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Abstrakt

Jatra jsou hlavnim organem metabolismu vétSiny exogennich latek. Biotransformaci
xenobiotik vznikaji nejen biologicky neaktivni metabolity, ale téZ reaktivni produkty, které
mohou vést k poSkozeni bunéénych struktur a nasledné celého organu. V patologii toxického
¢i polékového poskozeni jater hraje vyznamnou roli také oxidacni stres. Endogenni Ci
exogenni antioxidanty pomahaji udrZzovat rovnovdhu mezi vznikem a odstrafiovanim
reaktivnich kyslikovych forem a tak zamezuji oxidacnimu stresu.

V akutnich pokusech na potkanech jsme sledovali ucinky premedikace pfirodnich
antioxidant( silymarinu (SIL), naringinu (NAR), resveratrolu (RES) a syntetického chelatoru
deferipronu (L1) na poSkozeni jater vyvolané paracetamolem (APAP), thioacetamidem (TAA)
a tamoxifenem (TAM). Ke stanoveni miry poskozeni jater jsme zvolili méfeni parametrd
oxida¢niho stresu v jaternich homogenatech: hladina peroxidace lipida (LP), koncentrace
redukovaného glutathionu (GSH), aktivity antioxidacnich enzymu glutathion peroxidazy
(GPx) a kataldzy (CAT), v nékterych pfipadech byl méfen obsah Zeleza v jatrech. Dale byly
stanoveny aktivity jaternich enzym( v séru: alanin aminotransferaza (ALT), aspartat
aminotransferaza (AST), glutamat dehydrogenaza (GLDH).

Z hlediska oxida¢niho stavu se v toxickém poSkozeni jater nejlépe uplatnil silymarin,
ktery zmirnil TAA-indukovanou LP a zmirnil pokles aktivity CAT v porovnani s TAA skupinou;
v pokusu s TAM silymarin zamezil TAM-navySené lipoperoxidaci. Antioxidacni potencial
naringinu se projevil vintoxikaci tamoxifenem, kde NAR zabranil TAM-indukované
lipoperoxidaci. Premedikace resveratrolem vedla k protektivnimu pusobeni proti
lipoperoxidaci vyvolané thioacetamidem. Deferipron zamezil TAM-zvySené lipoperoxidaci a
koncentraci Zeleza v jatrech a vykazoval tak vyznamné protektivni pusobeni proti oxidacnimu
stresu. Z hlediska ovlivnéni jaternich enzymu protektivné pasobil pfedevSim resveratrol, jenz
v pokusu s APAP vratil na téméf kontrolni hodnoty zvySené aktivity ALT, AST a GLDH;
v pokusu s thioacetamidem vykazoval resveratrol protektivni G€inek na zvySenou aktivitu
ALT. Premedikace naringinem vedla ke sniZzeni ALT, AST a GLDH navySenych
paracetamolem. Silymarin snizil aktivitu GLDH navy3enou paracetamolem a sniZzil aktivitu
AST indukovanou thioacetamidem.

Hepatoprotektivni  G¢inky silymarinu se nejvice projevily v poSkozeni jater
thioacetamidem. Naringin pUsobil protektivné zejména v intoxikaci paracetamolem.
Resveratrol vykazoval prospésné Uc€inky na jaterni poSkozeni vyvolané paracetamolem i

thioacetamidem.



Summary

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

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

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

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

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

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

V naSem Zivotnim prostfedi roste pocet xenobiotik, v€etné I1éCiv, kterd jsou
bud pfimo, nebo potencialné toxicka. Jatra jsou centrdlnim organem latkové
pfemény organismu a hraji hlavni ulohu v metabolizmu endogennich i cizorodych
latek. Je tfeba tedy pocitat sjejich CastéjSim poSkozenim nejriznéjSimi
hepatotoxickymi latkami.

Poskozeni jater 1é€Civy (DILI- Drug Induced Liver Injury) je pfi¢inou asi 10 %
vSech pfipadu akutni hepatitidy a je zodpovédné za asi 15 % pfipadd akutniho
selhani jater snaslednou transplantaci. Hepatotoxicita je také jednim
z nejdllezitéjSich divodld neschvéleni nebo stazeni Iéku z farmaceutického trhu.
Rozeznat pfitomnost DILI v biopsii je ¢asto velmi ndro¢né, nebot’ histologicky obraz
lékového postizeni jater se prekryva prakticky se vSemi oblastmi patologie jater
(Ehrmann, 2008).

Ackoliv pfesny mechanismus DILI neni pIné objasnén, pusobeni zifejmé
zahrnuje dva mozné zpusoby: pfimou hepatotoxicitu a imunitni reakci. V mnohych
pfipadech je DILI iniciovano bioaktivaci lé€iva na chemicky reaktivni metabolit, ktery
je schopen interakce s bunéfnymi makromolekulami (proteiny, lipidy, nukleové
kyseliny), coz vede k dysfunkci proteint, peroxidaci lipida, poSkozeni nukleovych
kyselin a oxida¢nimu stresu (Holt, 2006).

Latky s antioxidacnimi 0c€inky mohou preventivhé pusobit proti tvorbé
reaktivnich kyslikovych radikalu, které jsou bézné tvofeny pfi metabolizmu xenobiotik
a uplatiuji se v procesech oxidacniho stresu, a tak chranit organismus

pred Skodlivymi U€inky cizorodych latek.

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

jater vyvolané tamoxifenem.



2  SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 JATERNIi POSKOZENIi A ROLE OXIDA CNiHO STRESU

2.1.1 Typy jaterniho poSkozeni

Toxické &i polékové poSkozeni jater je charakterizovano poruchou jaternich
funkci a/nebo struktury jaterniho parenchymu, které vznikaji v kauzalni souvislosti
s uzitim toxické latky &i léku. Na jaternim poSkozeni se mulZze uplatiovat pFimy,
toxicky ucinek slouéeniny a jejich metabolitl, nebo imunopatologické mechanismy.
Poskozeni jater l1éCivy se muzZe projevit v celém spektru jaternich lézi: akutni nebo
chronickd hepatitida, steat6za, granulomatdzni hepatitida, vaskularni Iéze a jiné.
U hepatotoxickych latek rozeznavame primarni a sekundarni toxicitu (Brodanova,
2002):

a) primarni (obligatorni, ,intrinsic*) toxicita je spojena s pfimym toxickym ucinkem

latky, Ize ji pfedvidat na zakladé farmakologickych udaji a je zavisla na velikosti
podané davky. Je detekovatelnd na zvifecich modelech. Pfiklady latek s primarni
hepatotoxicitou: paracetamol, salicylaty, chemoterapeutika, tetracyklin, metotrexat,
merkaptopurin, sulindak.

b) sekundarni (fakultativni, ,idiosyncratic*) toxicita se objevuje nepfedvidatelnég, je
na davce nezavisla. Je vysledkem individuélni reakce postizeného jedince. Tento typ
poSkozeni se vyskytuje Castéji. Priklady sekundarnich hepatotoxikantt: halotan,

fenytoin, isoniazid, rifampicin.

DalSi klasifikace rozdéluje jaterni poSkozeni podle prabéhu na akutni a chronické:

a) akutni poskozeni muze mit cytotoxickou nebo cholestatickou formu.

Cytotoxicka forma pfipomina akutni hepatitidu a je charakterizovana rozpadem
hepatocytl. Odhaduje se, Ze tvofi 80-90 % polékovych 1ézi a na jejim vzniku se
podili vice nez 100 léku (Brodanovéa, 2003). Klinické formy mohou byt velice rizné,
od asymptomatickych az po fulminantni i letalni pribéh. V laboratornim nalezu je

charakteristické navySeni aktivity aminotransferaz a eosinofilie, podle typu také
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bilirubin. NejCastéjSi pficiny akutni toxické hepatitidy jsou: paracetamol, halotan,
isoniazid, allopurinol aj.

Cholestaticka  forma je doprovazena poruchou vyluCovani ZluCe do stfeva.
V laboratornim nalezu je charakteristické navySeni aktivity alkalické fosfatazy (ALP) a
gama-glutamyltransferazy (GMT). Nej¢astéjSi pri€iny cholestatického poskozeni jsou:
steroidni hormony, antikonvulziva, antidepresiva, aj.

b) chronické poskozeni (taktéZz ve formé cytotoxické nebo cholestatické) muze byt
zplsobeno v dasledku virového, autoimunitniho, metabolického ¢&i jiného
onemocnéni. Dochazi k chronické stimulaci fiborogeneze a nasledné zvySené tvorbé
vaziva. Kone¢nym stadiem fibrézy je cirh6za. Nékteré studie poukazuji na moznost

reverzibility jaterni fibrozy (Sherlockova, 2004).

2.1.2 PoSkozeni jater etanolem

Mezi nejCastéjSi pri¢iny chronického jaterniho onemocnéni patfi ablzus
alkoholu. Spektrum jaterniho poSkozeni zpusobeného etanolem je Siroké
- od reverzibilniho hromadéni tuku v hepatocytech az po cirhézu s rizikem rozvoje
hepatocelularniho karcinomu. Jaterni steatéza je prvni zménou pfi chronické
konzumaci alkoholu. S abuzem alkoholu klesa oxidace lipidl v jatrech, stoupa
syntéza mastnych kyselin a zvySuje se syntéza triacylglycerold. V jaternich bunkéch
dochazi ke hromadéni tukovych kapének, které maji tendenci splyvat a ¢asto vyplnu;ji
celou cytoplazmu hepatocytu (velkokapénkova steat6za). V laboratornim nalezu jsou
zvySené hodnoty GMT, nékdy ALP, sérovych aminotransferaz. Kumulace tukd maze
byt doprovazena zanétem jater, potom hovofime o steatohepatitidé. Alkoholicka
hepatitida se vyznacuje balénovitou degeneraci a nekrézou hepatocytd se
zanétlivymi infiltracemi. Charakteristickym, i kdyz pro alkoholickou hepatitidu
nespecifickym, histologickym nalezem je Malloryho hyalin, vlaknity protein ve formé
inkluzi uvnitf cytoplazmy zdufelych hepatocytd (Hruba, 2001). Jaterni cirh6za je
doprovadzena zmeénou jaterni architektury. Vznikaji vazivova septa spojujici oblasti
centralnich zil navzajem nebo s portalnimi poli. Sou¢asné probiha i regenerace tkané
vedouci k tvorbé uzli. Hepatocelularni karcinom vznika spiSe v dasledku vlastni
cirh6zy, nez pfimého karcinogenniho pusobeni alkoholu. Biochemickou abnormalitou

je zvySeni GMT.



2.1.3 Oxida€ni stres v patologii jaterniho poSkozeni

Oxidacni stres je spojovan s fadou onemocnéni a uplatiiuje se také v toxicité
mnohych xenobiotik. Je charakterizovan nerovnovdhou mezi vznikem a
odstrarfiovanim reaktivnich forem kysliku (nebo dusiku) ve prospéch jejich tvorby.
Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vysoce reaktivni molekuly, které jsou v organismu
pfirozené tvofeny v malém mnozstvi béhem metabolickych reakci. Mezi ROS patfi
jednak volné radikaly (napf. radikal superoxidovy O, -, hydroxylovy HO-, peroxylovy
ROO"), jednak latky, které nemaji charakter radikal, ale ty z nich mohou vznikat
(napf. H,O,, HCIO, O3). ROS reaguji s biomolekulami, jejichz strukturu a funkci
poSkozuji. Za fyziologickych podminek je rovnovaha udrZzovana ochrannymi
mechanismy, ke kterym patfi antioxidaéni enzymy (napf. glutathion peroxidazy,
kataldza, superoxid dismutdza) a endogenni antioxidanty (napf. glutathion, thioly)
(Stipek, 2000). Nadmérna produkce reaktivni volnych radikald ma za néasledek
oxidacni posSkozeni a vznik chemicky modifikovanych biomolekul. Vysledkem jsou
buné&né a metabolické poruchy.

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

produkovat zmény v jejich struktufe. Dochazi napf. ke Stépeni kruhu deoxyribdzy,
modifikaci a poSkozeni bazi, zlomam v fetézcich. Nasledkem jsou mutace, translaéni
chyby nebo inhibice proteosyntézy. V klinickém projevu dochazi k apoptoze,
metagenezi, karcinogenezi, starnuti. Dale mohou byt ovlivnény proteiny. Volné
radikaly zpUGsobuji strukturni zmény proteinl napf. agregaci, sitovani, nebo
fragmentaci bilkovinnych molekul, reaguji s hemovym Zelezem, modifikuji funkéni
skupiny aminokyselin. Nasledkem téchto zmén jsou modifikace v transportu iontu, ve
funkci signalnich molekul, v aktivit¢ enzyml, ve vzniku antigennich determinant.
Porucha bunky vznika téz v souvislosti s poSkozenim mastnych kyselin v lipidech.
Plsobenim volnych radikald dochazi ke ztraté dvojnych vazeb, tvorbé reaktivnich
metabolitl (peroxidy, aldehydy). Na peroxidaci lipida jsou nejcitlivéjSi dvojné vazby
nenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidové dvojvrstvé membrany. Nasledkem

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



2.1.4 Metody pro stanoveni jaterniho poskozeni

Poruchy jaternich funkci  Ize zjistovat pomoci biochemickych vySetfovacich metod.
Ty byly navrzeny tak, aby splfiovaly pozadavky na rychlost, metodickou naro¢nost a
cenovou dostupnost. V této préaci byly pouzity tyto biochemické ukazatele poSkozeni

hepatocytu:

Alanin aminotransferdza (ALT)

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

ALT (EC 2.6.1.2) se vyskytuje v cytosolu hepatocytl a jeji obsah v jinych organech je
nizky. Aktivita ALT v krvi se zvySuje zejména u jaterniho poskozeni, zanétu jater,
méstnani krve v jatrech aj. Aktivita ALT v séru je nejCastéjSi spolehlivy ukazatel
hepatotoxického plsobeni a je povazovan za ,zlaty standard“ biochemickych

marker( jaterniho poskozeni (Ozer, 2008).

Aspartat aminotransferdza (AST)

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

AST (EC 2.6.1.1.) se vyskytuje v fadé organl, kromé jater téz v srdci, kosternim
svalu aj. Aktivita AST v krvi se zvySuje zejména u akutniho infarktu myokardu nebo
u tézSiho poskozeni jater. Ma slozku cytosolovou, ktera se uvolfiuje z jater i pfi
leh&im poSkozeni, a mitochondrialni, ktera byva zvySena u nekrézy hepatocytt. Vétsi

vzestup v krvi signalizuje zavaznégjsi jaterni lézi (Schneiderka, 1998).

Oba enzymy, ALT i AST, vyZaduji pfitomnost kofaktoru, kterym je pyridoxal-5-fosfat.
Na jeho pyridoxalovou c&ast je pfi katalyze vazana NH, skupina donorové
aminokyseliny, pficemzZ vznika prfechodné pyridoxamin-5-fosfat. Ten pak reaguje

s oxokyselinou za vzniku glutamatu a regenerované aldehydové formy kofaktoru.

Glutamat dehydrogenaza (GLDH)

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

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

nalézame pfi nekr6ze hepatocytt (O Brien, 2002).

Mira oxida éniho posSkozeni jaterni tkané byla sledovana méfenim produktu
vznikajiciho pfi radikadlovych reakcich a méfenim obsahu fyziologickych

antioxida¢nich systému. V této praci jsme sledovali tyto parametry:

Peroxidace lipidu (LP)

Plasobenim volnych radikald dochazi k oxidativnimu poSkozeni a degradaci

polynenasycenych mastnych kyselin (peroxidaci lipidd). Jednim z kone&nych
produkti Stépeni Fetézcd mastnych kyselin je malondialdehyd (MDA), jehoz

stanoveni se vyuziva ke stanoveni miry lipoperoxidace (Holley, 1993).

Redukovany glutathion (GSH)

Glutathion (y-glutamylcysteinglycin) je latka dulezitd pro udrzeni pfiméfeného
oxidoredukéniho prostfedi v burikach. SlouZi jako vychytdvac reaktivnich forem
kysliku, je substratem glutathion peroxiddz a glutathion transferaz. Snizena
koncentrace GSH je jednim z pfiznaku oxida¢niho stresu. BEéhem oxidacniho stresu
je redukovany glutathion spotfebovavan k neutralizaci reaktivnich forem kysliku
za vzniku oxidované formy GSSG, ktera je glutathion reduktdzou (GR) v pfitomnosti
NADPH zpét prfevadéna do redukované formy GSH. Oxidovany glutathion nema

antioxidacni vlastnosti (DelLeve, 1991).

