 15414
Clodronat 289+4.1 257 +9 212+1.4 123+015 152 +27
Etidronat 269+45 246 +7 20.30.9 122 +0.05* 14312
Risedronat 26.1+4.2 249+20 215+1.7 131+0.14 141 +24
FEMUR
Kontrola 123 +11 139+015 954 7.7 309+0.36 409 7.2
Clodronat 114+12 130+017 884+4.2* 297 +0.26  38.6 6.7
Etidronat 106 +11* 126+021 782+6.8* 291+0.35 431+4.1
Risedronat 129 +8 149+013 96.7+7.5 338+0.25 48.0%3.2

54.2 Interakce mezi bisfosfonaty a Zelezem

MysSi 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.
Dv& skupiny dostavaly po stejnu dobu 0.3 ml 0.25% metylceluldzy na mys. Zelezo
bylo aplikovano od tfetiho dne v davce 10 mg na kilogram vahy po dobu tfi dnl
vSem skupinam s bisfosfonaty a jedné kontrolni. Zbyla skupina dostavala 0.3 ml
fyziologického roztoku na mysS po dobu tii dnd a slouzila jako kontrola.

24 hodin po posledni davce byly mySi dekapitovany a odebrany jatra, ledviny,
slezina, srdce, pravy femur a mozek. V jatrech byla stanovena mira lipoperoxidace,
hladina redukovaného glutationu, a aktivita glutation peroxidazy a katalazy.

Koncentrace prvkll byla stanovena ve vSech vybranych organech.
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Vysledky:

Podani Zeleza vedlo k zvySeni lipoperoxidace v jaternim homogenatu
Z kontrolnich 39.21 na 73.68 nmol MDA/g (p < 0.001, graf 5.24), ale neovlivnilo
hladinu redukovaného glutationu, nebo aktivitu katalazy a glutation peroxidazy
(Graf 5.25, 5.26 a 5.27).
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Graf 5.24:Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg aclodronatu, etidronatu arisedronatu

v davce 100 mg/kg nalipoperoxidaci (LPO) v jatrech mysSi

Clodronat, etidronat a risedronat vyznamné snizily Zelezem indukovanou
lipoperoxidaci, kterd se v pfipadé clodronatu rovnala kontrolnim hodnotam (Graf
5.24). Hladina redukovaného glutationu byla zvy$ena po podani vSech bisfosfonatd
se zelezem (Graf 5.25). Ani jeden bisfosfonat nemél vliv na aktivitu katalazy

a glutation peroxidazy (Graf 5.26 a 5.27).
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Graf 5.25:Vliv Zeleza v ddvce 10 mg/kg aclodronatu, etidronatu arisedronatu
v davce 100 mg/kg nahladinu redukovaného glutationu (GSH) v jatrech mysSi
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Graf 5.26:Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg aclodronatu, etidronatu arisedronatu
v ddvce 100 mg/kg naaktivitu kataldzy (Kat) v jatrech mysi
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Graf 5.27: Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg aclodronatu, etidronatu arisedronatu

v davce 100 mg/kg naaktivitu glutation peroxidazy (Px) v jatrech mysSi

Podani siranu Zeleznatého zvysSilo koncentraci Zeleza v jatrech a sleziné.

Podani risedronatu se Zelezem vedlo k dalSimu zvySeni koncentrace Zeleza

vjatrech (p < 0.01). Podani etidronatu nebo clodronatu se Zelezem nemélo vliv

na zvySené 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. VSechny bisfosfonaty

v kombinaci se Zelezem snizily hladinu Zeleza v mozku (Tabulka 5.12).

Po podani Zeleza byla snizend hladina médi v ledvinach a femuru, a vapniku

a hor¢iku ve femuru. Risedronat vratil hladinu médi v ledvinach a ve femuru,

a vapniku a hofciku ve femuru ke kontrolnim hodnotdm. Podani etidronatu vedlo

k vyS§Sim hodnotdm meédi v ledvinach a ve femuru, a vapniku a hof¢iku ve femuru

proti kontrolni skupiné. Podani clodronatu se Zelezem dale snizilo koncentraci
hofCiku a zinku v mozku (p < 0.01 proti kontrole) a hoiCiku v ledvinach a srdci
(p < 0.05 proti Zelezu). Podani etidronatu se Zelezem zvySilo koncentraci hofCiku

a zinku v jatrech, vapniku, hofCiku a zinku v ledvinach, zinku ve femuru, hoiCiku,
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zinku a médi v srdci a ve sleziné. Koncentrace hofCiku a zinku byla po podani
etidronatu a Zeleza niz8i v mozku. Podéani risedronatu se Zelezem zvySilo hladinu

~w 7]

vapniku a zinku v ledvinach, hofCiku, zinku a médi v srdci a zinku a médi

ve sleziné. Koncentrace horCiku a zinku byla po podani risedronatu a Zeleza nizsi
v mozku (Tabulka 5.13).

Tabulka 5.12 - 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

63.8 +9.9 300+ 19 34.2 £3.9 133 + 18.2 50.7 £3.1 11.0 £0.4
Kontrola
F 133.6£42.0 30.5 £3.0 32.8 +5.3 285.2 £ 156.7 523 4.1 105+ 1.2
e
Fe + 140.3 +23.4 31.2 +3.0 36.2 +5.3 217 + 48.0 49.1 +4.4 9.6 £0.7
Clodronat
Fe + 159.6 +£35.1 39.6 4.3 50.1 6.1 257.6 +49.8 63.7 £6.4 9.7 1.0
Etidronat *rk g Rk g *rk g h
Fe + 201.2 £33.6 37.8 £4.6 46.0 +7.9 262.2 £33.0 58.3 4.7 10.3 0.6
Risedronat Frr#d e r# i ’
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Tabulka 5.13 - Vliv Zeleza v davce 10 mg/kg a clodronatu, etidronatu
a risedronatu v davce 100 mg/kg na koncentraci stopovych prvk( v organech mysi

(v pg na gram vihké vahy).

