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Abstrakt

Jatra jsou hlavnim organem metabolisn#swmy exogennich latek. Biotransformaci
xenobiotik vznikaji nejen biologicky neaktivni mbtdity, ale téZ reaktivni produkty, které
mohou vést k poSkozeni btgmych struktur a nasledrcelého organu. V patologii toxického
¢i polékového poSkozeni jater hraje vyznamnou rakét oxid&ni stres. Endogenndi
exogenni antioxidanty pomahaji udrZovat rovnovahezimvznikem a odstigvanim
reaktivnich kyslikovych forem a tak zamezuji oxicianu stresu.

V akutnich pokusech na potkanech jsme sledowéhky premedikace ifrodnich
antioxidant silymarinu (SIL), naringinu (NAR), resveratrolu E8) a syntetického chelatoru
deferipronu (L1) na poSkozeni jater vyvolané pa@oelem (APAP), thioacetamidem
(TAA) a tamoxifenem (TAM). Ke stanoveni miry poSkoz jater jsme zvolili ®eni
parametit oxidatniho stresu v jaternich homogenatech: hladina pasog lipich (LP),
koncentrace redukovaného glutathionu (GSH), aktiantioxida&nich enzyni glutathion
peroxidazy (GPx) a katalazy (CAT), ¥kierych gipadech byl réien obsah Zeleza v jatrech.
Déale byly stanoveny aktivity jaternich enzinv séru: alanin aminotransferaza (ALT),
aspartat aminotransferaza (AST), glutamat dehyaézge (GLDH).

Z hlediska oxidéniho stavu se v toxickém poSkozeni jater nejlédataop silymarin,
ktery zmirnil TAA-indukovanou LP a zmirnil poklesktavity CAT v porovnani s TAA
skupinou; v pokusu s TAM silymarin zamezil TAM-n&ené lipoperoxidaci. Antioxidai
potencial naringinu se projevil vintoxikaci tamfenem, kde NAR zabranil TAM-
indukované lipoperoxidaci. Premedikace resveratmoledla k protektivnimu gsobeni proti
lipoperoxidaci vyvolané thioacetamidem. Deferipgamezil TAM-zvySené lipoperoxidaci a
koncentraci Zeleza v jatrech a vykazoval tak vyzmamrotektivni fsobeni proti oxidéenimu
stresu. Z hlediska ovlivimi jaternich enzyiin protektivré pasobil predevsim resveratrol, jenz
v pokusu s APAP vratil na téfh kontrolni hodnoty zvySené aktivity ALT, AST a GLDH
v pokusu s thioacetamidem vykazoval resveratrotgitivni (Einek na zvySenou aktivitu
ALT. Premedikace naringinem vedla ke snizeni ALTSTA a GLDH navySenych
paracetamolem. Silymarin snizil aktivitu GLDH naggu paracetamolem a snizil aktivitu
AST indukovanou thioacetamidem.

Hepatoprotektivni &nky silymarinu se nejvice projevily v poSkozeniteja
thioacetamidem. Naringin Ggobil protektivé zejména v intoxikaci paracetamolem.
Resveratrol vykazoval pro&né @inky na jaterni poSkozeni vyvolané paracetamolem i

thioacetamidem.



Summary

The vast majority of exogenous substances is mitalan the liver. In the course of
the biotransformation, partly biologically non-agtiproducts, partly reactive species leading
to cell structure injury and even to the liver dmd are produced. Oxidative stress plays a
significant role in the toxic- and drug-inducedeivdamage. Endogenous and exogenous
antioxidants contribute to equilibrium between freduction and the elimination of reactive
oxygen species and thus prevent the oxidativesstres

In acute experiments in rats we examined the ghofinatural antioxidants silymarin,
naringin and resveratrol and of synthetic chelatefieripron to protect against liver damage
induced by paracetamol, thioacetamide and tamoxifae following parameters of oxidative
stress were measured in the liver homogenated: délipid peroxidation (LP), concentration
of reduced glutathione (GSH), activities of glutatie peroxidase (GPx) and of catalase
(CAT); in some cases the iron liver content. ThioWing markers of liver damage were
measured in serum: alanine aminotransferase (Al§partate aminotransferase (AST),
glutamate dehydrogenase (GLDH).