Glutathion peroxidaza (GPx)

Glutathion peroxidaza (EC 1.11.1.9) je nézev pro rodinu selenoenzyma
s peroxidazovou aktivitou. Hlavni biologickou funkci cytosolové GPx je redukce
peroxidu vodiku, organickych peroxidd a peroxidu lipidG s vyuzitim glutathionu jako
reduk&niho Cinidla (Ursini, 1995).

Kataldza (CAT)

Kataldza (EC 1.11.1.6) je enzym katalyzujici Stépeni peroxidu vodiku na vodu a
kyslik. Je to hemoprotein sloZzeny ze 4 podjednotek. Mezi enzymy ma jedno
Z nejvysSich Cisel premény (Jones, 1982).
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2.2 STUDOVANE HEPATOTOXICKE LATKY

Pro experimenty byly vybrany nasledujici hepatotoxické latky: paracetamol,
thioacetamid a tamoxifen. Paracetamol je znamy svym toxickym pusobenim na jatra
a predstavuje akutni formu jaterniho poskozeni. Thioacetamid je povazovan
za experimentalni model akutni i chronické toxicity. Hepatotoxické pUsobeni
tamoxifenu se vyskytuje po chronickém podéavéani tohoto lécCiva.

2.2.1 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen, N-acetyl-p-aminofenol, APAP) je jedno
z nejrozSifenégjSich analgetik. Ma vyznamny analgeticky a antipyreticky acinek.
Pouziva se jiz pfes pul stoleti a je volné prodejny po celém svété diky své
bezpeénosti, uZiva-li se v terapeutickych davkach. V pfipadé vysokych davek
(> 4 g/den) zplUsobuje poskozeni jater. V zemich jako USA a Velka Britanie je
priCinou az 50 % pfipadd akutniho jaterniho selhani (Lee, 2003). APAP je téz

zneuzivany k suicidalnim acéeldm (Amar, 2007).

Analgetické pusobeni paracetamolu

.....

enzymu cyklooxygenazy (COX). Tento enzym katalyzuje pfeménu arachidonové
kyseliny na prostaglandiny, které zvySuji citlivost perifernich zakon&eni nociceptora
na chemické mediatory bolesti a které se podileji na zanétlivé reakci. RozliSuji se dva
typy cyklooxygenazy kdédované separatnimi geny. Konstitutivni izoforma COX 1 je
pritomna ve vétSiné tkani a katalyzuje syntézu prostaglandina dalezitych pro urdzeni
tkanové homeostazy. Blokada COX 1 ruSi protektivni Uc€inky prostaglandinu a je
priCinou nezadoucich 0&inkd NSAID (napf. eroze ZaludeCni sliznice, krvaceni).
Inducibilni COX 2 je enzym indukovany pfi zanétu pusobenim cytokinl a zodpovida
za tvorbu prostanoidnich mediatorll zanétu. Blokada COX 2 ma za nasledek
analgeticky, antiflogisticky a imunosupresivni uc¢inek (Martinkova, 2007).
Paracetamol je slabym inhibitorem COX 1 a COX 2. Vyznamné vSak inhibuje

nové popsanou izoformu cyklooxygenazy COX 3, ktera je variantou izoenzymu
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COX 1 kodovana stejnym genem pro COX 1. Objev této izoformy v hypotalamu
v roce 2002 objasnil analgetické pusobeni paracetamolu a jinych antipyretik, které
jsou slabymi inhibitory COX 1 a COX 2, ale snadno penetruji do CNS. NSAID téz
inhibuji COX 3, ale pro jejich vysokou polaritu neprochazi do CNS v dostate¢né
koncentraci (Botting, 2005). To vysvétluje, pro¢ paracetamol, i kdyz pasobi na COX
podobné jako NSAID, nevykazuje podobné protizanétlivé ani antikoagulaéni
vlastnosti a je Setrné&jsi ke gastrointestinalnimu traktu (Anderson, 2008).

Na analgetickém pusobeni paracetamolu se dale podili nepfimy G&inek
na serotoninové receptory 5-HT3 v miSe. Na periferii paracetamol urychluje pfeménu
prostaglandinu PGG, na PGH;, a tim sniZzuje prozanétlivé pasobeni nestabilniho
endoperoxidu PGG; (Lincova, 2007).

Experimentalné na mySich byl demonstrovan u€inek APAP metabolitu
p-aminofenolu (deacetylovany paracetamol) na sniZzeni bolesti a teploty, kdy
po konjugaci s kyselinou arachidonovou vznika AM404 (arachidonoyl-amid
aminofenolu), ktery zpusobuje aktivaci kanabinoidnich receptor (Hogestatt, 2005).

Paracetamol ma své stalé misto v pediatrii, kde je lékem volby u déti
od 3 mésicu do 15 let pfi snizovani teploty a bolesti, nebot pfi jeho uzivani nehrozi

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

Farmakokinetika paracetamolu

Paracetamol se rychle absorbuje z traviciho traktu a maximalni plazmatické
koncetrace dosahuje béhem 30-60 min od p.o. podani. Distribuuje se do vétSiny
tkani, prochazi jak hematoencefalickou, tak placentarni bariérou a je pfitomen i
v matefském miléce. Vazba na plazmatické bilkoviny je v terapeutickych davkach
zanedbatelnd, ale zvySuje se srostouci koncentraci APAP. Paracetamol je
metabolizovan v jatrech oxida¢nimi a konjugacnimi reakcemi a produkty jsou
vylu€¢ovany moci. Méné nez 5 % latky je vylou€eno v nezménéné formé. Paracetamol
ma relativné kratky poloCas eliminace 1-3 hod. Analgeticky ucinek paracetamolu
po jednorazoveé terapeutické davce 0,5 - 1 g trva 3 - 6 hod, antipyreticky 3 - 4 hod
(Martindale, 2002). Paracetamol je bezpeény v davce maximalné 4g/den (max
jednotliva davka 1g), pfi dlouhodobém podavani 2,5 g/den (Cerveny, 2013). Zfidka
se vyskytne poSkozeni jater pfi normalnim davkovani, a to v dasledku idiosynkratické

reakce, napf. pro inidividualni rozdily v expresi a aktivité biotransformacnich enzym.
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Tabulka 2.1 - Doporu¢ené maximalni davky paracetamolu

Casovy odstup

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

dospély 1g 4h 49

dité 6-12r 500 mg 4h 29

dité 1-5r 240 mg 4h 960 mg

kojenec 3-12 m 120 mg 4h 480 mg

(Ferner 2011)

s s

Hepatotoxické ucéinky paracetamolu

Hepatotoxicita APAP je relativné dobfe prostudovand a je pfipisovana
pfimému  cytotoxickému  puUsobeni  metabolitu  paracetamolu  N-acetyl-p-
benzochinoniminu (NAPQI) (Cerveny, 2013). Biotransformace paracetamolu (viz
Obrazek 2.1) probih& cestou konjugace s kyselinou glukuronovou ¢&i sirovou, ktera
eliminuje vétSinovy podil matefské latky. Minoritni podil (5 %) paracetamolu je
metabolizovan mikrozomalnim systémem (CYP 2E1 nebo 1A2) za vzniku reaktivniho
metabolitu NAPQI (Sliva, 2013). Tento metabolit je za normalnich okolnosti uc¢inné
odstrarfiovan konjugaci s glutathionem a vylou¢en moci. V pfipadé predavkovani
paracetamolem nebo u chronickych alkoholikl jsou zasoby glutathionu vy€erpany,
NAPQI neni dostate¢né inaktivovan, kovalentné se vaze na bunécné struktury
hepatocytu a zpUsobuje jejich piimé poskozeni (Cerveny, 2013). V pokusech
na zvirfatech bylo zjiSténo, Ze toxické Ucinky paracetamolu se projevi pfi poklesu
hladiny jaterniho glutathionu pod 70 % normalni hladiny (Richardson, 2000).

Pfi otravé paracetamolem se podava specifické antidotum N-acetylcystein.
N-acetylcystein je donorem —SH skupin a u¢inné obnovuje zasoby glutathionu, ktery
poté odstranuje toxicky NAPQI (Hladik, 2005). Alternativnim zdrojem sulfhydrylovych
skupin je methionin, ktery vSak v experimentech vykazoval niZSi u€innost nez

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

2.2.2 Thioacetamid

Thioacetamid (TAA, Obrdzek 2.2) je hepatotoxicka latka, kter4d se
experimentalné pouziva k navozeni a studovani akutniho ¢&i chronického jaterniho
poskozeni. Akutni toxicita je charakterizovana centrilobularni nekrézou,
doprovazenou zvySenim seérovych transaminaz a hyperbilirubinémii, zatimco
chronick& expozice vede k jaterni fibréze, cirhdze €i karcinomu jater (Sarma, 2012).
Vyhody pouziti thioacetamidu jako modelové hepatotoxické slouceniny spodivaji
v jeho specifit¢ pro jaterni tkan, v pfednostnim pudsobeni v perivenézni oblasti a
v relativné dlouhém &asovém rozmezi (3,5 - 7 dnd) od vzniku nekrozy po jaterni
selhani (Chanda, 1994; Starikova, 2010).

CH3 NH,

Obrazek 2.2 - Struktura thioacetamidu (zdroj: http://www.sigmaaldrich.com)
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Hepatotoxicita thioacetamidu byla poprvé studovana vroce 1948 v pokusu
na potkanech. Podnétem ke studiu bylo nalezeni TAA v pomeranovém dZusu
nasledkem pouziti této latky jako fungicidu v pomeran&ovnikovém sadu (Hajovsky,
2012). Kromé vyuziti k hubeni Skidcu se thioacetamid pouziva ke koroznim
zkouskam, jako pramyslové rozpoustédlo, jako urychlova¢ vulkanizace nebo
ke stabilizaci motorového oleje (Lee, 2003).

TAA je bily krystalicky prasek rozpustny ve vodé a v etanolu, mirné rozpustny
v éteru (Merck Index, 1996). V in vivo experimentech se thioacetamid podava
obvykle intraperitoneélné, méné cCasto intravenézné (Chen, 2008) nebo peroralné
(Tani, 2001).

Metabolismus a pUsobeni thioacetamidu na jaterni tkan

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

Biotransformace thioacetamidu podléha saturacni kinetice (kinetika nultého
Fadu) (Chilakapati, 2005). Siroké spektrum dalich substratd CYP2E1 podstupuje
kinetiku nultého fadu, kdy se zvySujici se davkou toxikantu je limitovana mira jeho
biotransformace. Dulsledkem enzymové saturace je, Ze se produkce aktivniho
metabolitu nezvySuje proporcionalné k rostouci davce. Pfi vysokych davkach TAA,
pfi kterych je CYP2E1 nasycen, klesa tvorba metabolitu TASO, je redukovan toxicky
GCinek. Pomér metabolitu TASO k matefské slouceniné TAA s rostouci davkou kles4,
¢imz se vysvétluje nejednoznacny vztah davka - GCinek (Mangipudy, 1995). Také
pfeména TASO na TASO, je saturovatelnda, probiha pomaleji a je tak rychlost-
limitujicim krokem biotransformace. Biologicky polo¢as TAA a TASO je 1-1,5 hod,
respektive 1,5 - 2 hod (Porter, 1979). Obrazek 2.3 znazorfiuje metabolismus TAA
(Chilakapati, 2005).
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1.oxidace 2.oxidace

!

poSkozeni jater ~ <— vazba na buné&céné struktury

Obrazek 2.3 - Metabolismus thioacetamidu

Reaktivni metabolity TAA, pfedevSim nestabilni TASO,, zvySuji oxidacni stres,
vycéerpavaji zasoby glutathionu a zpusobuji oxidaci makromolekul véetné lipidu
bunénych membran. Pochody oxida¢niho stresu jsou téZz zahrnuty v procesu
fiborogeneze (Furtado, 2012). Navic se predpoklada, Ze se produkty thioacetamidu
vazou na bunécné proteiny a posSkozuji postranni lysinové fetézce za vzniku
acetylimidolysinovych derivata (Lee, 2003). Dlsledkem je poSkozeni funkce burky a
nasledna cytotoxicita.

Bylo popsano thiaoacetamidem indukované uvolnéni iontd vapniku
z intracelularnich zasob (Diez-Fernandez, 1996). Nadprodukce volnych radikala a
naruseni homeostazy vapniku mohou vyvolat zvySenou permeabilitu vnitini
mitochondrialni membrany, naruSeni membranového potencialu a inhibici dychani
(Bernardi, 2001). Thioacetamid pusobenim na mitochondridlni metabolismus
nepfiznivé ovliviuje regeneraci jaterni tkané, ktera je energeticky zavisla

na funk&nich mitochondriich (Stankova, 2010).
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2.2.3 Tamoxifen

Tamoxifen (TAM, viz Obradzek 2.4), chemickym nazvem (2)-2-[4-(1,2-
diphenylbut-1-enyl)phenoxy]-N,N-dimethylethanamin, patfi do skupiny selektivnich
modulatort estrogenniho receptoru (SERMSs), které v zavislosti na typu tkané a
bunék vykazuji estrogenni nebo antiestrogenni plasobeni. Tamoxifen kompetitivhé
obsazuje vazebné misto na estrogennim receptoru a inhibuje proliferativni U¢inky
estrogenu. Je vyuzivan v terapii a prevenci hormonalné zavislého karcinomu prsu.
Agonistické plsobeni na estrogennim receptoru se déje napf. v kostni tkani,
v endometriu nebo na krevnich lipidech (Osborne, 2000).

LécCivé pripravky obsahuji tamoxifen citrat. Je to bily az skoro bily, polymorfni,
krystalicky praSek. Je téZce rozpustny ve vodé a acetonu, dobfe rozpustny
v metanolu (Cesky Iékopis, 1997). Doporudena denni davka tamoxifenu v lé&bé
karcinomu prsu je 20 mg. Obvykle se jedna o dlouhodobou Ié¢bu, ktera se ukoncuje

teprve tehdy, kdyz dojde k remisi.

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

Farmakokinetika tamoxifenu

Po peroralnim podani je maximalni plazmatické koncentrace tamoxifenu
dosazeno po 4-7 hod. Latka je z velké miry vazana na bilkoviny krevni plazmy.
Biologicky poloas tamoxifenu muze byt az 7 dnd. Tamoxifen je Siroce
metabolizovan, hlavnim metabolitem je N-desmetyltamoxifen. Nékteré metabolity

vykazuji podobnou farmakologickou aktivitu jako matefskd molekula. Tamoxifen je
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v konjugované formé pomalu vylu€ovan jatry, v mensi mife ledvinami. Zda se, Ze

podstupuje enterohepatickou cirkulaci (Sweetman, 2002).

Tamoxifen a vliv na jatra

Chronické uzivani tamoxifenu muze indukovat Siroké spektrum jaternich lézi
jako je periportalni hepatitida a cirh6za (Maruyama, 1995), makrovezikularni steatéza
a steatohepatitida (Pinto, 1995). Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC)
hodnoti tamoxifen jako karcinogenni u experimentalnich zvifat (IARC, 1996). Byly
publikovany studie o hepatokarcinogennim pusobeni tamoxifenu u potkana
(Hirsiméaki, 1993; Williams, 1993). Za inicia¢ni krok karcinogeneze je povazovana
metabolicka aktivace na elektrofilni  sloueninu - sulfatovy  konjugat
o-hydroxytamoxifenu nebo N-desmetyltamoxifenu, ktera se irreverzibilné vaze
na DNA jaternich bunék (Rajaniemi, 1998). Stejny adukt je tvofen také u mysich a
lidskych hepatocytd po expozici a-hydroxytamoxifenu. Dostupna data uvadeji, ze
lidské a mysi buriky, ve srovnani s buikami potkana, maji podstatné nizsi schopnost
metabolické aktivace tamoxifenu (Wogan, 1997). To koresponduje se studii, ve které
byly mySi rezistentni ke karcinogenezi (Martin, 1997). Tamoxifen v jediné davce
nevyvola rakovinné bujeni, ackoliv muze podpofit rakovinu jater indukovanou
N-nitrosodietylaminem (White, 1999).