Ca Mg Zn Cu

JATRA
Kontrola 27.4 2.8 226 +6 236+12 450 £0.85
Fe 26.6 +2.3 222 +8 223+12  4.32+0.99
Fe + Clodronat 26.3 £2.7 225 +8 233+14 417 +0.69
Fo + Etidronat 29.2 £2.8 230 + 4# 24.7,£1.6  4.80 £0.63
Fo + Risedronat 285 2.8 223 18 236+2.5 411 +0.95
LEDVINY
Kontrola 412 +13 206 £10 172 +0.8  3.59 +0.25
Fe 413 +2.4 207 +15 168+08 331 :_r0.12
Fe + Clodronat 415 +1.9 191 11 163 0.8  3.39 £0.22
Fe + Etidronat 49.0 £p44 227 +9 188 0.6 4 0?5(8;.(?1
e AL 46.6”;111.7 208 11 17.7;;_:6'.7 3 78“'%_%;25
MOZEK
Kontrola 345 +1.9 145 £ 4 127 +0.6  2.60 £0.16
o 324 1.7 138 +9 122 +0.8  2.59 £0.32
Fe + Clodronat 36.2 £9.2 1356 119405 241 £0.28
Fe + Etidronat 34.9 7.7 135*110 12240.4 251 +0.20

33.0 £1.0 12.0240.4 254 £0.12

Fe + Risedronat

134 +5
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Tabulka 5.13 - Pokrac¢ovani

Ca Mg Zn Cu

SRDCE

Kontrola 27.4 +3.4 213 + 10 179+12  560+0.11
Fe 27.8 +3.9 220 +8 179+10 563 +0.26
Fe + Clodronat 25.6 +2.8 208,10 175+13  5.46 x0.29
Fe + Etidronat 33.248.9 25»@#%8 2];*1*;—“”%"5 6.53%?&?2
Fe + Risedronat 270 +1.8 235+ 20 195+14 595 %0.34
SLEZINA

Kontrola 26.1 +10.8 251 +8 171+0.7  1.08+0.18
Fe 46.8 +33.0 260 + 19 169 +0.6  1.10+0.14
Fe+ Clodronat 324 £10.6 249 +13 165+0.6  1.03+0.11
Fe + Etidronat 34.1 6.8 BQQ%? 2%&&9 1.34 +0.16
Fe + Risedronat 346 4.6 260 +13 184,409  13110.23
FEMUR

Kontrola 1045 +7.9 152 +0.14 819+44  282+0.19
Fe 93.8.47.2 131£0.14  77.5%7.8 250 +0.18
Fe + Clodronat 91.4:% 6.9 129%0.13 732458  2480.14
Fe + Etidronat 134'7.717.1..0'1 192 J‘Z?;ZG 99.9 +13.5 s.ig*ﬁgi t31
Fe + Risedronat 107.9;13.2 158 1%6'.18 81.8+98 293 ?#)'.28
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Zaveér:

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

Po podani siranu Zeleznatého byla zvySena koncentrace Zeleza v jatrech
a sleziné. Zatimco clodronat a etidronat nemély na zvySenou koncentraci Zeleza
v téchto organech vliv, risedronat jesté vyrazneéji zvysil koncentraci Zeleza v jatrech
(ve srovnani se skupinou, které bylo aplikovano Zelezo), ale nemél vliv na hladinu
Zeleza ve sleziné. Kombinace Zeleza s etidronatem nebo risedronatem vedla
ke zvySeni koncentrace Zeleza ve femuru, ledvinach a srdci, ackoliv samotny siran
Zeleznaty hladinu Zeleza ve zminénych organech nezménil. Kombinace Zeleza
s clodronatem, etidronatem nebo risedronatem sniZila hladinu Zeleza v mozku,
ackoliv samotny siran Zeleznaty tuto hodnotu nezmeénil.

Bisfosfonaty vyznamné ovlivnily koncentrace stopovych prvk( ve vybranych
organech. Podani risedronatu vratilo Zelezem snizené koncentrace vapniku,
hofCiku a médi ve femuru, a médi v ledvindch na kontrolni hodnoty, zatimco
podani etodrinatu vedlo dokonce k wvy3$im koncentracim téchto prvkd
ve zminénych organech nez u kontrolni skupiny. Clodronat nemél na Zelezem
zménéné koncentrace prvkd ve femuru a v ledvindch vliv. Zda se,
Ze nejaktivngjsim bisfosfonatem z hlediska zmén stopovych prvkd ve vybranych
organech byl etidronat, a zinek a hoitik byly nejvice citlivé na pdsobeni
bisfosfonatd.
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6 DISKUSE

Jako model oxidacniho stresu jsme v naSich pokusech pouZili
intraperitonealni aplikaci Zeleza ve formé siranu Zeleznatého v davce 10 mg
po dobu tfi dnli nebo zvySeny prisun Zeleza v dieté (860 mg Zeleza na kilogram
diety) po dobu &tyf tydnl. V obou pripadech Zelezo vyvolalo oxidacéni stres.
Predevsim dochazelo k indukci lipoperoxidace v jatrech. V nékolika pfipadech
jsme také pozorovali pokles hladiny redukovaného glutationu a sniZzenou
aktivitu superoxid dismutazy po intraperitonealni aplikaci Zeleza. Naopak
zvySeny pfisun Zeleza v dieté meél na hladinu redukovaného glutationu opacny
vliv a podobny vysledek, tedy zvySenou hladina redukovaného glutationu, jsme
pozorovali vjednom pfipadé i po aplikaci Zeleza intraperitonealné. Aktivita
kataldzy byla snizena jen pokud bylo Zelezo podavano v dieté. Nepozorovali
jsme vliv podani Zeleza na aktivitu glutation peroxidazy. Naopak dieta s niZzSim
obsahem Zeleza aktivitu glutation peroxiddzy mirné snizila a také hladina
redukovaného glutationu byla u této skupiny nizsi.