Concernig markers of oxidative status, silymarieréed the most efficient antioxidant
properties amelioratig the TAA- and TAM-inducedidiperoxidation and ameliorating the
TAA-induced CAT activity depletion. Antioxidant ef€t of naringin was demonstrated by
protecting of TAM-induced lipid peroxidation. Protee effect was manifested by decreasing
in TAA-induced lipid peroxidation. The deferiprordrainistration prevented the TAM-
induced oxidative stress protecting the increadeid peroxidation and the increase of iron
content.

Concernig hepatotoxicity markers in serum, resverapremedication had the
protective effect on the APAP-increased ALT, ASTda@BLDH activity and on the TAA-
enhanced ALT activity. Naringin premedication résdlin a decrease of the APAP-enhanced
ALT, AST and GLDH activity. Silymarin amelioratetie APAP-enhanced GLDH activity
and the TAA-induced AST activity.

Silymarin was the most hepatoprotective agent m tthioacetamide-induced liver
injury. Naringin served prevent in paracetamol-icell hepatotoxicity. Resveratrol exerted
protective effect in paracetamol- and thioacetaandiuced liver damage.



1 UvoD

V naSem Zivotnim prostdi roste péet xenobiotik, ¢etre IéCiv, ktera jsou bd’ primo,
nebo potenciakhtoxicka. Jatra jsou centralnim organem latkok&npny organismu a hraji
hlavni Ulohu v metabolizmu endogennich i cizorodyatek. Je ieba tedy pditat s jejich
¢astjSim poSkozenim nejen¢jSimi hepatotoxickymi latkami.

Poskozeni jater &vy (DILI- Drug Induced Liver Injury) je gi¢inou asi 10 % vSech
piipadh akutni hepatitidy a je zodpé&iné za asi 15 % tfpadi akutniho selhani jater
nebo stazeni Iéku z farmaceutického trhu. Rozeaifitatmnost DILI v biopsii je¢asto velmi
naraneé, nebé histologicky obraz Iékového postizeni jater sekpyva prakticky se vSemi
oblastmi patologie jater (Ehrmann, 2008).

Ackoliv piresny mechanismus DILI neni globjasrin, pisobeni zejmé zahrnuje dva
mozné zjsoby: gimou hepatotoxicitu a imunitni reakci. V mnohyckippdech je DILI
iniciovano bioaktivaci l&va na chemicky reaktivni metabolit, ktery je sclopinterakce
s burgénymi makromolekulami (proteiny, lipidy, nukleové definy), coz vede k dysfunkci
proteini, peroxidaci lipidi, poSkozeni DNA a oxigaimu stresu (Holt, 2006).

Latky s antioxidanimi &¢inky mohou preventivé pasobit proti tvorlé reaktivnich
kyslikovych radikal, které jsou Bzn¢ tvoreny @i metabolizmu xenobiotik a upkatji se
v procesech oxidamiho stresu, a tak chranit organismisdoSkodlivymi @inky cizorodych
latek.

V nasSich pokusech jsme se zabyvali interakiiropnich antioxidancii (silymarin,
naringin, resveratrol) s hepatotoxickymi latkami rgzetamolem, thioacetamidem a
tamoxifenem. Dale byl zkouman vliv deferipronu rgkozeni jater vyvolané tamoxifenem.