Dale je znamo, Ze tamoxifen muaze u pacientek zpuUsobit dysfunkce
metabolismu lipidd. Latka blokuje funkci estrogenu v udrZzeni homeostazy lipidd, ¢imz
se zvysSuje obsah tukud v jatrech. Rozviji se nealkoholicka steatéza a steatohepatitida
(Lelliott, 2005).

Mechanismus, kterym tamoxifen navozuje zmény lipidu v jaterni tkani, byl
zkouméan na mySich hepatocytech (Cole, 2010). Zahrnuje sniZzenou fosforylaci
enzymu acetylkoenzym-A-karboxylazy (ACC), enzymu limitujiciho rychlost syntézy
mastnych kyselin. Fosforylaci ACC katalyzuje enzym AMPK (adenosine-
monophosphate-activated protein kinase), jehoz €innost je redukovana tamoxifenem.
Snizeni fosforylace ACC (=aktivace ACC) v jatrech aktivuje syntézu mastnych
kyselin.

S uzivanim tamoxifenu je spojovano ukladani anorganického Zeleza v jatrech
(sider6za). lonty Zeleza nepochéazeji z molekuly hemu a jejich akumulace mozna
souvisi s tvorbou volnych radikall béhem metabolismu tamoxifenu. Nadmérna zatéz
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Zelezem mulze byt zprostfedkovana poruchou v regula¢nim mechanismu hepcidinu,
hlavniho regulatoru homeostazy Zeleza (Jatoba, 2008). Zelezo svym katalytickym
ucinkem na tvorbu volnych radikall podporuje peroxidaci lipidd v hepatocytech
s naslednym poskozenim membrany a ztratou integrity organel (Bacon, 1985).
Produkty degradace lipida také stimuluji tvorbu kolagenu v jaternich hvézdicovych
burikach in vitro a lidskych fibroblastech (Maher, 1994). V Kupfferovych burikach tyto
produkty mohou stimulovat produkci transformujiciho ristového faktoru 3 (TGF-B)
(Leonarduzzi, 1997).
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2.3 STUDOVANE POTENCIALNE HEPATOPROTEKTIVNI LATKY

Pro Gcely experimentd byly vybrany nasledujici latky: pfirodni antioxidanty silymarin,

naringin, resveratrol a synteticky chelator Zeleza deferipron.

2.3.1 Silymarin

Silymarin  (SIL) je extrakt ze suSenych semen rostliny ostropestice
marianského (Silybum marianum L.). Tato bylina byla jiz po staleti vyuZivana
v lidovém |éCitelstvi jako IéC&ebny prostfedek pfi poruchach zaZivaciho traktu,
onemocnéni jater a Zlu€¢ového traktu, menstruaénich poruchach a kfe€ovych Zzilach
(Saller, 2007). Obsah silymarinu ve zralych plodech ostropestice je 1,5-3,0 %.
V Cistém standardizovaném suchém extraktu se obsah silymarinu pohybuje 30-60 %
(Abenavoli, 2010).

Chemicka struktura silymarinu

Silymarin je smés flavonolignana sloZzena ze strukturnich izomeru: silybininu
(diastereomery silybin A + silybin B), isosilybininu (isosilybin A + isosilybin B),
silydianinu, silychristinu a dalSich minoritnich sloZzek (napf. taxifolin, silyhermin) (Wu,
2009). NejvétSi podil ve smési zaujima silybinin (60-70 %), dalSi slozky jsou
zastoupeny v mnozstvi: silychristin cca 20 %, silydianin cca 10 %, isosilybin cca 5%.
Pomér jednotlivych sloZzek v silymarinu muaze kolisat v zavislosti na podminkéch
péstovani, na rostlinném kultivaru nebo na metodach izolace a extrakce z rostlinného
materialu (Simanek, 2000). Chemické struktury izomerd znazorfiuje Obrazek 2.5
(Pradhan, 2006).
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Obrazek 2. 5 - Struktura slozek silymarinu
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Biologické ucinky silymarinu

Silymarin je znamy pFfedevSim svymi hepatoprotektivnimi  GCinky.

v,

-----

Antioxida¢ni vlastnosti silybininu byly sledovany v pokusech in vitro. V jaternich
mikrosomech silybinin pusobil jako silny vychytava¢ hydroxylovych radikald (OH-)
generovanych ve Fentonové reakci a dale vychytava¢ superoxidového radikalu (O, ")
generovaného xantinoxidazovym enzymovym systémem. Peroxidace lipid0 vyvolana
organickymi hydroperoxidy (kumen hydroperoxidem) probihala v mikrosomech
pres oxidaci glutathionu a dalSich thiold. Silybinin zamezil degradaci thiolt a zaroven

vyvolané lipoperoxidaci (Basaga, 1997).

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

navrat k normalni funkci organu (Abenavoli, 2010).

Protizanétlivé ucinky. Silymarin inhibuje tvorbu leukotrient, prozanétlivych mediatora,
puasobenim na aktivitu 5-lipoxygendzy. Ve studii na izolovanych Kupfferovych
burikach, silybinin inhiboval tvorbu leukotrienu B4 (Dehmlow, 1996). Dale je
popisovan vliv silymarinu na transkripéni faktor NF-kB, kli€¢ovy regulator zanétu a

imunitnich reakci, pfi¢emz silymarin inhibuje vazbu NF-kB na DNA (Pradhan, 2006).

Protifibrotické pdsobeni. Fibrogeneze je dusledkem konverze jaternich hvézdicovych
bunék (HSC, hepatic stellate cells) v myofibroblasty. Silymarin inhibuje NF-kB a také
zpomaluje HSC aktivaci (Abenavoli, 2010). V pokusu na potkanech, s CCl,
chronickym poskozenim jater, silymarin (50 mg/kg; p.o.) snizil obsah kolagenu
v jatrech na 55 % (Favari, 1997). Dale silymarin potlaCuje expresi profibrotickych
mediatoru (pro-kolagen al a TIMP-1) (Jia, 2001).
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Blokada toxing. Silymarin ma regulaéni UCinky na permeabilitu bunéfné a
mitochondrialni membrany a zvySuje membranovou stabilitu proti xenobiotickému
poSkozeni. Brani absorpci toxinu do hepatocytu tim, Ze obsazuje vazebna mista na
burfice, a inhibuje nékteré transportni proteiny v membrané. Jednim
z takovych transportnich systému je OATP2 (organic anion transporting polypeptide),
ktery zprostfedkovava transport Zlu€ovych Kkyselin, lipofilnich hormond nebo
xenobiotik z portalni krve do hepatocytu. Silymarin kompetitivné inhibuje tento
prenaSe€. Této skute€nosti je vyuzito pfi terapii intoxikace muchomurkou zelenou
(Amanita phalloides), jejiz toxiny, amanitin a faloidin, prostupuji do hepatocytu
prostfednictvim OATP2 a zpUsobuiji likvidaci bunék (interference s proteosyntézou)
(Abenavoli, 2010). Silymarin (silybinin 20-50 mg/kg/den) je pfi otravé muchomurkou
zelenou podavan spolu s vysokymi davkami penicilinu (300 000-1 000 000 U/kg/den)
(Saller, 2008).

Farmakokinetika silymarinu

Silybinin, majoritni slozka silymarinu, je povazovan za biologicky G&innou
slozku celé smési. Farmakokinetické parametry silymarinu jsou vztahovany a
standardizovany k silybininu (Saller, 2001).

Silymarin je velmi malo rozpustny ve vodé (0,03 mg/L, silybinin 0,004 mg/L).
Biodostupnost po peroralnim podani je velmi nizk4 (0,98 %) a zavisi na obsahu
dalSich pfitomnych substanci, které maji lepSi rozpustnost. Silymarin se podava ve
formé suspenze v metylceluléze nebo B-cyklodextrinu, nebo ve formé kapsli (Saller,
2008). Systémovou dostupnost Ize zvysit pfidanim nosice jako je fosfatidylcholin za
vzniku fytosomu, lipid-kompatibilniho komplexu, ktery ma 10krat vysSi biodostupnost
neZ samotny silymarin (Morazonni, 1993). Dle Brevife 2014 jsou v Ceské republice
registrovany nasledujici IéCivé pripravky s obsahem silymarinu: Flavobion, Silymarin
Al, Lagosa, Legalon.

V Klinické studii, po podani 100-360 mg silybininu byla maximalni koncentrace
v plazmé dosazena za cca 2hod a cCinila 200-1400 ng/mL, pfiemz asi 75 % bylo
pfitomno v konjugované formé. Eliminacni poloCas celkového silybininu je pfiblizné

6hod. Z podané davky je 3-8 % exkretovano do moce, 20-40 % je reabsorbovano ze
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Zluce ve formé glukuronidi a sulfatd. Zbyvajici ¢ast, neabsorbovana, nezménéna, je
vyloucena travicim traktem (Saller, 2008).

Hlavni metabolickou cestou silybininu jsou konjugace Il.faze biotransformace.
Jedna se predevSim o konjugace s kyselinou glukuronovou a sirovou za vzniku
mono- , di- a triglukuronidd, mono- a disulfati (Hoh, 2006). Byla nalezena vyznamna
stereoselektivita v tvorbé glukurovanych konjugatd silybininu (Han, 2004).

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

2.3.2 Naringin

Naringin (4°,5,7-trinydroxyflavanon- 7- rhamnoglukosid, NAR) patfi do skupiny
flavonoidnich glykosidu. Pfirozené se vyskytuje v citrusovych plodech. Je hlavnim
flavonoidem grapefruitu (tvofi az 10 % suché hmotnosti) a je zodpovédny za horkou
chut’ grapefruitové stavy (Ortuiio, 1995). Obsah naringinu v grapefruitovéové stavé

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

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

Obecné vlastnosti flavonoidu

Flavonoidy jsou velkou skupinou nizkomolekularnich polyfenolickych
slou€enin vyskytujich se v rostlinach jako sekundarni metabolity. V rostliné zajistuji
napf. pigmentaci kvétu nebo slouzi jako obrana proti napadeni nebo poskozeni
rostliny. V rostlinné FiSi bylo popsano jiz vice jak 5 000 derivatt bioflavonoidd
(Fernandez, 2009). Vyznamnymi zdroji téchto latek jsou napf. citrusy, boravky,
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ginkgo biloba, cibule, petrzel, lusténiny, ¢aj, Cervené vino, hork& ¢okolada (Hollman,
1999).

Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikového heterocyklu flavanu (Obrazek 2.7),
tvofeného dvéma benzenovymi kruhy (A, B) spojenymi heterocyklickym pyranem (C)
(Hollman, 1997). Bézné jsou vSechny kruhy substituované hydroxy- nebo
methoxyskupinami. Podle usporfadani rdznych substituentd na pyranovém kruhu se
flavonoidy rozdéluji do nékolika skupin: flavony (rutin), isoflavony (genistein),
flavonoly (quercetin), flavanony (naringin), flavanoly (catechin), anthocyanidiny
(cyanidin). PFirodni flavonoidy se nej¢astéji vyskytuji ve formé& O-glykosidl, volné
aglykony se vyskytuji pouze zfidka. Déale existuji ve formé& polymernich sloucenin
(napf. tanniny) (Heim, 2002).

Tvorba téchto latek v rostliné je zavisla na mnoha faktorech, napf. svétlo,
Zivotni podminky, geneticky puvod, varianta, zpracovani, skladovani. Z toho divodu
jsou udaje v literatufe o obsahu flavonoidd v rostlinném materialu, potazmo v pfijaté
potraveé, ¢asto nekompletni a kontroverzni (Ross, 2002).

Z4ajem o flavonoidy z hlediska jejich plsobeni na lidské zdravi je dan uc&inky
pozorovanymi in vitro: vychytavani volnych radikald, modulace enzymové aktivity,
inhibice bunééné proliferace, pasobeni proti bakteriim, alergii, zanétu a dalSi (Bravo,
1998). Zejména je vyznamny jejich antioxidacni a chelata¢ni potencial, ktery souvisi
s protektivnim pusobenim flavonoidd proti nadorovym a kardiovaskularnim

onemocnénim.

Obrazek 2.7 - Flavan

(zdroj http://en.wikipedia.org/wiki/Flavonoid)
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Antioxidacéni Uc¢inky flavonoidu

Vyzkumy zabyvajici se zavislosti U¢inku na struktufe (SARS, structure-activity
relationship) ukazuji, ze antioxidacni aktivita flavonoidl zavisi na usporadani
funkénich skupin na flavanovém jadfe (Heim, 2002; Kolek, 2005). Zejména jsou

dalezité tyto strukturni komponenty:

i) hydroxylové skupiny. Hydroxylové skupiny na B-kruhu jsou vyznamné
pro vychytavani volnych radikall. Katecholova struktura (3",4"-dihydroxybenzen) B-
kruhu zvySuje inhibici peroxidace lipida. Flavony, kterym chybi katechol nebo
pyrogalol (trihydroxybenzen) tvofi relativné nestabilni radikdly a jsou tak slabé
scavengery. PFitomnost volné 3-OH skupiny na C-kruhu pfispiva k antioxidacnim
vlastnostem (Burda, 2001). Flavonoidy s hydroxylovymi skupinami v poloze 3- a
3",4" jsou 10kréat silngjSi scavengery peroxynitritu nez ebselen, znamy vychytavac
RNS (Haenen, 1997).

i) methoxylové skupiny. Zmény v hydrofobicité a planarité molekuly znamenaji také
zménu antioxida¢ni aktivity flavonoidu. | kdyZz pomér hydroxy- a methoxyskupin neni
ur€ujici pro miru vychytavani volnych radikal, kruh B je obzvlasté citlivy k umisténi
methoxylovych skupin. Vyména 6°-OH/4-OMe konfigurace za 6"-OMe /4"-OH zcela
odstranuje schopnost vychytavani radikalu DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
navozenim koplanarity (Mathiesen, 1997). Methylace 3,4 -katecholu vyznamné
sniZzuje antioxidacni kapacitu. Napf. 4" -O-methylace quercetinu na tamarixetin snizuje
inhibici LP navozenou Zelezem z 98 % na -2,6 % (Dugas, 2000). Antioxida¢ni u€inek

katecholu B kruhu je odstranén polymethoxylaci na A-kruhu.

iii) dvojna vazba a ketoskupina. Flavonoidy s dvojnou vazbou mezi uhliky C2 a C3 a
soucasné s ketoskupinou na C4 vykazuji lepsSi antioxidacni vlastnosti nez latky, které
nemaji tyto strukturni determinanty (napf. quercetin je silnéjsi inhibitor Fe-indukované
LP nez taxifolin, pfi€emz oba obsahuji 4-oxoskupinu, ale jen quercetin ma dvojnou
vazbu mezi C2 a C3) (Ratty, 1988).

iv) cukerné zbytky. Aglykony jsou UcCingjSi antioxidanty nezZ jejich odpovidajici
glykosidy (Ratty, 1988). S rostoucim poctem cukernych zbytkd klesa antioxidacni
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kapacita (Plumb, 1999). Kromeé poctu cukernych zbytk( hraji roli také umisténi (napf.
glykosylace na A-kruhu sniZzuje antioxida¢ni kapacitu) a struktura cukru (glukoza,
rhamndéza nebo rutindza). Cukerné zbytky ovliviiuji antioxida¢ni vlastnosti flavonoidu
tim, Ze (a) interferuji s koplanaritou B-kruhu vzhledem ke zbytku flavonoidu a
schopnosti delokalizace elektron(l, a/nebo (b) zvysSuji hydrofilni charakter molekuly a
modifikuji pfistup k volnym radikalim. Vliv cukernych zbytki na antioxidacni
vlastnosti je u cClovéka sporny, nebot glykosidické vazby jsou Casto Stépeny
ve stfevé. Je pravdépodobné, Ze odstranéni cukernych substituentld stfevnimi
enzymy nebo bakteriemi zvySuje aktivitu flavonoidd pfijatych v potravé in vivo (Heim,
2002).