Po aplikaci Zeleza intraperitonealné se zvysily jeho koncentrace predevsim
v jatrech a ve sleziné. V nékterych pfipadech jsme pozorovali také kumulaci
Zeleza v ledvinAch a srdci. Vjatrech a ledvinach se hromadilo Zelezo
i po zvySeném prisunu dietou, kdy jsme sledovali narlst jeho koncentrace také
ve varlatech a mirné v mozku.

Vliv Zeleza na koncentraci ostatnich stopovych prvkid ve vybranych organech
byl rlznorody v zAvislosti na zplsobu podani a nelze odvodit jednoduché
obecné pravidlo, které by charakterizovalo plsobeni Zeleza na hladinu
stopovych prvkl. Presto jsme sledovali spiSe pokles obsahu hoiCiku, médi
a zinku po aplikaci Zeleza at' uz intraperitonealné nebo v dieté. Dieta se
snizenym obsahem Zeleza hladinu zinku a meédi zvySila. Déle jsme mohli
sledovat urcitou korelaci mezi hladinou Zeleza a vapniku v jatrech a slezing, kdy
zvySena koncentrace Zeleza v téchto organech byla spojena i s vétSim
obsahem vapniku. Vliv zvySeného pfijmu Zeleza na depleci zinku byl popsan
(Valko etal, 2005).
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V naSich pokusech jsme pozorovali jak antioxidacni, tak prooxidacni ucinek
guercetinu v zavislosti na davce a délce podavani. Davka 8.5 mg po dobu 21
nebo Sesti dn vedla k narlistu lipoperoxidace v jatrech. AvSak davka 4.25 mg
po dobu 49 dni lipoperoxidaci v jatrech naopak snizila. Nicméné quercetin
v Zzadné podané davce neovlivnil Zelezem indukovanou lipoperoxidaci.
Antioxidacni a prooxidacni UCinky quercetinu v zavislosti na davce byly popsany
v dalSich studiich (Stadler et al, 1995; Sahu a Washington, 1991).

Hladina redukovaného glutationu byla snizena po podani 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 dng.

NejnizSi zkouSena davka quercetinu (4.25 mg) po dobu 7 tydn( zvysila
aktivitu glutation peroxidazy. Nepozorovali jsme vliv quercetinu na aktivitu
superoxid dismutazy nebo kataldzy. Av3ak davka 8.5 mg po dobu Sesti dnd
spolu se Zelezem vedla k sniZeni aktivity katalazy.

Nékolik publikaci uvadi chelatacni vlastnosti in vitro a jejich vyznam
v antioxida¢nim pdsobeni 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 zlstala i zde neovlivnéna quercetinem a quercetin
neovlivnil koncentraci Zeleza v ostatnich organech.

Quercetin velmi mirné zasahl do koncentrace hofCiku v jatrech a mozku,
a zinku v ledvinach. Na rozdil od nékterych studii (Kuo et al, 1998 a Sugihara
et al, 1999) jsme nepozorovali interakce mezi Zzelezem a médi.

Vysledky nasich pokusl in vivo se ponékud rozchazeji s charakteristikou
quercetinu jako vyznamného antioxidancia a latky s chelatacnimi vlastnostmi
(Afanas'ev et al, 1989; Morel et al, 1993; Sestili et al, 1998 aj.). Quercetin nemél
vliv na Zelezem vyvolany oxidacni stres, s vyjimkou pozitivniho UG€inku
na Zelezem snizené hladiny redukovaného glutationu. Plsobeni samotného
quercetinu je vSak zavislé na davce, kdy vySSi davky maji prooxidacni ucinek
(indukce lipoperoxidace), zatimco nizSi davky lipoperoxidaci snizuji a také
zvySuji aktivitu glutation peroxidazy. Takovato zavislost UCinku na davce byla
nékolikrat popsana (Stadler et al, 1995; Sahu a Washington, 1991).
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V naSich pokusech jsme sledovali jak antioxidaCni tak prooxidacni ucCinek
silibininu a tento UCinek byl zavisly na davce podavaného silibininu. Silibinin
v davce 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 po dobu 49 dni nezménila miru lipoperoxidace v jatrech. Navic
silibinin jesté vice prohloubil Zelezem indukovanou lipoperoxidaci. Tyto vysledky
nepodporuji publikované vlastnosti silibininu jako antioxidac¢ni latky (Psotova
et al, 2002; Bhattacharya et al, 2000; Basaga et al, 1997).

Uginek silibininu na hladinu redukovaného glutationu byl méné vyrazny nez
na lipoperoxidaci. Pouze nejvysSi davka (48 mg) po dobu deseti dni sniZila
hladiny redukovaného glutationu. Na druhou stranu jsme pozorovali, Ze davka
12 mg po dobu ftfi dni vratila Zelezem sniZzenou hladinu redukovaného
glutationu na kontrolni hodnoty, coZz naznacCuje protektivni antioxidacni ucinek
silibininu publikovany v nékolika pracich (Basaga et al, 1997; Mira et al, 1994).

V nasich pokusech jsme nepozorovali vliv silibininu na aktivitu katalazy
a glutation peroxiddzy. Ani aktivita superoxid dismutdzy sniZzena po podani
Zeleza nereagovala na silibinin.

Predpoklada se, Ze antioxidaCni UcCinek silibininu spociva ve schopnosti
vychytavat volné radikdly (Psotova et al, 2002), ackoliv v nékolika pracich
silibinin snizil oxidaCni 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 orgdnech ani po aplikaci siranu
Zeleznatého.

Silibinin mirné zvysil koncentraci zinku a médi v jatrech, sniZil koncentraci
meédi v ledvinach a mozku, a hor€iku v mozku a srdci.