2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY
2.1  JATERNi POSKOZENI A ROLE OXIDA CNIiHO STRESU

2.1.1 Typy jaterniho poskozeni

Toxické ¢i polékové poSkozeni jater je charakterizovano gloou jaternich funkci
a/nebo struktury jaterniho parenchymu, které vznik&auzalni souvislosti s uzitim toxické
latky ¢i 1éku. Na jaternim poskozeni saibe uplatiovat Fimy, toxicky Einek slogeniny a
jejich metabolii, nebo imunopatologické mechanismy. PoSkozent jEavy se mize
projevit v celém spektru jaternich lézi: akutni melehronicka hepatitida, steatdza,
granulomatdézni hepatitida, vaskularni 1éze a jibéhepatotoxickych latek rozeznavame
primérni a sekundarni toxicitu (Brodanové, 2002):

a) primarni (obligatorni, ,intrinsic*) toxicita jepojena s fimym toxickym &inkem latky, Ize

ji predvidat na zakladfarmakologickych addj a je zavisla na velikosti podané davky. Je
detekovatelna na zxdcich modelech.ifklady latek s primarni hepatotoxicitou: paracetamo
salicylaty, chemoterapeutika, tetracyklin, metoétexnerkaptopurin, sulindak.
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b) sekundarni (fakultativni, ,idiosyncratic*) toxia se objevuje népdvidatelg, je na davce
nezavisla. Je vysledkem individualni reakce post@he jedince. Tento typ poskozeni se
vyskytuje ¢astji. Priklady sekundérnich hepatotoxikanthalotan, fenytoin, isoniazid,
rifampicin.

DalSi klasifikace rozé&luje jaterni poSkozeni podletioehu na akutni a chronickeé:

a) akutni poskozeniiwie mit cytotoxickou nebo cholestatickou formu.

Cytotoxickaforma pripomina akutni hepatitidu a je charakterizovangadem hepatocit
Odhaduje se, Ze t%080-90 % polékovych Iézi a na jejim vzniku se Hodte nez 100 lék
(Brodanova, 2003). Klinické formy mohou byt velickzné, od asymptomatickych az po
fulminantni i letalni pibeh. V laboratornim nélezu je charakteristické namySaktivity
aminotransferdz a eosinofilie, podle typu takériilin. NefasgjSi priciny akutni toxicke
hepatitidy jsou: paracetamol, halotan, isoniaZidparinol a;.

Cholestaticka forma je doprovazena poruchou wWowani Zlke do steva. V laboratornim
nalezu je charakteristické navySeni aktivity alkledi fosfatazy (ALP) a gama-
glutamyltransferazy (GMT). Ne&psgjSi priciny cholestatického poSkozeni jsou: steroidni
hormony, antikonvulziva, antidepresiva, a;.

b) chronické poSkozeni (taktéz ve fareytotoxické nebo cholestatickéyide byt zgisobeno

v dasledku virového, autoimunitniho, metabolickéld jiného onemocéni. Dochéazi
k chronické stimulaci fibrogeneze a nasledné zwsSermrl# vaziva. Konénym stadiem
fibrozy je cirhdza. Nkteré studie poukazuji na moZznost reverzibilityejat fibrozy
(Sherlockova, 2004).

2.1.2 Oxid&ni stres v patologii jaterniho poskozeni

Oxidani stres je spojovaniadou onemoaii a uplatuje se také v toxicitmnohych
xenobiotik. Je charakterizovan nerovnovahou meziikemn a odstrigovanim reaktivnich
forem kysliku (nebo dusiku) ve prash jejich tvorby. Reaktivni formy kysliku (ROSpjs
vysoce reaktivni molekuly, které jsou v organismiirozere tvoreny v malém mnoZstvi
béhem metabolickych reakci. Mezi ROS ipajednak volné radikaly (ndp radikal
superoxidovy @, hydroxylovy HO, peroxylovy ROQ), jednak latky, které nemaji
charakter radikdl, ale ty z nich mohou vznikat (napH,O,, HCIO, ). ROS reaguji
s biomolekulami, jejichz strukturu a funkci poskpzuZza fyziologickych podminek je
rovnovaha udrzovana ochrannymi mechanismy, ke ktgugti antioxid&ni enzymy (nap
glutathion peroxidazy, katalaza, superoxid disma)taa endogenni antioxidanty (rfap
glutathion, thioly) (Stipek, 2000). Nagdméa produkce reaktivni volnych radikéma za
nasledek oxidani poSkozeni a vznik chemicky modifikovanych biogetall. Vysledkem jsou
bunééné a metabolické poruchy.