V) stuperi polymerizace. Polymery flavonoidl jsou pfitomny napf. v extraktu semen
hroznu (oligomery a dimery katechin) nebo v ¢erveném viné (dimery procyanidint).
Dimery a trimery procyanidind jsou ucinnéjSi proti superoxidovému radikalu nez
monomery, pfiéemz mira aktivity di- a trimera se liSi jen malo (Vennat, 1994). Zd4 se,
Ze vySSi stupen polymerizace zvySuje antioxidacni aktivitu procyanidinl proti riznym
radikalim (Heim, 2002).

Chelata¢ni Udinky flavonoidt

Chelata¢ni vlastnosti flavonoidl pfispivaji k jejich antioxidacnimu pusobeni.
Odstranénim a neutralizaci nadbyteCnych ionthd Zeleza, které jsou deponovany
v hepatocytech, flavonoidy sniZuji oxidativni poSkozeni (Morel, 1993). Také
po chelataci dvojmocnych kationtd si flavonoid zachovava schopnost zhaSet volné
radikaly. Oxidace navozena Fentonovou reakci je silné inhibovana flavonoidy, které
ve své struktufe obsahuji 3,4 -katechol, 4-oxo- a 5-OH-skupiny. Komplex chelatoru
s iontem Fe nebo Cu se muZze tvofit mezi 5-OH a 4-oxo-skupinou nebo mezi 3"- a 4’-
hydroxylem (Cheng, 2000). Diky schopnostem vazat kovy a zhaSet volné radikaly
jsou polyhydroxylované flavonoidy vyznamné jako inhibitory Fentonovy reakce in vivo
(Heim, 2002).
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Biologické uéinky naringinu

Citrusové flavonoidy jsou zkoumany pro jejich rozmanité biologické ucinky. Je
Gcinky. Snizuje hladinu lipida v krvi, zlepSuje pevnost cévnich stén, jejich elasticitu a
propustnost. Ma tedy vyznam z hlediska prevence kardiovaskularnich chorob a
rakoviny (Huang, 2011). V poslednich letech byly publikovAny méné znamé
biologické ucinky naringinu, napf. indukce melanogeneze (Huang, 2011), indukce
apoptdzy in vitro (Kanno, 2003), anxiolytické puasobeni u mysi (Fernandez, 2009)

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

Vyznamné jsou interakce grapefruitové Stavy se soucasné podanymi IéCivy.
Grapefruitova Stava mize vyrazné zvysit biodostupnost oralné podanych IéCiv (napf.
blokatort kalciovych kandll, takrolimu, cyklosporinu, midazolamu aj.). Neumérné
vysoké koncentrace IéCiv v séru maji pak za nasledek zvySeny vyskyt vedlejSich
Ucinkd zavislych na davce (de Castro, 2007). Hlavnim mechanismem téchto interakci
je inhibice intestinalni formy cytochromu P450 3A4 (CYP3A4) vyvolana
furanokumariny a flavonoidy pfitomnymi v grapefruitovém dZusu. Studie naznacuije,
Ze UCinné slozky dzusu, samy substraty proteinu, vykazuji suicidalni typ inhibice
(Lown, 1997). | kdyZ naringin i naringenin vykazuji inbi¢ni efekt na CYP3A4, nejsou
primarnimi inhibitory CYP3A4 grapefruitové Stavy (Edwards, 1996). Soucasné
vyzkumy ukazuji, Ze - kromé pusobeni na CYP3A4 - interakce grapefruitového dZzusu
s léCivy zahrnuji také ovliviiovani P-glykoproteinu a membranového transportéru
OATP (Dahan, 2004).

Farmakokinetika naringinu

Naringin je dobfe rozpustny ve vodé. Rozpustnost a biodostupnost jeho
aglykonu (naringeninu) je mensi a muze byt zvySena navazanim na hydroxypropyl-3-
cyklodextrin (Shulman, 2011).

Dfive se usuzovalo, Ze flavonoidni glykosidy mohou byt vstfebany pouze jako
aglykony az po bakterialni hydrolyze v nizSich oddilech stfeva (Bokkenheuser, 1987).
Vroce 1995 védci objevili pfenaSeCovy systém pro glykosidy SGLT1 (sodium-
dependent glucose transporter) (Hollmann, 1995). Nicméné mnohé glykosidy nejsou
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pfesto vstfebany diky uc€innému odstranovani transportéerem MDR2 (multi-drug
resistance-associated protein 2) (Walgren, 2000). Bylo zjisténo, Ze hydrolyza se déje
v tenkém stfevé za UCasti enzyml (-glukosidazy a/nebo laktaza-florizin hydrolazy.
Vzniklé aglykony jsou sice U¢inné vstfebavany, ale biodostupnost maze byt velmi
nizka (5-9 %) z ddvodu masivniho presystémového metabolismu (Walle, 2005; Fuhr,
1995).

Ve studii Felginese a kol (2000) byl potkanim do stravy pfidan naringin
v mnozstvi 9,2 mmol/kg diety. Glykosid nebyl detekovan ani v plazmé ani modi,
nicméné byl detekovan v obsahu tlustého stfeva. Cirkulujici metabolity, konjugované
glukuronové a sulfatove derivaty naringinu, byly nalezeny v plazmé i v moci. Aglykon
naringenin byl stfevni mikroflorou metabolizovan také na fenolické kyseliny.
Maximalni plazmaticka koncentrace naringeninu byla nalezena 10 hod po poziti
stravy s naringinem, coZ naznacuje vliv cukerné slozky na délku absorpce. U diety
obsahujici naringenin nebo naringenin-7-glukosid byl totiz naringenin v plazmé
nalezen jiz po 3 hod od poziti. K absorpci téchto flavonoidl dochazi v zaludku a
v tenkém stfevé, kdeZto naringin prochazi tenkym stfevem a je vstfebavan az v
tlustém stfevé. Prodleva v intestinalni absorpci vede k vyznamnému sniZzeni exkrece
naringeninu moci. Po jednorazové davce naringinu byla procentualni odezva

naringeninu v moc¢i 14 % (Felgines, 2000).

2.3.3 Resveratrol

Resveratrol (RES, obrazek 2.8), pfirodni polyfenol, byl prvné izolovan v roce
1940 z oddenku kychavice zelené (Veratrum grandiflorum, Loes). Dosud byl nalezen
ve vice nez 70 druzich rostlin (napf. rody boruvka, moruSe, podzemnice) (Orallo,
2006). Vyznamny je jeho obsah ve slupkach hrozna révy vinné (50-100 pg/g) (Ma,
2005). V rostliné pGsobi resveratrol jako fytoalexin, tj. slouzi k rezistenci burnky, nebot
se ve zvySené mife tvofi pfi napadeni rostliny plisnémi (napf. Botrytis cinerea) nebo
po expozici UV zéafeni (Smidrkal, 2001). V roce 1992 Siemann a Creasy detekovali
polyfenol resveratrol v ¢erveném viné (Siemann, 1992). Ve stejné dobé
epidemiologické studie ukézaly existenci tzv. ,francouzského paradoxu“, tj. snizeny
vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni ve spojeni se stravou bohatou na tuky a

mirnou konzumaci ¢erveného vina v oblasti jizni Francie a Stfedomofi (de la Lastra,
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2007). Od té doby byly farmakologické ucinky resveratrolu, u¢inné slozky ¢erveného

vina, Siroce studovany.

Chemické struktura resveratrolu

Resveratrol je svou strukturou 3,4°,5 trihydroxystilben. Z chemické struktury
vyplyva existence 2 geometrickych izomerQ- trans a cis. V rostlinném materialu se
vyskytuje smés obou forem, obvykle pFevazuje trans-izomer (Smidrkal, 2001). Déle je
resveratrol pfitomny ve formé glukosidu jako piceid nebo resveratrolosid, podle toho,
zda je cukerna slozka vazana v poloze 3- nebo 4°. Kromé toho tento stilben tvori
oligomery, tzv. konstitutivni stilbeny, napf. dimer e-viniferin, trimer a-viniferin a dalSi
(Soleas, 1997). Oligomery jsou oxida¢ni produkty resveratrolu, ale neni znamo, zda
vznikaji oxidaci latky vrostliné, nebo az pfi zpracovani rostlinného materialu
(Smidrkal, 2001).

VétSina védeckych praci pojednava pravé o trans-izomeru, vzhledem k tomu,
Ze cis-forma je komeréné nedostupna z davodu jeji chemické nestability (Cottart,
2010). Tedy, pokud v této praci pouzivAme vyraz resveratrol, myslime tim trans -

resveratrol.

OH
o L

OH

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

Biologické uginky resveratrolu

Uginky resveratrolu na lidské zdravi Ize vysledovat tisice let zpatky.
V nejstar§im  dochovaném |éCebném systému, Ayurvédé, je popisovano
kardiotonické pusobeni ,darakchasavy“, extraktu z hroznl révy vinné (Bhat, 2001).
Kardio- a vazoprotektivni 0Cinky resveratrolu byly experimentalné popsany

v 90.letech 20.stoleti v asociaci sjiz zminénym  francouzskym paradoxem®.
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Resveratrol ovliviuje rliznorodé biologické déje v organismu. Byly zjistény jeho
ucinky protizanétlivé, chemopreventivni, antioxida¢ni, proapoptické, antiproliferativni,
protivirové, imunomodulaéni a jiné (Fulda, 2010). Resveratrol se tedy uplatiuje
v déjich aterosklerozy, srde¢nich onemocnénich, rakoviny, autoimunitnich déjich aj.
Byly publikovany prace, které popisuji resveratrol jako acinny prostfedek
pfi 1ékové rezistenci organismu na tamoxifen, kdy resveratrol senzitizuje rakovinné
buriky odoIné tamoxifenové 1é¢bé (Shi, 2013). Sirokou Skalu vyuZiti resveratrolu dale
doplfiuje prace Chottanapunda a kol. (2014), kde je tento pfirodni antioxidant
studovan in vitro pro protirakovinné G¢inky pusobenim jako inhibitor aromatazy a

antioxidant.

Antioxidaéni ucinky resveratrolu

Byly objasnény rizné antioxida¢ni mechanismy resveratrolu (Zini, 1999):
1. kompetice s koenzymem Q v reakcich oxida¢niho fetézce,

2. vychytavani volnych kyslikovych radikald,

3. inhibice peroxidace lipidu vyvolané produkty Fentonovy reakce.

Nepfimé antioxida¢ni plsobeni resveratrolu spoc¢iva v udrzovani koncentraci
obrannych antioxidaCnich systém fyziologicky pfitomnych v organismu-
redukovaného glutathionu, enzymu glutathion peroxiddzy, glutathion-S-transferazy
apod (Yen, 2003). Antioxidaéni plUsobeni stilbenu se uplatfiuje v prevenci vzniku
aterosklerozy a nasledného onemocnéni koronarniho fecisté (Pervaiz, 2003).
Na vzniku aterosklerdzy se podili oxidativni modifikace lipoproteind s nizkou hustotou
(low density lipoproteins, LDL) (Esterbauer, 1992). Oxidované lipoproteiny se
akumuluji v bunkach stény koronarni tepny a vytvareji prostfedi pro vznik
aterogenniho platu a agregaci krevnich destiCek. Resveratrol inhibuje oxidaci
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), které jsou soucasti LDL ¢astic (Pervaiz,
2003). Uginek je zprostfedkovan chelataci médi, ktera katalyzuje oxidaci PUFA, a
vychytavanim volnych radikald (O2-, OH-, peroxylradikal) (Losa, 2003). ZhaSeni
volnych radikall se uplatiuje téz v inhibici peroxidace membranovych lipidd.
Antioxidaéni Gcinky obou izomerQ resveratrolu jsou kvantitativné podobné (Orallo,
2006).

V zavislosti na koncentraci stilbenu a typu buriky, resveratrol vykazuje téz

prooxida¢ni 0c¢inky, které vedou v pfitomnosti tranzitnich kovu k oxidativnimu
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poSkozeni DNA, které se muze vyznamné podilet na protirakovinnych a

proapoptickych vlastnostech resveratrolu (de la Lastra, 2007).

Farmakokinetika resveratrolu

Pfirozené se vyskytujici resveratrol je nejCastéji pfijiman peroralni cestou
v révovém viné nebo hroznové stavé. V cerveném viné se koncentrace t-resveratrolu
pohybuje od 0,1-15 mg/L v zavislosti na odridé a zemi ptvodu révy (Frémont, 2000).
Také bilé vino obsahuje resveratrol, nicméné v menSi koncentraci (<0,1 mg/L)
z divodu kratké macerace hrozni (Romero-Peréz, 1996). Nejen trans-izomer, ale téz
cis-forma a glykosidické derivaty byly zaznamenany jako zdroje resveratrolu
v uvedeném napoji (Burkon, 2008).

Resveratrol, Cistd chemicka latka, je lipofilni molekula s nizkou rozpustnosti
ve vodé (0,03 g/L) a dobrou rozpustnosti v etanolu (50 g/L). Oralni podani je
nejbéznéjsi zpusob. Ve studii Walleho a kol. (2004) je popisovana intravendzni
aplikace bolusové davky resveratrolu. Latka byla podavana také ve formé kapsli
(Boocock, 2007). Peroralné muze byt podan ve vodé rozpustny piceid (glykosidovany
resveratrol), ktery ve stfevé podléha enzymové hydrolyze za vzniku t-resveratrolu
(Cottart, 2010).

Experimenty s radioaktivné znaenym resveratrolem (Walle, 2004) dokazuji
vysokou absorpci této latky. Celkova odezva v moc€i a stolici byla 71-98 %, resp.
54-98 % po peroralnim, resp. po intravendéznim podani. Maximalni plazmaticka
koncentrace byla pozorovana po 1 hod a dalSi pik byl detekovan po 6 hod od podani,
pravdépodobné jako vysledek enterohepatalniho cyklu, pfiéemz po i.v. podani nebyl
druhy pik pozorovan. Biologicky poloCas resveratrolu se pohybuje v fadu nékolika
hodin (2,9-11,5 hod) (Cottart, 2010).

Relativné vysokad absorpce resveratrolu kontrastuje svelmi nizkou
biodostupnosti. Po aplikaci davky 25 mg byla maximalni celkova koncentrace
resveratrolu v plazmé 2 uM (Walle, 2004). PFi€inou nizké koncentrace nezménéné
latky v systémové cirkulaci je rychld a rozsahla biotransformace v jatrech. Hlavni
metabolickou cestou je konjugace molekuly s kyselinou sirovou, v mensi mife
s kyselinou glukuronovou. Vznikaji mono- a disulfaty, mono- a diglukuronidy a/nebo
glukuronid-sulfaty (Boocock, 2007). V pokusu s deviti dobrovolniky, kterym bylo

podano 85,5 mg piceidu (odpovida 50 mg resveratrolu), bylo stanoveno az sedm
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konjugovanych metabolitd v plazmé i v moci (Burkon, 2008). V nékterych studiich
jsou publikovany cis-resveratrolové konjugaty v moci (Urpi-Sarda, 2005). Neni
objasnéno, zda cis-konjugaty jsou metabolity cis-resveratrolu, nebo vznikly izomeraci
trans-konjugattd. (Cottart, 2010). Mezi dalSi metabolické reakce resveratrolu patfi
hydrogenace alifatické dvojné vazby za vzniku dihydroresveratrolu, coz vede
ke ztraté absorbance pfi vinové délce 306 nm, ktera je pro molekulu resveratrolu
charakteristicka (Walle, 2004). Lipofilni molekula resveratrolu je metabolizovana
na hydrofilni slou¢eninu, ktera je nasledné vyluCovana ledvinami a v menSi mife

zaZivacim systémem.

2.3.4 Deferipron

Deferipron (1,2-dimethyl-3-hydroxypyrid-4-on; L1) je synteticka latka tvofici
chelaty s Zelezem. Je prvnim orélné podavanym léCivem s chelatacnimi ucinky a
pouziva se u pacientl s talasemii a s jinymi onemocnénimi z pretizeni Zelezem.
Podava se ve formé kapsli nebo tablet (Ferriprox®). Chelatuje také méd, hlinik, zinek
i dalSi kovy, ale nejvétsi afinitu vykazuje k Zelezu, se kterym tvofi Cervené zabarvené

komplexy (Kontoghiorghes, 2000).