Vysledky naSich pokust in vivo ukazuji vyznam davky silibininu na jeho
Gcinky. Vyssi davky pusobily vyrazné oxidacné, zatimco nizké nezplsobovaly
oxidaCni stres, i kdyZ vyrazné antioxidacni UCinky silibininu v souvislosti
se Zelezem se nam také nepodafilo prokazat. To se rozchazi s vysledky jinych
studii in vivo (Pietrangelo et al, 1995 a 2002), ve kterych autofi pozorovali

protektivni UCinek silybinu proti poskozeni zplsobenému Zelezem u potkan(
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a tarbik{, a ve kterych byla pouZita davka 100 mg silybinu, Cili nesporné vyssi

nez davka, ktera v naSich pokusech méla prooxidac¢ni Ucinek.

V ¢asti studujici antioxidacni Gcinky bisfosfonatl na oxidacni stres vyvolany
podanim Zeleza jsme zjistili, Ze lipoperoxidace indukovana Zelezem byla
vyrazné snizena vSemi tfemi bisfosfonaty. V pfipadé clodronatu se tento
parametr dokonce srovnal s kontrolnimi hodnotami. DalSim pozitivnim UCinkem
bisfosfonatdl byl vliv na hladinu redukovaného glutationu, ktera sice nebyla
ovlivnéna podanim Zeleza, ale byla vyznamné vyssi po podani bisfosfonatd.

Sporna je role chelatacnich vlastnosti bisfosfonatd v jejich antioxidaénim
plUsobeni. Clodronat a etidronat sniZily lipoperoxidaci v jatrech, ale nemély vliv
na zvySenou koncentraci Zeleza v tomto orgdnu. Na druhou stranu risedronat
obsah Zeleza v jatrech zvySil. Navic jeho vliv na lipoperoxidaci byl ze vSech tfi
bisfosfonatd nejnizsi. Zda se ale, Ze alespon v pripadé etidronatu a risedronatu
jsme urCité chelataCni vlastnosti prokazali, jak dokladaji zvySené koncentrace
Zeleza v ledvinach, srdci a femuru. Afinitu bisfosfonatl k Zelezu doklada nékolik
studii (Daley-Yates et al, 1992 a Kuljanin et al, 2002). Na druhou stranu
Osterman et al, 1994 uvadi, Zze 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 tfi bisfosfonatd vedlo k velmi mirnému sniZeni koncentrace Zeleza.

Lze tedy odvodit, Ze bisfosfonaty plsobi antioxidacné, avSak mechanismus
jejich antioxidacniho Gcinku zfejmé& nespocivad pouze v chelataci (Dombrecht
et al, 2003), ale dalSi moznosti jako inhibice akumulace superoxidového aniontu
(Tanahashi et al, 1998) nebo nami prokazané zvySeni hladin redukovaného
glutationu pfichazeji v uvahu.

V naSsem modelu in vivo jsme nepozorovali Ucinek bisfosfonatlli na aktivitu
katalazy nebo glutation peroxidazy. Nicméné ani podani Zeleza nemélo
na aktivitu téchto enzym( vliv.

Sledovanim hladin stopovych prvkd ve vybranych organech jsme zjistili,
Ze bisfosfonaty vykazuji afinitu i k dalSim kovdm. Nejvice ovlivnénym prvkem
byl v naSich pokusech zinek. Jeho hladina po podani napfiklad etidronatu byla

vyznamné zvySena Vv jatrech, ledvinach, srdci, femuru a sleziné. O chelataci
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zinku se zminuje ve své studii i Clézardin et al, 2003, kdyz predpoklada,
Ze bisfosfonaty inhibovana aktivita metaloproteindz by mohla byt Castecné
zpUsobena chelataci zinku, ktery je soucasti t&chto enzymd. Bisfosfonaty dale
vyznamné ovlivnily Zelezem sniZzené koncentrace vapniku, hofciku a médi
ve femuru, a médi v ledvinach. Afinita bisfosfonatli nejen ke stopovym prvkiim

ale i k tézkym kovlm jako je olovo byla popsana (Aaseth et al, 1999).
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7 SHRNUTI
7.1 ZELEZO

Zelezo aplikované intraperitoneédlné nebo jeho zvy3eny obsah v diet& vyvolal
u mysi oxidacni stres (zvySena lipoperoxidace, v jednotlivych pfipadech nizsi
hladina redukovaného glutationu a snizend aktivita superoxid dismutazy

a glutation peroxidazy.

Rdzny obsah Zeleza v dieté ovlivnil oxidacni UGc¢inky kadmia, které byly
vyraznéjSi u zvifat krmenych dietou se zvySenym obsahem Zeleza (zvyraznéna

lipoperoxidace).

7.2 QUERCETIN

V zavislosti na davce byl prokazan jak antioxidacni, tak prooxidacni Gc€inek
guercetinu u mysi.

Vysoké davky zpUlsobily oxidacni poskozeni (indukce lipoperoxidace
a pokles redukovaného glutationu), zatimco nizké davky podavané dlouhodobé
plsobily antioxidacné (nizSi lipoperoxidace, zvy3ena aktivita glutation

peroxidazy).

Quercetin nemél vyrazny vliv na oxidacni stres navozeny podanim Zeleza,
kromé& Opravy Zelezem sniZzené hladiny redukovaného glutationu. SniZzeni
kumulace Zeleza v jatrech podporuje chelatacni vlastnosti quercetinu.

7.3 SILIBININ

U silibininu byl prokazan previaddajici prooxidaCni uCinek v zavislosti

na davce v pokusech na mysich.
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Tento uCinek byl charakterizovan indukci lipoperoxidace a sniZzenim

redukovaného glutationu.

Silibinin prohloubil lipoperoxidaci navozenou podanim Zeleza a nemél vliv

na jeho distribuci v organismu.

Jisty antioxidacni Gc€inek silibininu byl pozorovan (Uprava Zelezem sniZené
hladiny redukovaného glutationu).

7.3 BISFOSFONATY

Testované bisfosfonaty prokazaly v pokusu na mysich antioxidacni ptisobeni
proti Zelezem vyvolanému oxidacnimu stresu (shiZeni lipoperoxidace

indukované Zelezem, zvySeni redukovaného glutationu).

Testované bisfosfonaty v riizné mife ovlivnily distribuci Zeleza, ale i ostatnich

stopovych prvkd v organismu.

79



8 LITERATURA

Aaseth JA, Alexander J, Kotyzova D, Koutensky J, Mickova V, Eybl V., Effects
of a bisphosphonate (sodium etidronate) on lead, cadmium and trace element
levels in mice. Toxicol Lett. 1999; 109(1)

Aebi H., Catalase. In: Methods of enzymatic analysis. H. U. Bergmeyer.
Academie Press, Inc. New York 1972; 2: 673-84

Afanas'ev 1B, Dorozhko Al, Brodskii AV, Kostyuk VA, Potapovich Al., Chelating
and free radical scavenging mechanisms of inhibitory action of rutin and

quercetin in lipid peroxidation. Biochem Pharmacol 1989 Jun 1; 38 (11): 1763-9

Aherne SA, 0'Brien NM., Mechanism of protection by flavonoids, quercetin and
rutin, against tert-butylhydroperoxide- and menadione-induced DNA single
strand breaks in Caco-2 cells. Free RadiC Biol Med 2000 Sep 15; 29 (6): 507-14

Arora A, Nair MG, Strasburg GM., Structure-activity relationships for antioxidant
activities of a series of flavonoids in liposomal systém. Free Radi¢ Biol Med
1998 Jun; 24 (9): 1355-63

Bal W, Kasprzak KS., Induction of oxidative DNA damage by carcinogenic
metals. Toxicol Lett 2002 Feb 28; 127 (1-3): 55-62

Basaga H, Poli G, Tekkaya C, Aras I., Free radical scavenging and antioxidant
properties of silibinin complexes on microsomal lipid peroxidation. Cell Biochem
Funct 1997 Mar; 15 (1): 27-33

Beckman LE, Van Landeghem GF, Sikstrom C, Wahlin A, Markevarn B,
Hallmans G, Lenner P, Athlin L, Stenling R, Beckman L., Interaction between
haemochromatosis and transferrin receptors genes in different neoplastic
disorders. Carcinogenesis 1999 Jul; 20 (7): 1231-3

80



Berg D, Gerlach M, Youdim MB, Double KL, Zecca L, Riederer P, Becker G.,
Brain iron pathways and their relevance to Parkinson's disease. J Neurochem
2001 Oct; 79 (2): 225-36

Bhattacharya A, Ramanathan M, Ghosal S, Bhattacharya SK., Effect of
Withania somnifera glycowithanolides on iron-induced hepatotoxicity in rats.
Phytother Res 2000 Nov; 14 (7): 568-70

Borsari M, Gabbi C, Ghelfi F, Grandi R, Saladini M, Severi S, Borella F., Silybin,
a new iron-chelating agent. J Inorg Biochem 2001 Jun; 85 (2-3): 123-9

Burda S, Oleszek W., Antioxidant and antiradical activities of flavonoids. J Agric
Food Chem 2001 Jun; 49 (6): 2774-9

Cao G, Prior RL., Anthocyanines are detected in human plasma after oral
administration of an elderberry extract. Clin Chem 1999 Apr; 45 (4): 574-6

Cao G, Sofie E, Prior RL., Antioxidant and prooxidant behavior of flavonoids:
structure-activity relationships. Free Radi¢ Biol Med 1997; 22 (5): 749-60

Casalino E, Shlano C, Landriscina C., Enzyme activity alteration by cadmium
administration to rats: the possibility of iron involvement in lipid peroxidation.
Arch Biochem Biophys 1997 Oct 15; 346 (2): 171-9

Cheng IF, Breen K., On the ability of four flavonoids, baicilein, luteolin,
naringein, and quercetin, to suppress the Fenton reaction of the iron-ATP
complex. Biometals 2000 Mar; 13 (1): 77-83

Cholbi MR, Paya M, Alcaraz MJ., Inhibitory effects of phenolic compounds on

CCl4-induced microsomal lipid peroxidation. Experientia 1991 Feb 15; 47 (2):
195-9

81



Clézardin P, Fournier P, Boissier S, Peyruchaud O., In vitro and in vivo
antitumor effects of bisphosphonates. Curr Med Chem 2003 Jan; 10 (2): 173-80

Cohen AR, Galanello R, Pennell DJ, Cunningham MJ, Vichinsky E.,
Thalassemia. Hematology (Am Soc Hematol Educ Program) 2004; 14-34

Cook NC, Samman S., Flavonoids: Chemistry, metabolism, cardiprotective
effects, and dietary sources. J Nutr Biochem 1996 Feb; 7 (2): 66-76

Crespy V, Aprikian O, Morand C, Besson C, Manach C, Demigne C, Remesy
C., Bioavailability of phloretin and phloridzin in rats. J Nutr 2001 Dec; 131 (12):
3227-30

Daley-Yates PT, Cal JC, Cockshott A, Pongchaidecha M, Gilchrist K., Plasma
protein binding of APD: role of calcium and transferrin. Chem Biol Interact 1992
Jan; 81 (1-2): 79-89

Daniels LB, Coyle PJ, Chiao YB, Glew RH, Labow RS., Purification and
characterization of a cytosolic broad specificity beta-glucosidase from human
liver. J Biol Chem 1981 Dec 25; 256 (24): 13004-13

Day AJ, Canada FJ, Diaz JC, Kroon PA, Mclauchlan R, Faulds CB, Plumb GW,
Morgan MR, Williamson G., Dietary flavonoid and isoflavone glycosides are
hydrolysed by lactase site of lactase phlorizin hydrolase. FEBS Lett 2000 Feb
25; 468 (2-3): 166-70