O

|
N CHs;
CH3

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

OH

Chelata¢ni vlastnosti deferipronu

Idealni chelatace iontd kovu spocdiva v navazani, pfenosu a odstranéni iontu
z organismu bez toxickych ucinkd. Mechanismus pasobeni chelatacnich IéCiv in vivo
neni jesté plné objasnén (Kontoghiorghes, 1987). Pfi fyziologickém pH je k navazani
jedné molekuly Fe(lll) potfeba tfi molekul deferipronu. Pro srovnani, deferoxamin,
parenteralné podavany chelator, vaze Zelezo v molarnim poméru 1:1. Deferipron

tvofi neutrélné nabité komplexy.
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Rychlost vychytavani Zeleza se liSi podle formy, v které se Zelezo nachazi,
napf. rozpustné formy mono- nebo oligonuklearniho Zeleza (NTBI, non-transferrin
bound iron) a nizkomolekularni intracelularni Zelezo interaguje s L1 a tvofi komplexy
b&hem minut. Radové hodiny trvd odstranéni Zeleza s molekul transferinu nebo
laktoferinu. Naproti tomu mobilizace Zeleza z feritinu nebo hemosiderinu je velmi
pomala a trva fadové dny (Kontoghiorghes, 1987). Deferipron majoritné mobilizuje Fe
z NTBI a dale ze saturovaného transferinu. Z hemoglobinu Zelezo neodstranuje.

Deferipron ve vysokych koncentracich (fddové mM) inhibuje ribonukleotid
reduktazu, dale tvorbu ROS (H,0,, O, -, OH-). Je ovlivnén téz rist nékterych bunék

(stimulované lymfocyty, progenitorové burky) (Kontoghiorghes, 1986).

Klinické pouziti deferipronu

Deferipron se pouZivd u pacientl pretizenych Zelezem, u dialyzovanych
pacientl pro odstranéni hliniku a u pacientd s revmatoidni artritidou, kde redukuje
zanét a koriguje anemii pfi chronické nemoci (Kontoghiorghes, 1994).

Exkrece Zeleza deferipronem zavisi na davce, frekvenci podani a mife
nadbyteéného Zeleza u dané osoby. Celkova denni davka 50-120 mg/kg/den je
obvykle rozdélena do 2-4 davek po 25-50 mg/kg. Typicka davka 50-100 mg/kg
zpUsobi exkreci 10-120 mg Fe u pacienta s koncentraci feritinu 3-12 mg/L, kdeZzto
u normalniho pacienta dojde jen k mirné exkreci Fe (1-2 mg) (Kontoghiorghes, 2000).
Individualni reakce pacienta jsou zavislé na mnoha faktorech (dieta, obsah vitaminu
C, aktivita erytropoetinu, biotransformace chelatoru, atd). V klinickych studiich i
na zvifecich modelech bylo zjiSténo, Ze L1 odstranuje Zelezo z jaterni a srdec¢ni
tkané (Olivieri, 1992; Tonduri, 1998).

Mezi vyznamné neZadouci Ucinky pfi podavani deferipronu patfi chelatace a
exkrece jinych biogennich prvka- Zn, Cu, Mn. Dale se vyskytuje pFfechodna
agranulocytéza, neutropenie, bolest muskuloskeletarniho systéemu a Zaludecni
intolerance. Mechanismy toxického pusobeni L1 nejsou znamy, ale predpoklada se
pritomnost volnych radikald vlivem méné stabilnich komplexd, inhibice premény
dilezitych metaloenzymu, snizend biodostupnost esencialnich prvkd apod
(Kontoghiorghes, 2000).
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Farmakokinetika deferipronu

Deferipron je bila krystalicka latka hofké chuti. Je stabilni v roztocich
s fyziologickym a kyselym pH. Je vysoce rozpustny v kyselém prostfedi zaludku,
odkud se béhem nékolika minut vstfebaba do krevniho obéhu (Matsui, 1991). Studie
na zvifatech potvrdily také absorpci ze stfeva (Kontoghioghes, 1992) Léc&ivo je
metabolizovano v jatrech za vzniku glukuronovaného konjugatu, ktery postrada
chelata¢ni ucinky. Biologicky poloCas matefské latky je 47-134 min, pfi€emz konjugat
je z krve odstrafiovan mnohem déle. Deferipron je vylu€¢ovan ledvinami, v moci
nalézame jak puvodni molekulu samotnou, tak vazanou s kyselinou glukuronovou,
s Zzelezem nebo v mensi mife s jinymi kovy. Charakteristické ¢ervené zabarveni moci

je dano Cervenou barvou komplexu s Zelezem (Kontoghiorghes, 1990).
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo

1. Posoudit a porovnat mozné protektivni ucinky pfirodnich antioxidantt silymarinu,
naringinu a resveratrolu na poskozeni jater po intoxikaci paracetamolem,
thioacetamidem nebo tamoxifenem in vivo v pokusech na potkanech.

2. Posoudit a porovnat uc€inek deferipronu a resveratrolu pfi intoxikaci tamoxifenem in
vivo v pokusu na potkanech.

Dil¢i cile jednotlivych pokusu:

Posoudit G¢inky silymarinu, naringinu a resveratrolu na oxidacni stres

navozeny paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem.

Il. Posoudit ucinky silymarinu, naringinu a resveratrolu na parametry jaterniho

poSkozeni navozeného paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem.

1. Porovnat vzajemné silymarin, naringin a resveratrol vzhledem k moznym

hepatoprotektivnim G&inkim.

V. Posoudit vliv deferipronu na jaterni poSkozeni vyvolané tamoxifenem,

zejména jeho predpokladané chelataéni tcinky.
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4  MATERIAL A METODY

Experiment

Pokusy byly provadény na laboratornich potkanech, samcich nebo samicich,
kmene Wistar albino (SPF, hmotnost 150 az 180 g). Zvifata byla chovana v mistnosti
s kontrolovanou teplotou a relativni vlhkosti, pfi umélém svételném rezimu 12h
svétlo/12h tma, s volnym pfistupem ke standardni peletové stravé a pitné vodé.
Po 6-denni adaptaci na prostiedi byla zvifata nahodné rozdélena do skupin dle planu
pokusu. Pokusy byly provadény v souladu s poZadavky platné legislativy a byly

pfedem schvaleny fakultni komisi pro praci s laboratornimi zvifaty a komisi REKOZ.

Pokusy byly ukonéeny usmrcenim zvifat dekapitaci v éterové anestezii. Krev
byla zachycena do pfipravenych sklenénych zkumavek za ucelem ziskani séra a

nasledné byla vyjmuta jatra pro analyzu.

Sérum pro analytické Ucely bylo ziskdno odstfedénim srazené krve
v centrifuze (Joan CR 3 12, USA Indiana) pfi 3000 rpm po dobu 15 min za laboratorni
teploty a naslednym odpipetovanim horni oddélené vrsty. V séru byly stanoveny
aktivity jaternich enzymu: alanin aminotransferdza, aspartat aminotransferaza a

glutamat dehydrogenéaza.

Jatra byla odebrdna za uc€elem stanoveni parametrt oxida¢niho stavu: hladina
peroxidace lipidd, koncentrace redukovaného glutathionu, aktivita katalazy,

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

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

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

navodu v komerénim reakénim setu pro stanoveni ALT (Diasys Diagnostic
Germany). Fotometricky se méfi rychlost ubytku NADH pfi 340 nm, ktera je pfimo
Umérna aktivité ALT ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach U.L™.
Schéma spfazené reakce:

ALT

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

LDH

pyruvat + NADH + H* o L-laktat + NAD*

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

nadvodu v komerénim reakénim setu pro stanoveni AST (Diasys Diagnostic
Germany). Fotometricky se méfi rychlost ubytku NADH pfi 340 nm, ktera je pfimo
Umérna aktivité AST ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach U.L™.
Schéma spfazené reakce:

AST

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

MDH

oxaloacetat + NADH + H* & malat + NAD"

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

navodu v komerénim reakénim setu pro stanoveni GLDH (Diasys Diagnostic
Germany). Fotometricky se méfi rychlost ubytku NADH pfi 340 nm, ktera je pfimo
Umérna aktivité¢ GLDH ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach U.L™.

GLDH

2-oxoglutarat + NADH + HN;" < L-glutamat + NAD" + H,O
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Stanoveni miry peroxidace lipid 0 (LP) v jaternich homogenatech spociva v méreni

koncentrace malondialdehydu (nmol MDA.g™ jaterni tk&ané). Test vyuZiva reakce
MDA s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) v kyselém prostfedi za vzniku fialového

produktu, ktery se méfi spektrometricky pfi 535 a 520 nm (Mihara, 1978).

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

byla vyuZita reakce s Ellmanovym cinidlem (5,5- dithiobis-(2-nitrobenzoova
kyselina); DTNB). V této reakci redukovany glutathion reaguje s Ellmanovym cinidlem
za rozpadu disulfidové vazby a vzniku 2-nitro-5-thiobenzoatu (NTB), ktery je ve
vodném a alkalickém prostfedi dale ionizovan na Zluté zbarveny NTB?. Tento
produkt je kvantifikovan spektrometricky méfenim absorbance pfi 412 nm.

Koncentrace je vyjadfena v pmol GSH.g* jaterni tkané (Sedlak, 1968).

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

vyuZzito spfazené reakce, ve které je oxidovany glutathion (GSSG) prevadén za
pritomnosti glutathion reduktazy (GR) a NADPH na redukovanou formu (GSH) za
vzniku NADP®. Pokles koncentrace NADPH je méfen spektrometricky pii 366 nm.
Aktivita enzymu je vyjadfena v umol NADPH.g ™ .min™ (Giinzler, 1974).

Schéma sprfazené reakce:

GPx

R-OOH+ 2GSH — R-OH+ GS-SG +H;0

GR
GS-SG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP”

Principem stanoveni aktivity kataldazy (CAT) je sledovani dekompozice peroxidu
vodiku, pfidaného jako substrat do reakéni smési. Spektrometricky je méfena
absorbance H,O, pfi 240 nm.

CAT
2 HzOz — 2 Hzo + O2

Aktivita enzymu je vyjadiena jako rychlostni konstanta k vztaZena na 1 g tkané, k.g™,

co? je ekvivalentni mnoZstvi rozlozeného H,O, v nmol.gmin™ (Aebi, 1984).
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Pro stanoveni obsahu Zeleza byla jaterni tkan zvazena a mineralizovana suchou

cestou v platinovych kelimcich pfi teploté 450-500 °C po dobu 18-24hod. Popel byl
rozpustén v 3M HCI. PfisluSné ziedéné vzorky byly nasledné analyzovany atomovou
absorpéni spektrometrii (SpectrAA 220 FS, Varian Australia Ltd.) bud technikou
atomizace v plameni, nebo v grafitové kyveté. Koncentrace Zeleza je vyjadfena

v ug Fe.gtjaterni tkané.

Statistickd analyza

Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (SD).

Ke statistické analyze byl pouzit neparovy Studentav t-test. Jednotlivé hladiny
vyznamnosti jsou oznaceny nasledovné:

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

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

Podavané latky

V jednotlivych pokusech jsme podavali tyto latky:
- paracetamol, APAP (Acetaminophen, SigmaUltra, min 99,0%)
- thioacetamid, TAA (Thioacetamide ACS, for precipitation of heavy metals)
- resveratrol, RES (Resveratrol 99% GC)
- naringin, NAR (Naringin 290%, from citrus fruit)
- silymarin, SIL (Silymarin)
- byly dodany firmou Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, USA
- tamoxifen, TAM (Tamoxifen® ,EBEWE" 10 mg, EBEWE Pharma GmbH, Unterach,
Rakousko)
- deferipron, L1 (Ferriprox® 500 mg; Apotex Europe Ltd., Reading, Berkshire, UK)

Thioacetamid byl podavan intraperitonealné ve fyziologickém roztoku. Tablety
tamoxifenu a deferipronu byly rozdrceny a podavany Zaludeéni sondou peroralné ve
formé suspenze v destilované vodé. Ostatni latky byly podavany Zaludec¢ni sondou
peroralné ve formé suspenze v 0,5 % metylcelul6ze. Ostatni chemikalie pouZité pro

laboratorni analyzy byly p.a. Cistoty.
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5 EXPERIMENTALNI CAST, VYSLEDKY

5.1 VLIV ANTIOXIDANT U NA INTOXIKACI PARACETAMOLEM

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

Pokus byl rozdélen na 2 dil¢i pokusy. V prvnim pokusu byla zvifata rozdélena
do 5 skupin po 8 zvifatech (tabulka 5.1 shrnuje rozdéleni zvifat do skupin). V druhém

pokusu byly 4 skupiny po 8 zvifatech (viz tabulka 5.2). Pokus trval vzdy 4 dny.

Potkanim v kontrolni skupiné byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denné
po dobu 3 dnd. Silymarin (131 mg/kg), naringin (22,5 mg/kg) resp. resveratrol
(7,5 mg/kg) byl podavan peroralné 1lkrat denné po dobu 3 dnu. Treti den pokusu byl
podan potkanim Il.-V.skupiny paracetamol p.o. v davce 900 mg/kg, pfiemz zvifata
lll.-V. skupiny jej obdrzela 2 hod po podani SIL, NAR a RES. Pokus byl ukonéen
24 hod po podani paracetamolu dekapitaci potkanl. Byla odebrana krev za Ucelem
ziskani séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a GLDH. Dale byla vyjmuta jatra
pro stanoveni peroxadace lipidu, redukovaného glutathionu, aktivity CAT a GPx a

koncentraci zeleza.
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Tabulka 5.1 — Rozdéleni zvi fat do skupin

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

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

nezménila. Premedikace naringinem, resp. resveratrolem snizila aktivitu ALT 0 17 %,

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

NAR a RES zustavala na kontrolni hladiné, viz obrazek 5.1.
Aktivita AST v séru byla po podani APAP navySena na 121 % oproti kontrolni
hodnoté. Premedikace silymarinem toto navySeni snizila statisticky nevyznamné.

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

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

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

hladinu, jak je zndzornéno na obréazku 5.3.
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+SIL +NAR +RES

Obréazek 5.1: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadifena jako aritmeticky primér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole; # p<0,05 vztazeno ke skupiné APAP.

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

0 0

kontrola APAP  APAP  APAP  APAP kontrola SIL NAR RES

+SIL +NAR +RES

Obrazek 5.2: Aktivita aspartat aminotransferazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena jako aritmeticky
primér + SD. * p<0,05 vztazeno ke kontrole; ### p<0,005; # p<0,05 vztazeno ke skupiné APAP.
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Obrazek 5.3: Aktivita glutamat dehydrogenazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky primér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole; ### p<0,005; ## p<0,01 vztazeno ke skupiné APAP.

Hladina LP v jaternich homogenatech nebyla statisticky vyznamné zménéna
v Zadné skupiné zvifat. Hodnoty zlstavaly na kontrolni Urovni, viz obrazek 5.4.

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

Paracetamol snizil hodnotu aktivity GPx v jaternich homogenétech o 19,1 %
oproti kontrolni hodnoté. Silymarin, resp. naringin, resp. resveratrol tuto hodnotu dale
snizily o dalSich 16,4 %, resp. 21,4 %, resp. 17,5 %. Aktivita GPx byla sniZzena téz u
samostatné podanych antioxidantu, v porovnani s kontrolni skupinou o 25 % (SIL), o
38 % (NAR) a 0 35 % (RES). Vysledky jsou znazornény na obrazku 5.6.

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

Koncentrace Zeleza v jaterni tkani byla vyznamné zvySena podanim

samotného silymarinu 0 26 % v porovnani s kontrolni skupinou, viz obrazek 5.8.
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Obréazek 5.4: Hladina peroxidace lipid G v jaternich homogenatech po podani paracetamolu (APAP)
a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky
pramér + SD.

pmol.g 1 GSH GSH
pmol .g
81 * ** *kk
7 - *% *kk 6 N dedeok
6 - '|' 5 F
S 7 4L T
4 + T
3¢ 3 T
2 2 L
1+ 1L
0 o L |
kontrola ApaAp APAP APAP APAP
+SIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES
Obrazek 5.5: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podani

paracetamolu (APAP) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou
vyjadiena jako aritmeticky primeér + SD. *** p<0,005; ** p<0,01; * p<0,05 vztazeno ke kontrole.
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Obrazek 5.6: Aktivita glutathion peroxidazy

* # # #
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kontrola SIL NAR RES

v jaternich homogenatech po podani paracetamolu

(APAP) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena jako
aritmeticky pramér £ SD. *** p<0,005; * p<0,05 vztazeno ke kontrole, # p<0,05 vztazeno ke skupiné
APAP.