Day AJ, DuPont MS, Ridley S, Rhodes M, Rhodes MJ, Morgan MR, Williamson
G., Deglycosilation of flavonoid and isoflavonoid glycosides by human small
intestine and liver beta-glucosiadase activity. FEBS Lett 1998 Sep 25; 436 (1):
71-5

82



Day AJ, Mellon F, Barron D, Sarrazin G, Morgan MR, Williamson G., Human
metabolism of dietary flavonoids: identification of plasma metabolites of
quercetin. Free RadiC Res 2001 Dec; 35 (6): 941-52

Deprez S, Mila I, Scalbert A., Carbon-14 biolabeling of (+)-catechin and
proanthocyanidin oligomers in willow tree cuttings. J Agric Food Chem 1999
Oct; 47 (10): 4219-30

Diav-Citrin O, Kofen G., Oral iron chelation with deferiprone. Pediatr Clin North
Am 1997 Feb; 44 (1): 235-47

Dombrecht EJ, Cos P, Vanden Berghe D, Van Offel JF, Schuerwegh AJ, Bridts
CH, Stevens WJ, De Clerck LS., Selective in vitro antioxidant properties of
bisphosphonates. Biochem Biophys Res Commun 2004 Feb 13; 314 (3): 675-
80

Dugas AJ Jr, Castaneda-Acosta J, Bonin GC, Price KL, Fischer NH, Winston
GW., Evaluation of the total peroxyl radical-scavenging capacity of flavonoids:
structure-activity relationships. J Nat Prod 2000 Mar; 63 (3): 327-31

Ellervik C, Mandrup-Poulsen T, Nordestgaard BG, Larsen LE, Appleyard M,
Frandsen M, Petersen P, Schlichting P, Saermark T, Tybjaerg-Hansen A,
Birgens H., Prevalence of hereditary haemochromatosis in late-onset type 1
diabetes mellitus: a retrospective study. Lancet 2001 Oct 27; 358 (9291): 1405-

Erlund |, Alfthan G, Maenpaa J, Aro A., Tea and coronary heart disease: the
flavonoid quercetin is more available from rutin in women than in men. Arch
Intern Med 2001 Aug 13-27; 161 (15): 1919-20

Erlund 1, Kosonen T, Alfthan G, Maenpaa J, Perttunen K, Kenraali J,

Parantainen J, Aro A., Pharmacokietics of quercetin from quercetin aglycone

83



and rutin in healthy human volunteers. Eur J Clin Pharmacol 2000 Nov; 56 (8):
545-53

Eybl V, Caisova D, Koutensky J, Kontoghiorghes KG., Effect of chelators on
cadmium induced lipid peroxidation and GSH level in the liver tissue of mice.
Plz Lek Sborn 1996; 71, 81-85

Ferrali M, Signorini C, Caciotti B, Sugherini L, Ciccoli L, Giachetti D, Comporti
M., Protection against oxidative damage of erythrcyte membrane by the
flavonoid quercetin and its relation to iron chelating activity. FEBS Lett 1997 Oct
20; 416 (2): 123-9

Fraga CG, Oteiza PI., Iron toxicity and antioxidant nutrients. Toxicology 2002
Oct 30; 180 (1): 23-32.

Galey JB., Potential use of iron chelators against oxidative damage. Adv
Pharmacol 1997; 38: 167-203

Gao Z, Huang K, Yang X, Xu H., Free radical scavenging and antioxidant
activities of flavonoids extracted from the radix of Scutellaria baicalensis Georgi.
Biochim Biophys Acta 1999 Nov 16; 1472 (3): 643-50

Gopalan V, Pastuszyn A, Galey WR Jr, Glew RH., Exolytic hydrolysis of toxic
plant glucosides by guinea pig liver cytosolic beta-glucosidae. J Biol Chem 1992
Jul 15; 267 (20): 14027-32

Gunzler VA, Kremers H, Flohe L., An improved coupled test procedure for
glutathione peroxidase (EC 1.11.1.9.) in blood. Klin Chem Biochem 1974 Oct;

12 (10): 444-8

Haenen GR, Paquay JB, Korthouwer RE, Bast A., Peroxynitrite scavenging by
flavonoids. Biochem Biophys Res Commun 1997 Jul 30; 236 (3): 591-3

84



Halliwell B, Gutteridge JMC., Free radicals in biology and medicine. Oxford
University Press, Oxford, pp. 1-936

Hammerstone JF, Lazarus SA, Schmitz HH., Procyanidin content and variation
in some commonly consumed foods. J Nutr 2000 Aug; 130 (8S Suppl): 2086S-
92S

Heim KE, Tagliaferro AR, Bobilya DJ., Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. J Nutr Biochem 2002 Oct; 13
(10): 572-584

Hirayama K, Yasutake., Free radicals and trace elements. J Trace Elem in Exp
Med. 1998; 11: 209-17

Hollman PC, Bijsman MN, van Gameren Y, Cnossen EP, de Vries JH, Katan
MB., The sugar moiety is a major determinant of the absorption of dietary
flavonoid glycosides in man. Free Radi¢ Res 1999 Dec; 31 (6): 569-73

Hollman PC, Katan MB., Dietary flavonoids: intake, health effects and
bioavailability. Food Chem Toxicol 1999 Sep-Oct; 37 (9-10): 937-42

Hollman PCH., Evidence for health benefits of plant phenols: local or systemic
effects. J Sci Food Agric 2001; 81: 842-52

Kerry N, Rice-Evans C., Inhibition of peroxynitrite-mediated oxidation of
dopamine by flavonoid and phenolic antioxidants and their structural
relationship. J Neurochem 1999 Jul; 73 (1): 247-53

Kljuchnikov S, Pitkanen O, Raivio KO, Andersson S., Haemolysis in adult and

neonatal erythrocytes caused by autoxidation of lipid emulsion (Intralipid). Acta
Paediatr 1993 Apr;82 (4): 348-51

85



Kostyuk VA, Potapovich Al, Vladykovskaya EN, Korkina LG, Afanas'ev IB.,
Influence of metal ions on flavonoid protection against asbestos-induced cell
injury. Arch Biochem Biophys 2001 Jan 1; 385 (1): 129-37

Kris-Etherton P, Keen CL., Evidence that the antioxidant flavonoids in tea and
cocoa are beneficial for cardiovascular health. Curr Opin Lipidol 2002 Feb; 13
(1): 41-9

Kuljanin J, Jankovi€ 1, Nedelkovic J, Prstojevic D, Marinkovic V.,
Spectrophotometric  determination  of alendronate in  pharmaceutical
formulations via complex formation with Fe(lll) ions. J Pharm Biomed Anal 2002
Jun 15; 28 (6): 1215-20

Kuo SM, Leavitt PS, Lin CP., Dietary flavonoids interact with trace metals and
affect metallothionein level in human intestinal cells. Biol Trace Elem Res 1998
Jun; 62 (3): 135-53

Leese HJ, Semenza G., On the identity between the small intestinal enzymes
phlorizin hydrolase and glycosylceramidase. J Biol Chem 1973 Dec 10; 248
(23): 8170-3

Li J, Zhu Y, Singal DP., HFE gene mutations in patients with rheumatoid
arthritis. J Rheumatol 2000 Sep; 27 (9): 2074-7

Milman N, Pedersen P, Steig T, Byg KE, Graudal N, Fenger K., Clinically overt
hereditary hemochromatosis in Denmark 1948-1985: epidemiology, factors of
significance for long-term survival, and causes of death in 179 patients. Ann
Hematol 2001 Dec; 80 (12): 737-44

Mira L, Silva M, Manso CF., Scavenging of reactive oxygen species by silibinin
dihemisuccinate. Biochem Pharmacol 1994 Aug 17; 48 (4): 753-9

86



Monkkonen J, Urtti A, Paronen P, Elo HA, Ylitalo P., The uptale of clodronate
(dichlormethylene bisphophonate) by macrophages in vivo and in vitro. Drug
Metab Dispos 1989 Nov-Dec; 17 (6): 690-3

Monkkonen J, Van Rooijen N, Ylitalo P., Effects of clodronate and pamidronate
on splenic and hepatic phagocytic celis of mice. Pharmacol Toxicol 1991 Apr;
68 (4): 284-6

Mora A, Paya M, Rios JL, Alcaraz MJ., Structure-activity relationships of
polymethoxyflavones and other flavonoids as inhibitors of non-enzymic lipid
peroxidation. Biochem Pharmacol 1990 Aug 15; 40 (4): 793-7

Morel |, Lescoat G, Cogrel P, Sergent O, Pasdeloup N, Brissot P, Cillard P,
Cillard J., Antioxidant and iron-chelating activities of the flavonoids catechin,
guercetin and diosmetin on iron-loaded rat hepatocyte cultures. Biochem
Pharmacol 1993 Jan 7; 45 (1): 13-9

Ng TB, Liu F, Wang ZT., Antioxidative activity of natural products from plants.
Life Sci 2000 Jan 14; 66 (8): 709-23

Nunez MT, Osorio A, Tapia V, Vergara A, Mura CV., Iron-induced oxidative
stress up-regulates calreticulin levels in intestinal epithelial (Caco-2) cells. J Cell
Biochem 2001; 82 (4): 660-5

Olivieri NF, Brittenham GM., Iron-chelating therapy and the treatment of
thalassemia. Blood 1997 Feb 1; 89 (3): 739-61

Olthof MR, Hollman PCH, Vree TB, Katan MB., Bioavailabilities of quercetin-3-

glucoside and quercetin-4'-glucoside do not differ in humans. J Nutr 2000 May;
130 (5): 1200-3

87



Osterman T, Juhakoski A, Lauren L, Sellman R., Effect of iron on the absorption
and distribution of clodronate after oral administration in rats. Pharmacol Toxicol
1994 Apr-May; 74 (4-5): 267-70

Parkkila S, Niemela O, Savolainen ER, Koistinen P., HFE mutations do not
account for transfusional iron overload in patients with acute myeloid leukaemia.
Transfusion 2001 Jun; 41 (6): 828-31

Perez de Nanclares G, Castano L, Gaztambide S, Bilbao JR, Pi J, Gonzalez
ML, Vazquez JA., Excess iron storage in patients with type 2 diabetes unrelated
to primary hemochromatosis. N Engl J Med 2000 Sep 21; 343 (12): 890-1

Pietrangelo A, Borella F, Casalgrandi G, Montosi G, Ceccarelli D, Gallesi D,
Giovannini F, Gasparetto A, Masini A., Antioxidant activity of silybin in vivo
during long-term iron overload in rats. Gastroenterology 1995 Dec; 109 (6):
1941-9

Pietrangelo A, Montosi G, Garuti C, Contri M, Giovannini F, Ceccarelli D, Masini
A., lron-induced oxidant stress in nonparenchymal liver celis: Mitochondrial
derangement and fibrosis in acutely iron-dosed gerbils and its prevention by
silybin. J Bioenerg Biomembr 2002 Feb; 34 (1): 67-79

Piga A, Gaglioti C, Fogliacco E, Tricta F., Comparative effects of deferiprone
and deferoxamine on survival and cardiac disease in patients with thalassemia

major: a retrospective analysis. Haematologica 2003 May; 88 (5): 489-96.
Piskula MK, Terao J., Accumulation of (-)-epicatechin metabolites in rat plasma
after oral administration and distribution of conjugated enzymes in rat tissues. J

Nutr 1998 Jul; 128 (7): 1172-8

Psotova J, Chlopcikova S, Grambal F, Simanek V, Ulrichova J., Influence of

silymarin and its flavonoids on doxorubicin-iron induced lipid peroxidation in rats