Obrazek 5.7: Aktivita katalazy

k.g
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CAT
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kontrola APAP APAP APAP APAP
+SIL +NAR +RES

CAT

kontrola SIL NAR RES

v jaternich homogenatech po podani paracetamolu (APAP) a

silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky
primér + SD. *** p<0,005 vztazeno ke kontrole; # p<0,05 vztazeno ke skupiné APAP.
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Obrazek 5.8: Koncentrace Zeleza v jaterni tkani po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu (SIL),
naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole.

Zaveér:

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

coz demonstruje posSkozeni jaterni tkané. Paracetamol zvysSil hladinu GSH a sniZil
aktivitu GPX v jaterni tkani. Oxidacni stav navozeny APAP nebyl vyrazné zménén
oproti kontrolni skupiné. Silymarin redukoval APAP-indukovanou aktivitu GLDH na
kontrolni hladinu, na aktivitu ALT a AST nemél vliv. Redukovanou aktivitu GPx po
APAP silymarin dale snizil. Samostatné podany SIL zvySil hladinu redukovaného
glutathionu a koncentraci Zeleza vjaterni tkani. Naringin zamezil APAP-
indukovanému narustu aktivity vSech tfi studovanych jaternich enzymud ALT, AST i
GLDH, coZz demonstruje protektivni plsobeni na paracetamolem-indukované
poSkozeni jater. Snizeni aktivity GPx po APAP naringin déale prohloubil. Po
samostatné podaném NAR byla aktitvita GPx sniZzena, koncentrace GSH zvysSena.
Naringin podany spolu s paracetamolem zvysil aktivitu CAT v porovnani s kontrolni,
resp. APAP-skupinou. Resveratrol, stejné jako naringin, zamezil APAP-
indukovanému narustu aktivity vSech tfi studovanych jaternich enzymd ALT, AST i
GLDH . V tomto ohledu vykazuje protektivni pasobeni na paracetamolem-indukované
poskozeni jater. SniZzeni aktivity GPx po APAP resveratrol dale prohloubil, podobné
jako naringin. Po samostatné podaném RES byla aktitvita GPx sniZzena, koncentrace

GSH zvysSena, podobné jako v pfipadé naringinu. Naringin _a resveratrol vykazuji

v

podobné protektivni udinky na APAP-indukované navysSeni jaternich enzymu.
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5.2 VLIV ANTIOXIDANT U NA INTOXIKACI THIOACETAMIDEM

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

Experiment byl provadén na samcich. V pokusu byla zvifata rozdélena do 8 skupin
po 8 zvifatech; tabulka 5.3 shrnuje rozdéleni zvifat do skupin. Pokus byl napldnovan

na 6 dnu.
Tabulka 5.3 — Rozdéleni zvi fat do skupin

. pocet

skupina nazev podana latka
davek

l. kontrola 0,5% metylcelul6za 5
1. TAA thioacetamid 150 mg/kg 2
1. TAA+SIL thioacetamid 150 mg/kg + silymarin 175 mg/kg 2+5
V. TAA+NAR thioacetamid 150 mg/kg + naringin 30 mg/kg 2+5
V. TAA+RES thioacetamid 150 mg/kg + resveratrol 10 mg/kg 2+5
VI. SIL silymarin 175 mg/kg 5
VII. NAR naringin 30 mg/kg 5
VIIIL. RES resveratrol 10 mg/kg 5

Potkanim v kontrolni skupiné byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denné
po dobu 5 dnu. Silymarin (175 mg/kg), naringin (30 mg/kg) resp. resveratrol
(10 mg/kg) byl podavan lkrat denné po dobu 5 dnd. Treti a Etvrty den pokusu byl
podan potkantim II.-V.skupiny thioacetamid i.p. v davce 150 mg/kg, zvifata lll.-V.
skupiny obdrzela thioacetamid 2 hod po podani SIL, NAR a RES. Pokus byl ukonen
dekapitaci 24 hod po posledni davce antioxidantu, resp. 48 hod po posledni davce
TAA. Byla odebrana krev za ucelem ziskani séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a

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

Po podani thioacetamidu jsme pozorovali navySeni aktivity ALT v séru o

124 % oproti kontrolni hodnoté. Resveratrol snizil narust aktivity ALT o 26,9 %.

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

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

Naringin snizil hodnotu statisticky nevyznamné. Aktivita AST po podani resveratrolu
zUstala na arovni skupiny TAA, viz obrazek 5.10.
Aktivita GLDH v séru byla po aplikaci thioacetamidu navySena 11krat oproti

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

nezmenily.
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Obrazek 5.9: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani thioacetamidu (TAA) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky primér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole, # p<0,05 vztazeno ke skupiné TAA.
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Obrazek 5.10: Aktivita aspartat aminotransferazy

L+ AST

kontrola SIL NAR RES

v séru po podani thioacetamidu (TAA) a

silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena jako aritmeticky
priimér + SD. *** p<0,005 vztazeno ke kontrole; ## p<0,01 vztazeno ke skupiné TAA.
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Obrazek 5.11: Aktivita glutamat dehydrogenazy

kontrola SIL NAR RES

v séru po podani thioacetamidu (TAA) silymarinu

(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadifena jako aritmeticky primér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole.
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Hladina LP v jaternich homogenatech byla statisticky vyznamné navySena ve
skupiné TAA 0 99,3 % oproti kontrolni skupiné. Silymarin, resp. resveratrol redukoval
tuto hodnotu o 20 %, resp. 0 34 %, viz obrazek 5.12.

Koncentrace GSH v jaternich homogenatech u zvifat, ktera obdrzela silymarin
byla zvySena o 10 % (p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou, viz obrazek 5.13.
Hodnoty v ostatnich skupinach zustavaly na kontrolni arovni.

Aktivita GPx v jaternich homogenétech byla u zvifat skupiny TAA redukovana
0 21,8 % oproti kontrolni hodnoté. Tato hodnota nebyla podanim SIL, NAR nebo
RES vyznamné zménéna. U zvifat, kterd dostala SIL a NAR, byla statisticky
vyznamné sniZzena aktivita GPx (p<0,05) v porovnani s kontrolni hladinou, viz
obrazek 5.14.

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

oproti kontrolni hodnoté. Premedikace silymarinem vedla k narustu aktivity CAT

0 20 %. Naringin ani resveratrol neovlivnily vyznamné TAA-redukovanou hladinu
CAT, viz obrdzek 5.15. Samostatné podany silymarin, resp. resveratrol zvysily
aktivitu CAT 0 8,7 %, resp. 0 12 %.
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kontrola  TAA g 4NAR  +RES kontrola SIL NAR RES

Obréazek 5.12: Hladina peroxidace lipid G v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu (TAA)
a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky
prdmér + SD. *** p<0,005 vztazeno ke kontrole; ## p<0,01; # p<0,05 vztaZzeno ke skupiné TAA.
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Obrazek 5.13: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podani

thioacetamidu (TAA) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena
jako aritmeticky pramér + SD. * p<0,05 vztazeno ke kontrole.
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Obrazek 5.14: Aktivita glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu
(TAA) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako
aritmeticky prdmér + SD. ** p<0,01; * p<0,05 vztaZzeno ke kontrole.
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Obrazek 5.15: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu (TAA) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena jako aritmeticky
pramér £ SD. *** p<0,005; * p<0,05 vztaZeno ke kontrole; # p<0,05 vztazeno ke skupiné TAA

Zaveér:

Thioacetamid indukoval poSkozeni jaterni tkané, coz je demonstrovano navysenim

aktivit enzyma ALT, AST a GLDH v séru. Thioacetamid navodil oxidacni stres, ktery
byl vyjadifen naristem hladiny LP, sniZzenou aktivitou GPx a CAT.

Silymarin zmirnil TAA-indukovanou aktivitu AST, na aktivitu ALT a GLDH nemél vliv.
TAA-indukovana hladina LP byla po podani silymarinu sniZzend, coZz demonstruje
antioxida¢ni vlastnosti silymarinu. Protektivni pusobeni mél silymarin na TAA-
indukované snizeni CAT. Samostatné podany silymarin zvysil hladinu GSH a CAT,
snizil vSak aktivitu GPx.

Naringin se v intoxikaci thioacetamidem neuplatnil. Mé&l vliv pouze na snizZeni aktivity
GPx v porovnani s kontrolni skupinou.

Resveratrol zmirnil TAA-indukovanou aktivitu ALT, na aktivitu AST a GLDH nemél
vliv. Antioxida¢ni pusobeni resveratrolu se projevilo jako snizeni lipoperoxidace
navozeneé thioacetamidem. Samostatné podany resveratrol zvysil aktivitu katalazy.

Silymarin a resveratrol vykazuji vyznamné antioxidacni Ucinky pfi intoxikaci

thioacetamidem, predevsSim prospésny Ucéinek na hladinu peroxidace lipidu.

54



5.3 VLIV ANTIOXIDANT U NA INTOXIKACI TAMOXIFENEM

5.3.1 Vliv SIL, NAR a RES na intoxikaci tamoxifenem

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

Experiment probihal na samicich. V pokusu byla zvifata rozdélena do 8 skupin
po 7 zvifatech; tabulka 5.4 shrnuje rozdéleni zvifat do skupin. Pokus byl napldnovan

na 7 dnu.
Tabulka 5.4 — Rozdéleni zvifat do skupin

. pocet

skupina nazev podana latka
davek

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

Potkanim v kontrolni skupiné byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denné
po dobu 6 dnd. Silymarin (98 mg/kg), naringin (16 mg/kg) resp. resveratrol
(5,5 mg/kg) byl podavan 1krat denné po dobu 6 dnl. Paty a Sesty den pokusu byl
podan potkanam Il.-V.skupiny tamoxifen p.o. v davce 75 mg/kg, pficemz zvirata lll.-
V. skupiny jej obdrzela 2 hod po podani SIL, NAR a RES. Pokus byl ukoncen
dekapitaci 24 hod po posledni davce TAM. Byla odebrana krev za ucelem ziskani
séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a GLDH. Déle byla vyjmuta jatra pro stanoveni
LP, GSH, aktivity CAT a GPx a koncentrace Zeleza.
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Vysledky:

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

Aktivita AST zUstavala na kontrolni hodnoté jak po podani samotného TAM
tak po sou¢asné medikaci antioxidanty. Samotné antioxidanty vyvolaly vyznamné
snizeni aktivity AST v porovnani s kontrolni skupinou, viz obrazek 5.17.

Tamoxifen samotny nevyvolal navyseni aktivity GLDH v séru. Aktivita GLDH
byla statisticky vyznamné navySena u skupiny TAM+SIL (p<0,05). Samostatné
podané antioxidanty neovlivnily kontrolni hodnotu aktivity GLDH, viz obrazek 5.18.
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Obrazek 5.16: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadifena jako aritmeticky primér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole.
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Obréazek 5.17: Aktivita aspartat aminotransferdzy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole; * p<0,05 vztaZeno ke kontrole.
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Obrazek 5.18: Aktivita glutamat dehydrogenazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky primér + SD.
* p<0,05 vztazeno ke kontrole.
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Tamoxifen navySil hladinu peroxidace lipid G v jaternich homogenatech

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

navozené tamoxifenem. Resveratrol nezménil hodnotu LP vzhledem ke skupiné
TAM, viz obrazek 5.19.

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

Ve skupiné, kterd dostavala opakované tamoxifen, byla aktivita GPx
v jaternich homogenatech statisticky vyznamné redukovana (p<0,05). Medikace
antioxidanty nezménila vyznamné tuto hodnotu. Samostatné podavané antioxidanty
nezpusobily zmény v aktivité GPX, viz obrazek 5.21.

Aktivita CAT a koncentrace Zeleza v jatrech zlstavaly na kontrolni Urovni

u vSech testovanych skupin, jak znazorriuje obrazek 5.22, resp. 5.23.
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Obrazek 5.19: Hladina peroxidace lipid @ v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena jako aritmeticky
priimér + SD. * p<0,05 vztazeno ke kontrole; # p<0,05 vztazeno ke skupiné TAM.
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Obrazek 5.20: Koncentrace redukovaného glutathionu

jako aritmeticky prameér + SD.
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Obrazek 5.21: Aktivita glutathion peroxidazy
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tamoxifenu (TAM) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadiena

pmol NADPH.
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v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu

(TAM) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako

aritmeticky priimér + SD. ** p<0,01 vztazeno ke kontrole.
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Obréazek 5.22: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD.
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Obrazek 5.23: Koncentrace zeleza v jaterni tkani po podani tamoxifenu (TAM) a silymarinu (SIL),
naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky prameér + SD.
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Zaveér:

Tamoxifen vyrazné navysil aktivitu ALT v séru. Aktivitu AST a GLDH neovlivnil.
Po podani tamoxifenu doslo k indukci LP v jaterni tkani. Oxida¢ni stav byl dale
ovlivnén na urovni GPx, kdy tamoxifen snizil aktivitu tohoto antioxidaéniho enzymu.
Silymarin ovlivnil aktivitu GLDH, pfiCemz hodnota byla vyrazné navySena oproti
kontrolni i TAM skupiné. Po podani samotného SIL doslo ke sniZzeni aktivity AST.
Silymarin prokazal antioxida¢ni vlastnosti, kdyz pUsobil preventivhé proti TAM-
indukovanému zvySeni LP.

Naringin, podobné jako silymarin, prokdzal antioxidaéni pusobeni na hladinu
peroxidace lipidt, kdyZz snizil obsah MDA v jaternich homogenéatech. Dale byla
snizena aktivita AST v porovnani s kontrolni skupinou. Na ostatni parametry nemél
naringin vliv.

Resveratrol mél vliv pouze na aktivitu AST, kterou snizil vzhledem ke kontrolni
skupiné. Ostatni parametry zastaly neovlivnény.

V tomto experimentu se projevily antioxidaéni Ucéinky silymarinu a naringinu, priéemz

tyto antioxidanty zcela zamezily TAM-indukované lipoperoxidaci.

61



5.3.2 Vliv RES a L1 na intoxikaci tamoxifenem

Pokus s tamoxifenem byl proveden v podobném uspofadani jako 5.3.1,
pri¢emz byl sledovan vliv resveratrolu a deferipronu (L1) na tamoxifenem indukované
poSkozeni jater. Experiment probihal na samicich. Zvifata byla rozdélena do Sesti
skupin po 8 zvifatech, tabulka 5.5 shrnuje rozdéleni zvifat do skupin. Pokus trval
5 dnd.

Tabulka 5.5 — Rozdéleni zvi fat do skupin

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

Potkanim v kontrolni skupiné byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat denné
po dobu 4 dnl. Resveratrol (5,5 mg/kg), resp. deferipron (50 mg/kg), byl podavan
1krat denné po dobu 4 dnl. Treti a Ctvrty den pokusu byl podan potkanim IV.-
VI.skupiny tamoxifen p.o. vdavce 75 mg/kg, pfiCemz zvifata V.a VI. skupiny jej
obdrzela 2 hod po podani RES, resp. L1. Pokus byl ukon&en dekapitaci 24 hod
po posledni davce TAM. Byla odebrana krev za Ucelem ziskani séra pro stanoveni
aktivity ALT, AST a GLDH. Dale byla vyjmuta jatra pro stanoveni LP, GSH, aktivity

CAT a GPx a koncentrace zeleza.

Vysledky:

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

testovanych skupin zlstala aktivita AST neovlivnéna, viz obrazek 5.25. Aktivita
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GLDH v séru byla ve vSech testovanych skupinach na kontrolni hladiné, viz obrazek
5.26.

u.L?
100 -

ALT

80 | Kk

60

40 -

20 +

kontrola RES L1 TAM TAM+RES TAM+L1

Obrazek 5.24: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky priimér + SD. *** p<0,005 vztazeno
ke kontrole; # p<0,05 vztaZzeno ke skupiné TAM.

-1
UL AST

210 -

180 -
_|_

150 +

120 +

0 -

60 -

30 -

kontrola RES L1 TAM TAM+RES TAM+L1

Obrazek 5.25: Aktivita aspartat aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD. * p<0,05 vztazeno ke
kontrole.
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Obrazek 5.26: Aktivita glutamat dehydrogenazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD.

Tamoxifen indukoval navySeni peroxidace lipid G v jaternich homogenatech

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

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

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

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

koncentraci Zeleza v jaterni tkani, viz obrdzek 5.28. Hodnoty GSH Vv jaternich
homogenéatech nebyly medikaci ovlivnény a zlstadvaly na kontrolni Udrovni, jak
znazornuje obrazek 5.29. Samostatné podany deferipron snizil aktivitu GPX
v jaternich homogenatech o 14 %, zatimco aktivitu CAT zvySil 0 22 % ve srovnani
s kontrolnimi hladinami. Aktivita GPx (obrdzek 5.30) a CAT (obrazek 5.31) nebyly

v ostatnich testovanych skupinach ovlivnény.
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Obrazek 5.27: Hladina peroxidace lipid @ v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD. * p<0,05
vztaZzeno ke kontrole; # p<0,05 vzatZzeno ke skupiné TAM.
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Obrazek 5.28: Koncentrace Zeleza v jaterni tkani po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu (RES)
nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD. * p<0,05 vztazeno ke
kontrole; # p<0,05 vztazeno ke skupiné TAM.
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Obrazek 5.31: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD.
*** n<0,005 vztaZeno ke kontrole.

Zaveér:

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

TAM ke zvySeni aktivity ALT a LP. Navic byla navySena jesté koncentrace Zeleza
v jatrech. Ostatni parametry zlstaly neovlivnény.

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

Deferipron zvySil tamoxifenem indukovany narust aktivity ALT. Vyrazny vliv mél také
na indukci LP a koncentraci Fe po podani tamoxifenu, pfiemz zcela zameazil jak
navyseni LP, tak navySeni koncentrace Zeleza. Deferipron dale zvysSil aktivitu
katalazy a snizil aktivitu glutathion peroxidazy vzhledem ke kontrolni skupiné.
Vyrazné preventivni puasobeni deferipronu na peroxidaci lipidd koresponduje
s protektivnimi U€inky na hladinu Zeleza v jatrech. Zde se pravdépodobné uplatriuji

znamé chelataéni Uc€inky tohoto IéCiva (Olivieri, 1992). V porovnani s resveratrolem

mél deferipron jednoznacéné lepsSi protektivni pusobeni proti oxidacnimu stresu

vyvolanému tamoxifenem.
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6 DISKUSE

V pokusu na potkanech jsme sledovali vliv pfirodnich antioxidantd silymarinu,
naringinu a resveratrolu a dale syntetického Ié€iva (chelatoru) deferipronu na jaterni
poSkozeni vyvolané vybranymi xenobiotiky. Pro pokusné ucely byly zvoleny ftfi
potencialné hepatotoxické latky: paracetamol, thioacetamid a tamoxifen. Experimenty
s paracetamolem a thioacetamidem jsme provadéli na potkanech samcich. Pokusy
s tamoxifenem byly provadény na samicich potkana, jelikoz tamoxifen je lécivo
pouzivané u Zen v terapii karcinomu prsu. Rozdily v hodnotach méfenych parametr

ve vztahu k pohlavi nebyly pfedmétem zkoumani.

Davka paracetamolu 900 mg/kg byla zvolena na zakladé dostupné literatury,
pficemz pro indukci jaterniho poSkozeni u potkana se nejCastéji uvadi davkovani
v rozmezi 750-2000 mg/kg, a to cestou perorélni nebo intraperitoneéini (Hwang,
2008; Abdel-Zaher, 2008; Chandrasekaran, 2009). V naSem pokusu po
jednorazovém podani paracetamolu doslo k navySeni aktivity ALT, AST a GLDH
v séru, potvrdili jsme tedy popsané Ucinky paracetamolu na aktivitu jaternich enzymu
(Mroueh, 2004; Ishida 1995). ZvySena aktivita jaternich enzym( v séru je
dana poSkozenim bunék v urcité funkéni oblasti jaterniho lobulu a vylitim obsahu
bunék, véetné enzymu, do krevniho fecisté. Aktivita ALT pfrevaZuje v periportéini
zoné, zatimco aktivita GLDH je vySSi v centrilobularni oblasti, enzym AST je
v zbnach homogenné rozptylen (O"Brien, 2002). NarUst aktivity daného enzymu pak
charakterizuje nekrézu v dané oblasti lobulu. Z hlediska parametrd oxida¢niho stavu
v jaterni tk&ni, po podani paracetamolu byla navySena koncentrace GSH a sniZena
aktivita GPx v jaternich homogenatech. V naSem pfipadé jsme neprokazali navyseni
peroxidace lipida ani snizenou koncentraci GSH, jak uvadi napf. Soares (2013). Zde
muze hrat roli jednak velikost podané davky (u Soarese 2 g), jednak ¢asovy interval
od podani po usmrceni potkanu, ktery byl v praci Soarese (2013) 48 hod. Naproti
tomu u Senera a kol. (2006) byla LP indukovana po 4 hod od i.p. aplikace
paracetamolu. Domnivame se tedy, Ze hladina peroxidace lipidli zavisi nejen
na velikosti podané davky ale téZ na ¢asovém rozmezi od podani APAP do ukoncéeni

pokusu.

68



Thioacetamid byl podavan v davce 150 mg/kg, pfiCemz rozmezi davek, které
se experimentalné pouZzivaji kindukci hepatotoxicity in vivo, se pohybuje
od 70 do 600 mg/kg intravend6zni nebo intraperitonealni aplikaci. (Chen, 2008;
Sawant, 2007; Uskokovi¢-Markovi¢, 2007). Podle Chen a kol. (2008) je maximalni
hladiny aminotransferaz v séru dosazeno 24 — 48 hod po i.v. podani. V naSem
pokusu byla 48 hod od i.p. podani thioacetamidu aktivita ALT, AST i GLDH vyrazné
navySena oproti kontrolni skupiné. Byla indukovana hladina peroxidace lipidu a
inhibovana aktivita katalazy a glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech.

Koncentrace redukovaného glutathionu nebyla thioacetamidem ovlivhéna.

Hepatotoxicita tamoxifenu u potkana je v dostupné literatufe méné
popisovana, nez experimenty svySe zminénymi xenobiotiky. V pracich pfevazuje
intraperitonealni podani tamoxifenu v davkach 45-100 mg/kg télesné hmotnosti (El-
Beshbishy, 2005; Sidzme, 2001; Albukhari, 2009). V pfedpokusu jsme porovnali
intraperitonedlni a peroralni podani tamoxifenu v davce 75 mg/kg a zjistili jsme
navySeni aminotransferaz a lipoperoxidace u p.o. podani, kdezto pfi i.p. podani
nedoslo k ovlivnéni téchto parametrd (neni vtéto praci graficky znazornéno).
V experimentu s tamoxifenem (2krat 75 mg/kg, p.o.) a antioxidanty (SIL, NAR, RES)
jsme po aplikaci tamoxifenu zaznamenali navySeni aktivity alanin aminotransferazy;
aktivita aspartat aminotransferazy a glutamat dehydrogenazy nebyla tamoxifenem
ovlivnéna. Tamoxifen indukoval zvySeni hladiny peroxidace lipidl a snizeni aktivity
glutathion peroxidazy oproti kontrolnim zvifatdm. Koncentrace glutathionu, Zeleza a
aktivita katalazy zastaly po aplikaci tamoxifenu na kontrolni arovni.

Tamoxifen (2krat 75 mg/kg, p.o.) jsme podali také v pokusu s deferipronem a
resveratrolem, kde jsme porovnavali jejich potencionalné protektivni Gcinky.
Tamoxifen navodil zvySeni aktivity alanin aminotransferazy a zvySeni hladiny
peroxidace lipidd. SoucCasné doSlo k narlstu koncentrace Zeleza v jaterni tkani.
Koncentrace GSH a aktivity GPx, CAT, AST a GLDH po podani tamoxifenu zlstaly

nezmenény.
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V nasledujicih dvou tabulkach jsou shrnuty Gcinky jednotlivych studovanych

latek na méfené parametry.

Tabulka 5.6 U &inky xenobiotik na parametry jaterniho poskozeni

(T zvyseni hodnoty, | snizeni hodnoty, 0 bez G¢inku, n.a neni analyzovano)

méreny parametr APAP TAA TAM 1 TAM 2
ALT / AST / GLDH IANA IANA 110/0 110/0
LP/GSH/Fe 0/0/0 110/ na. 1/0/0 11011
GPx/ CAT 110 A 110 0/0

Tabulka 5.7 U &inky antioxidant & na parametry jaterniho poskozeni vztazené

k intoxikovanym skupinam

; (+ prospésny ucinek, - nepfiznivy Gcinek, 0 bez Gc¢inku)

SIL NAR RES L1
APAP  ALT/AST/GLDH 0/0/+ +/+/+ +/+/+
LP/ GSH/Fe 0/0/0 0/0/0 0/0/0
GPx/ CAT -10 -1+ -10
TAA ALT / AST / GLDH 0/+/0 0/0/0 +/0/0
LP /GSH +/0 0/0 +/0
GPx/ CAT 0/+ 0/0 0/0
TAM1 ALT/AST/GLDH 0/0/- 0/0/0 0/0/0
LP/GSH/Fe +/0/0 +/0/0 0/0/0
GPx/ CAT 0/0 0/0 0/0
TAM 2 ALT/AST/GLDH 0/0/0 -/0/0
LP/GSH/Fe 0/0/0 +/0/+
GPx/ CAT 0/0 0/0
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V naSich pokusech jsme sledovali vliv premedikace silymarinem
na intoxikaci paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem. V jednotlivych
experimentech jsme pouZili rizné davky silymarinu. V pokusu s thioacetamidem jsme
aplikovali silymarin 5krat v denni davce 175 mg/kg, pfi¢emz z pfedchozich pokusl
vime, Ze latka v tomto mnoZzstvi vykazovala antioxida¢ni ucinky. Tyto ucinky jsme
znovu prokazali. Vyrazny antioxidaCni uc€inek silymarinu se projevil na hladinu
peroxidace lipidu, pfiéemz silymarin redukoval thioacetamidem-indukované zvySeni
LP. Dale byl zaznamenan pfiznivy vliv na aktivitu katalazy, ktera - thioacetamidem
redukovana - byla silymarinem navySena. TéZz byla vySSi aktivita katalazy u
samostatné podaného silymarinu v porovnani s kontrolni skupinou. Mirny narust,
ackoliv statisticky nevyznamny, byl pozorovan u thioacetamidem snizené aktivity
GPx. V pfipadé samostatné podaného silymarinu vSak doSlo ke sniZzeni aktivity GPx.
Antioxida¢ni efekt silymarinu se projevil téZ v narastu koncentrace redukovaného
GSH v porovnani s kontrolni skupinou, jak popisuje napf. Basaga (1997). Shaker a
kol. ve své praci (2011) sledovali vliv chronického podavani (8 tydnu) silymarinu
(50 mg/kg) na jaterni fibrozu vyvolanou thioacetamidem, pfiCemz silymarin vyrazné
redukoval thioacetamidem-indukované navySeni aminotransferdz az pod aroven
kontrolnich hodnot. V tomto chronickém pokusu nebyly, na rozdil od naseho
experimentu, navozeny thioacetamidem zmény v LP, ale podobné jako v nasem
pokusu, silymarin zpUsobil navySeni GSH. Hepatoprotektivni G€inky silybin-fytosomu
(fytosom- komplex pFirodni aktivni latky s fosfolipidem) na TAA-intoxikaci byly
popsany také v 7-tydennim pokusu autora Ali a kol. (2014), pficemZz zde se
manifestovaly, mimo jiné, preventivni UC€inky jak na zvySenou aktivitu
aminotransferaz, tak na lipoperoxidaci a snizenou hladinu GSH.

V pokusu s paracetamolem jsme aplikovali silymarin 3krat v denni davce
131 mg/kg. Davka odpovida % davky 175 mg/kg z pokusu s thioacetamidem. V tomto
pfipadé silymarin nevyvolal snizeni ALT ani AST, nicméné redukoval APAP-
indukované zvySeni GLDH az na kontrolni hodnotu. Hladina peroxidace lipidl nebyla
silymarinem ovlivhéna, u skupin APAP vSak byla také na urovni kontroly, takze nelze
posoudit pfipadné protektivni Uc€inky na peroxidaci lipidd. Hodnota GSH byla
navysena u skupiny, ktera obdrZela paracetamol spolu se silymarinem. Je vSak
diskutabilni, ktera ze dvou podanych latek navySeni vyvolala, protoZze jak
paracetamol tak silymarin, samostatné podané, hladinu redukovaného glutathionu

zvySovaly. Naopak, v praci Muriela a kol. (1992) paracetamol sniZzoval GSH a tomuto
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poklesu silymarin (200 mg/kg) nezabranil. V naSem pokusu silymarin samotny sniZil
aktivitu GPx a v kombinaci s paracetamolem sniZeni vice prohloubil. Snizeni GPx
jsme podobné pozorovali také v pokusu s thioacetamidem, viz vySe.

Redukovany glutathion slouzi jako zhasec reaktivnich forem kysliku a jako
substrat glutathion peroxidazy. Domnivame se, Ze pokud exogenni antioxidanty
pusobi jako zametaCe volnych radikald, je zabranéno snizeni koncentrace
endogenniho scavengeru GSH. Presto je ale GSH spotfebovavan glutathion
peroxidazou, jejiz aktivita se béhem oxidaéniho stresu snizuje. NavySena
koncentrace GSH spolu se snizenou aktivitou GPx tak muUzZe znamenat jistou
»obrannou“ reakci tkané, kdy je snaha kompenzovat zvySenou ztratu enzymove
aktivity zvySenou koncentraci redukovaného glutahionu, jakozZto substratu GPx.

Aktivita katalazy v jaternich homogenatech nebyla v naSem pokusu ovlivhéna
ani paracetamolem, ani silymarinem. V experimentu byla dale méfena koncentrace
Zeleza v jaterni tkani, kterou silymarin vtéto davce (131 mg/kg) navysil, coz je
v rozporu se znamyni chelata¢nimi G¢inky silymarinu (Valenzuela, 1994). Mlze zde
hrat roli zpGsob aplikace, jelikoZ Najafzadeh a kol. ve své praci (2010) popisuji ucinky
silymarinu (200 mg/kg) na sniZzovani obsahu Zeleza v jaterni tkani, pfiCemz pouze u
i.p., nikoliv u p.o. podaného silymarinu doslo ke snizeni koncentrace Zeleza v jaterni
tkani; obsah Zeleza v séru byl vS8ak redukovan obéma zplsoby podani. V naSem
pokusu s paracetamolem jsme tedy pozorovali jednak hepatoprotektivni Ucinky
silymarinu na aktivitu GLDH, jednak jeho antioxida¢ni pusobeni vyjadiené zvySenou
hladinou redukovaného glutathionu.

V pokusu s tamoxifenem byl silymarin podavan 6krat v denni davce 98 mg/kg
(odpovida % davky 131 mg/kg z pokusu s paracetamolem). Zde jsme pozorovali opét
antioxida¢ni U€inky silymarinu, pficemz silymarin zcela zabranil tamoxifenem
indukované lipoperoxidaci. V ostatnich parametrech charakterizujich oxida¢ni stav
(GSH, CAT, obsah Fe) nedoSlo ke zméné ani v pfipadé tamoxifenu, ani po podani
silymarinu. Pouze u GPx byl mirny pokles v aktivité, kterou silymarin zvysil, avsak
statisticky nevyznamné. V séru byla po podani tamoxifenu naméfena zvySena
hladina ALT, kterou silymarin neovlivnil. Akivita GLDH vyznamné vzrostla po podani
tamoxifenu+silymarinu, pficemz po podani jednotlivych latek byla na kontrolni Grovni.
Vtomto pokusu nedosSlo kvyrazné manifestaci jaterniho poskozeni. Nicméné

silymarin podany vdavce 98 mg/kg vykazoval protektivni Gcinky vaci zvySené
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lipoperoxidaci, coz koresponduje s vyledky prace Conti a kol. (1992), kde jsou téz
vyjadreny inhibi¢ni Gc€inky na peroxidaci membranovych lipidd.