88



heart microsomes and mitochondria in comparison with quercetin. Phytother
Res 2002 Mar; 16 Suppl 1. S63-7

Rasmussen M, Folsom AR, Catellier DJ, Tsa MY, Garg U., A prospective study
of coronary heart disease and the hemochromatosis gene (HFE) C282Y
mutation: the atherosclerosis risk in communities (ARIC) study. Eckfeldt JH.,
Atherosclerosis 2001 Feb 15; 154 (3): 739-46

Ratty AK, Das NP., Effects of flavonoids on nonenzymatic lipid peroxidation:
structure activity relationship. Biochem Med Metab Biol 1988 Feb; 39 (1): 69-79

Rice-Evans CA, Miller NJ, Paganga G., Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radi¢ Biol Med 1996; 20
(7): 933-56

Richardson DR, Ponka P.; Development of iron chelators to treat iron overload
disease and their use as experimental tools to probe intracellular iron
metabolism. Am J Hematol 1998 Aug; 58 (4): 299-305

Sahu SC, Washington MC., Quercetin-induced lipid peroxidation and DNA
damage in isolated rat-liver nuclei. Cancer Lett 1991 Jun 14; 58 (1-2): 75-9

Sayre LM, Perry G, Atwood CS, Smith MA., The role of metals in
neurodegenerative diseases. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand) 2000 Jun; 46 (4):
731-41

Sedldk J, Lindsay RH., Estimation of total, proteinbound and nonprotein
sulfhydryl groups in tissue with Ellman's reagent. Analyt Biochem 1968 Oct; 25
(1): 192-205

Sekher Pannala A, Chan TS, 0'Brien PJ, Rice-Evans CA., Flavonoid B-ring

chemistry and antioxidant activity: fast reaction kinetics. Biochem Biophys Res
Commun 2001 Apr 20; 282 (5): 1161-8

89



Sestili P, Guidarelli A, Dacha M, Cantoni O., Quercetin prevents DNA single
strand breakage and cytotoxicity caused by tert-butylhydroperoxide: free radical
scavenging versus iron chelating mechanism. Free RadiC Biol Med 1998 Jul 15;
25 (2): 196-200

Soczynska-Kordala M, Bakowska A, Oszmianski J, Gabrielska J., Metal ion-
flavonoid associations in bilayer phospholipid membranes. Cell Mol Biol Lett
2001; 6 (2A): 277-81

Spencer JP, Chowrimootoo G, Choudhury R, Debnam ES, Srai SK, Rice-Evans
C., The small intestine can both absorb and glucuronidate luminal flavonoids.
FEBS Lett 1999 Sep 17; 458 (2): 224-30

Spencer JP, Schroeter H, Crossthwaithe AJ, Kuhnle G, Williams RJ, Rice-
Evans C., Contrasting influences of glucuronidation and O-methylation of
epicatechin on hydrogen peroxide-induced cell death in neurons and fibroblasts.
Free Radi¢ Biol Med 2001 Nov 1; 31 (9): 1139-46

Stadler RH, Markovic J, Turesky RJ., In vitro anti- and pro-oxidative effects of
natural polyphenols. Biol Trace Elem Res 1995 Jan-Mar; 47 (1-3): 299-305

Sugihara N, Arakawa T, Ohnishi M, Furuno K., Anti- and pro-oxidative effects of
flavonoids on metal-induced lipid hydroperoxide-dependent lipid peroxidation in
cultured hepatocytes loaded with alpha-linoleic acid. Free Radi¢ Biol Med 1999
Dec; 27 (11-12): 1313-23

Tanahashi M, Funaba Y, Tateishi A, Kawabe N, Nakadate-Matsushita T., TRK-
530 inhibits accumulation of superoxide anions derived from human
polymorphonuclear leucocytes and bone resorption induced by activated
osteoclasts. Pharmacology 1998 Mar; 56 (3): 125-30

Uchiyama M, Mihara M., Determination of malondialdehyde precursors in
tissues by thiobarbituric acid test. Analyt Biochem 1978 May; 86 (1): 271-8

90



Voskaridou E, Terpos E., New insights into the pathophysiology and
management of osteoporosis in patients with beta thalassaemia. Br J Haematol
2004 Oct; 127 (2): 127-39

Valko M, Morris H, Cronin MTD., Metals, toxicity and oxidative stress. Curr Med
Chem 2005; 12 (10): 1161-208.

VyskoGil V, Kutilek S., Bisfosfonaty u metabolickych onemocnéni skeletu.
Remedia 2004; 14 (1): 75-80

Walker EM Jr, Walker SM., Effects of iron overload on the immune systém. Ann
Clin Lab Sci 2000 Oct; 30 (4): 354-65

Walle T, Walle UK, Halushka PV., Carbon dioxide is the major metabolite of
guercetin in humans. J Nutr2001 Oct; 131 (10): 2648-52

Warden BA, Smith LS, Beecher GR, Balentine DA, Clevidence BA., Catechins
are bioavailable in men and women drinking black tea throughout the day. J
Nutr 2001 Jun; 131 (6): 1731-7

Wilkinson H., Haemochromatosis associated with arthritis and hypopituitarism.
Ann Clin Biochem 1996 Mar; 33 (Pt 2): 171-3

Williamson G, Plumb GW, Garcia-Conesa MT., Glycosilation, esterification and
polymerisation of flavonoids and hydroxycinnamates: effects on antioxidant
properties.Basic Life Sci 1999; 66: 483-94

Yang Q, McDonnell SM, Khoury MJ, Cono J, Parrish RG., Hemochromatosis-

associated mortality in the United States from 1979 to 1992: an analysis of
Multiple-Cause Mortality Data. Ann Intern Med 1998 Dec 1; 129 (11): 946-53

91



Zima T, Stipek S, Tesaf V, Platenik J, Crkovska J., Volné radikaly - reaktivni
formy kysliku, antioxidacni latky a antioxidacni terapie. Remedia 1996; 6 (1):
35-58

92