Hepatoprotektivni ucinky silymarinu (5krat 175 mg/kg, resp. 6krat 98 mg/kg) se
projevily pfedevSim v experimentu s thioacetamidem, resp. tamoxifenem, kde puasobil
jako inhibitor peroxidace lipidd a pfispél k antioxidaéni ochrané zvySenim aktivity

katalazy.

Sledovali jsme vliv podavani naringinu na intoxikaci vySe zminénymi
xenobiotiky. NejvyssSi davka naringinu 30 mg/kg byla podana celkem 5krat
v kombinaci s thioacetamidem. V této davce se nam nepodafilo dosdhnout zadného
protektivniho, nicméné ani prooxidativniho Ucinku. DoSlo ke zméné pouze v aktivité
GPx, kterou naringin, podobné jako silymarin 5krat podany, snizil oproti kontrole.
Ostatni parametry zlstaly beze zmény oproti zvifatim, kterd obdrZela thioacetamid.

SniZzeni davky naringinu o ¥4 na 22,5 mg/kg v poctu tfi davek pfineslo
vyznamné snizeni aktivit jaternich enzymu, které byly navySeny paracetamolem.
Aktivita ALT byla snizena o 17 % oproti skupiné APAP, aktivita AST a GLDH byla
snizena dokonce na kontrolni hladinu. Peroxidace lipidd nebyla podanim
paracetamolu ovlivnéna, ani naringin (3krat 22,5 mg/kg) na ni nemél vliv. Naringin
vtéto davce zvysil aktivitu CAT a koncentraci GSH oproti kontrolni skupiné.
Samostatné podany naringin snizil aktivitu GPx a snizeni bylo dale prohloubeno
v kombinaci s paracetamolem. Na koncentraci Zeleza v jaterni tkani nemélo podani
naringinu vliv. Takto usporaddané schéma davkovani naringinu (3krat 22,5 mg/kg)
jsme jiz dfive pouzili v pokusu s CCl,, kdy jsme prokazali jak antioxida¢ni G&inky-
snizeni LP, tak protektivni U€inky na zvySené aktivity jaternich enzym(- ALT, AST.
Prace byla prezentovana a publikovana jako kratké sdéleni v ramci konference
Toxcon 2008 (Cerna, 2008).

DalSi snizeni davky naringinu o ¥4 na 16 mg/kg v poctu Sesti davek bylo
zvoleno pro pokus stamoxifenem. Naringin neovlivnil tamoxifenem navySenou
aktivitu ALT. Aktivita AST byla po naringinu snizena oproti kontrole (p<0,005), avsak
ve skuping, ktera obdrzela naringin spolu s tamoxifenem, ke snizeni nedoSlo.
V tomto parametru se takto projevily vSechny tfi testované antioxidanty silymarin,
naringin a resveratrol - snizily aktivitu AST v porovnani s kontrolni skupinou i se
skupinou TAM. Aktivita GLDH nebyla naringinem ovlivnéna. Naringin v tomto

davkovani (6krat 16 mg/kg) mél vliv na tamoxifenem zvySenou hladinu peroxidace
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lipidd, pficemz tuto hladinu vyznamné snizil na kontrolni hodnotu. V tomto parametru
se tedy projevil antioxidaCni potencidl naringinu, ktery je popisovan napf. v praci
Amudhy (2011), kde byl naringin podavan potkandm pfi toxickém poskozeni
navozeném niklem. DalSi parametry oxida¢niho stavu (GSH, GPx, CAT) ani
koncentrace Fe vjatrech nebyly vnaSem pokusu ovlivnény. V potkanich
hepatocytech (Cavia-Saiz, 2010) byly zkoumany antioxida¢ni vlastnosti naringinu
(glykosid) a jeho aglykonu naringeninu. Oba citrusové flavonoidy vykazovaly
protektivni Gc€inky na lipoperoxidaci vyvolanou hydroxylovym a peroxylovym
radikalem, pfi€emz naringenin byl dle ICso hodnoty ucinnéjSi zfejmé z divodu volné
hydroxylové skupiny na uhliku C7. Podobné jako v nasi praci, v této praci autorky
Cavia-Saiz (2010) téZ nebyl zaznamenan narust redukovaného glutathionu, pouze
u aglykonu doslo k velmi mirnému zvySeni koncentrace GSH.

Premedikace naringinem (6krat 16 mg/kg) v naSem pokusu pusobila
protektivné na tamoxifenem indukovanou peroxidaci lipidd u samic potkana.
Prok&zali jsme hepatoprotektivni pusobeni naringinu na intoxikaci paracetamolem,
pficemz naringin (3krat 22,5 mg/kg) inhiboval paracetamolem indukované navyseni

jaternich enzymu.

Dale jsme sledovali vliv resveratrolu na toxicitu vybranych latek. V pokusu
s thioacetamidem byla zvolena denni davka 10 mg/kg v poctu celkem péti davek.
Velikost davky jsme zvolili na zakladé naSich predchozich nepublikovanych pokusu.
Stejnou davku pouZzivd napf. Abdin a kol. ve své praci (2014) studujici vliv
resveratrolu na oxidacni stres. Z dostupné literatury nejsou znamy priklady pasobeni
resveratrolu na toxicitu thioacetamidu, i kdyz se resveratrolem a jeho rdznymi
protektivnimi Uc€inky, v€etné hepatoprotektivnich, zabyvaji mnoha pracovisté (napf.
Farghali, 2009). V naSem experimentu resveratrol vyznamné snizil thioacetamidem
navySenou aktivitu ALT, neovlivnil vSak navySeni AST ani GLDH. V této davce (10
mg/kg) se projevil antioxidacni potencial resveratrolu, kdyz zmirnil thioacetamidem
indukovanou lipoperoxidaci v jatrech, coz je v souladu s praci Abdina a kol. (2014),
kde uvedeny antioxidant (10 mg/kg) blokoval oxida¢ni stres mimo jiné tim, Zze sniZil
koncentraci MDA in vivo. Na aktivitu glutathion peroxidazy, ktera byla v naSem
pokusu po TAA sniZzeni, nemél resveratrol vliv. Nicméné samostatné podany
resveratrol, na rozdil od silymarinu a naringinu, nezpusobil snizeni aktivity tohoto

antioxidacniho enzymu. Aktivita katalazy byla statisticky vyznamné navySena
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samostatné podanym resveratrolem (p<0,05), avSak pfi podani spolu s
thioacetamidem zvySil resveratrol aktivitu tohoto enzymu pouze nevyznamné.
Hladina glutathionu po premedikaci resveratrolem zlstavala na kontrolni hladiné.
Prispévek o ucinku resveratrolu na intoxikaci TAA byl publikovan v Toxicology Letters
v ramci konference Eurotox 2008 (Cerna, 2008) a dale citovan autory Roy a kol.
(2011).

V pokusu s paracetamolem jsme snizili davku resveratrolu o ¥ na 7,5 mg/kg,
pficemz tento jsme podali celkem 3krat. Paracetamol indukoval zvySenou aktivitu
jaternich enzymi ALT, AST, GLDH. Premedikaci resveratrolem bylo dosazeno
vyznamného snizeni aktivity ALT (p<0,05) a GLDH (p<0,01), aktivita AST poklesla na
kontrolni hladinu. Antioxidacni pusobeni resveratrolu lze demonstrovat zvySenou
hladinou redukovaného GSH (p<0,005), avSak i paracetamol samotny zvysil
koncentraci GSH (p<0,05). Aktivita GPx poklesla podanim APAP, premedikace
resveratrolem toto snizeni vice prohloubila. TéZ samostatné podany RES, stejné jako
NAR a SIL, zpuasobil pokles v aktvité tohoto enzymu. V minulosti jsme sledovali vliv
resveratrolu na jaterni poskozeni vyvolané tetrachlormethanem u potkana. Pokus byl
proveden v podobném davkovacim schématu (resveratrol 3krat 7,5 mg/kg), pfiemz
tetrachlormethan indukoval zvySeni ALT a AST, LP a sniZzeni GPx. Resveratrol
vyznamné snizil aktivitu ALT (p<0,01), aktivitu AST normalizoval na kontrolni
hodnotu, snizil téZz koncentraci GSH, mél vSak vyznamny protektivni vliv na
peroxidaci lipidl. Prace byla prezentovana a publikovana jako kratké sdéleni v ramci
konference Toxcon 2008 (Cerna, 2008). Plsobenim resveratrolu na CCly
indukovanou hepatotoxicitu se zabyva téz prace Rivera a kol. (2008), kde RES
(10 mg/kg) ve shodé s naSim pokusem redukoval aktivitu ALT a hladinu LP.

V pokusu s tamoxifenem, ktery byl provadén na samicich potkana, jsme zvolili
davku resveratrolu 5,5 mg/kg, coz je o ¥4 méné nez v pokusu s paracetamolem.
Resveratrol byl podan celkem 6krat. Tamoxifen indukoval navySeni aktivity ALT a
hodnoty LP a sniZzeni aktivity GPx. Resveratrol vtomto davkovacim schématu
nevykazoval protektivni U€inky na tamoxifenem indukované jaterni poskozeni.
Neovlivnil tamoxifenem zvySenou lipoperoxidaci, zvySenou aktivitu ALT ani snizenou
aktivitu GPx. Domnivame se, Ze zde muze mit vliv zvolené pohlavi zvifat, jelikoz
u samcu resveratrol v fadové podobném davkovacim usporadani (3krat 7,5 mg/kg,
resp. 5krat 10 mg/kg) mél urcité protektivni u€inky na APAP, resp. na TAA vyvolané
poSkozeni jater (snizeni ALT, AST, GLDH, resp. snizeni ALT a LP). Neni znama
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studie zabyvajici se vztahem pohlavi a Ucinku pfirodnich anitoxidantlli na parametry
oxida¢niho poskozeni nebo jaternich dysfunkci. Nicméné z experimentélnich
vysledkd vime, Ze u samic je az 2krat vysSi bazalni hodnota hladiny lipoperoxidace a
aktivity glutathion peroxidazy nez u samcu (Kotyzova, 2010). Hodnoty ostatnich
sledovanych parametri jsou u obou pohlavi relativné shodné. Je mozné, Ze
antioxidac¢ni potenciél resveratrolu by se projevil pfi jiném davkovacim uspofadani
(napf. vétsi davka, vice davek).

Protektivni vliv resveratrolu na jaterni poskozeni se projevil zejména
v experimentu s paracetamolem, kdy resveratrol (3krat 7,5 mg/kg) pfiznivé ovlivnil
aktivitu jaternich enzymd. V experimentu s thioacetamidem mél resveratrol (5krat
10 mg/kg) pfiznivy vliv na snizeni peroxidace lipidu.

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

Antioxida¢ni vlastnosti pfirodnich slou€enin jsou dany zejména jejich
schopnosti vychytavat (zhasSet) volné radikaly. Volné radikaly mohou byt generovany
bud enzymaticky (napf. xantin/xantinoxiddzovym systémem) nebo neenzymaticky
napf. Fentonovou reakci za pFitomnosti tranzitnich kovil (Fe*, Cu"). Pfirodni
antioxidanty sniZuji oxida¢ni stres také tim, Ze vychytavaji (chelatuji) ionty
prechodnych kovli, a tak omezuji vznik reaktivnich forem kysliku a dusiku.
Chelata¢ni G€inky jsou zavislé na chemické struktufe, pfedevsim na pfitomnosti
ligandu, které umoZzniuji vytvofeni koordinacni vazby s iontem/ionty kovu (Hatcher,
2009). Deferipron je synteticky chelator Zeleza, jehoz ucinky na intoxikaci
tamoxifenem jsme sledovali. Deferipron_ samostatné podany jednak snizil aktivitu
glutathion peroxidazy a aspartat aminotransferazy, naproti tomu zvySil aktivitu
kataldzy. Pfi podani s tamoxifenem byla zvySena aktivita alanin aminotransferazy.
Nicméné, deferipron mél protektivni Uc€inky proti oxidaénimu stresu vyvolanému
tamoxifenem, kdyz zcela zabranil tamoxifenem indukované peroxidaci lipida a vratil
na kontrolni hodnotu tamoxifenem navySenou koncetraci Zeleza v jatrech. Tato
skute¢nost koresponduje s chelatacnimi vlastnostmi deferipronu, které byly
na naSem pracovisti v minulosti demonstrovany jak v pokusu na mySich (Eybl, 2002),
tak na potkanech (Hodkova, 2010). Prace o ucinku deferipronu na intoxikaci

tamoxifenem byla publikovana v gasopise Hemoglobin (Cerné, 2011).
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Z

SOUHRN

V pokusech na potkanech jsme porovnavali vliv silymarinu, naringinu a

resveratrolu, resp. deferipronu na poSkozeni jater vyvolané paracetamolem,

thioacetamidem a tamoxifenem.

1. Parametry oxida¢niho stavu byly nejvice ovlivnény po podani thioacetamidu,

kdy byla jednak indukovana zvySena peroxidace lipidd, jednak doSlo ke
snizeni aktivit antioxidaénich enzym( glutathion peroxidazy a katalazy. Po
podani tamoxifenu byl oxida¢ni stres demonstrovan zvySenou lipoperoxidaci
a koncentraci Zeleza v jatrech a sniZzenou aktivitou GPx. Oxidaéni stres
navozeny paracetamolem nebyl vyjadfen tak vyznamné jako u TAA nebo
TAM, jelikoz paracetamol neindukoval v jaterni tkani zvySenou peroxidaci

lipidd, nicméné snizil aktivitu GPx.

. Ze vSech tfi pouzitych antioxidantl (SIL, NAR, RES) se v parametrech

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

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

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

redukovaného glutathionu.

. Aktivity jaternich enzymd v séru byly ovlivnény vSemi tfemi studovanymi

hepatotoxickymi latkami (APAP, TAA, TAM). Paracetamol a thioacetamid
vyvolaly zvySeni aktivit ALT, AST a GLDH. Tamoxifen zvySil pouze aktivitu
ALT, aktivity AST a GLDH zustaly nezménény.
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4. Proti zvySeni aktivity jaternich enzym( protektivné pusobil pfedevSim
resveratrol, jenz v pokusu s paracetamolem normalizoval zvySenou aktivitu
AST a vrétil na téméfr kontrolni hodnoty zvySené aktivity ALT a GLDH.
V pokusu s thioacetamidem se projevil protektivni U€inek resveratrolu na TAA
navysenou aktivitu ALT.

Naringin vykazoval hepatoprotektivni U¢inky na paracetamolem indukované
poSkozeni jater, pficemz zpUsobil, podobné jako resveratrol, vyrazné snizeni
aktivit vSech tfi sledovanych jaternich enzyma- ALT, AST i GLDH.

Silymarin mél ze vSech tfi jmenovanych antioxidant nejméné vyrazny vliv na
aktivitu jaternich enzymda, kdyZ u zvifat intoxikovanych paracetamolem sniZil

aktivitu GLDH a u zvifat intoxikovanych thioacetamidem sniZil aktivitu AST.

5. Hepatoprotektivni 0&inky silymarinu se nejvice projevily v poSkozeni jater
thioacetamidem. Naringin  pasobil protektivné zejména v intoxikaci
paracetamolem. Resveratrol vykazoval prospésné ucinky na jaterni poSkozeni

vyvolané paracetamolem i thioacetamidem.

6. Deferipron zcela zamezil tamoxifenem indukované lipoperoxidaci a zvySeni
koncentrace Zeleza. V porovnani s resveratrolem mél deferipron jednoznacné

lepSi protektivni pusobeni proti oxidaénimu stresu vyvolanému tamoxifenem.
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podminek pro védeckou &innost a pro zpracovani disertani prace.

Podékovani patfi Ing. Dané Kotyzové za vSestrannou pomoc, cenné rady a pfipominky. Byla mi

vzdy oporou jak v teoretické tak v praktické oblasti védecké &innosti.

Dékuiji také ostatnim pracovnikiim Ustavu farmakologie a toxikologie za pFatelskou atmosféru a

pomoc, zejména pani Irené Zemenové.
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