Volné radikaly, které jsou generovany v blizkostikieovych kyselin, mohou
produkovat zrany v jejich struktiie. Dochazi nap ke S€peni kruhu deoxyribdzy, modifikaci
a poskozeni bazi, zlam v fettzcich. Nasledkem jsou mutace, tratslachyby nebo
inhibice proteosyntézy. V klinickém projevu doch&zpoptdze, metagenezi, karcinogenezi,
strarnuti. Dale mohou byt ovli¥ny proteiny. Volné radikaly Zisobuji strukturni zrny
proteini nag. agregaci, sovani, nebo fragmentaci bilkovinnych molekul, rgagihemovym
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Zelezem, modifikuji funéni skupiny aminokyselin. Nasledkerthto znén jsou modifikace
v transportu iont, ve funkci signalnich molekul, v akti¢itenzymi, ve vzniku antigennich
determinant. Porucha Bky vznika téZ v souvislosti s posSkozenim mastnycysekn
v lipidech. Risobenim volnych radik&ldochazi ke ztrétdvojnych vazeb, tvogbreaktivnich
metabolifi (peroxidy, aldehydy). Na peroxidaci ligidjsou nejcitlijSi dvojné vazby
nenasycenych mastnych kyselin ve fosfolipidovée waye membrany. Nasledkem
lipoperoxidace je z#na fluidity a propustnosti membrany (Slater, 1984).

2.1.3 Metody pro stanoveni jaterniho poskozeni

Poruchy jaternich funkci Ize zji¥ovat pomoci biochemickych vy$evacich metod. Ty byly
navrzeny tak, aby sjpbvaly pozZadavky na rychlost, metodickou rdmst a cenovou
dostupnost. V této praci byly pouzity tyto biochek@ ukazatele posSkozeni hepatdcyt

Alanin _aminotransferdza (ALT) Enzym katalyzujegepos aminoskupiny z alaninu na
2-oxoglutarat za vzniku pyruvatu a glutamatu; stadizev glutamat-pyruvat-transaminaza
(GPT). ALT (EC 2.6.1.2) se vyskytuje v cytosolu byt a jeji obsah v jinych organech je
nizky. Aktivita ALT v krvi se zvySuje zejména u gahiho poSkozeni, zétu jater, nEstnéni
krve v jatrech aj. Aktivita ALT v séru je ngstjSi spolehlivy ukazatel hepatotoxického
pusobeni a je povaZzovan za ,zlaty standard” biochlkyeitc markett jaterniho poskozeni
(Ozer, 2008).

Aspartat aminotransferaza (AST) Enzym katalyzufenps aminoskupiny z aspartatu na
2-oxoglutarat za vzniku oxaloacetatu a glutamattgrss nazev glutamat-oxaloacetat-
transaminaza (GOT). AST (EC 2.6.1.1.) se vyskytujact orgari, kroms jater téZ v srdci,
kosternim svalu aj. Aktivita AST v krvi se zvySugejména u akutniho infarktu myokardu
nebo u ¢ZSiho poskozeni jater. M& sloZzku cytosolovou, kesraivohuje z jater i pi leh¢im
poskozeni, a mitochondrialni, kterd byva zvySemeekrozy hepatocyt VEtSi vzestup v krvi
signalizuje zavafjsi jaterni lézi (Schneiderka, 1998).

Oba enzymy, ALT i AST, vyzadujiiffiomnost kofaktoru, kterym je pyridoxal-5-
fosfat. Na jeho pyridoxalovowast je @i katalyze vazana NH skupina donorove
aminokyseliny, péemz vznika pechod® pyridoxamin-5-fosfat. Ten pak reaguje
s oxokyselinou za vzniku glutamatu a regenerovétehgdove formy kofaktoru.

Glutamét dehydrogendza (GLDH) L-glutamat: NAD(R)xidoreduktaza (EC 1.4.1.3.).
Enzym katalyzuje oxidai deaminaci glutamatu za vzniku 2-oxoglutaratuDBlLse nachazi

v mitochondrialni matrix jaternich bek, déle v ledvinach a nervové tkani. Jeho zvysené
hladiny nalézameipnekroze hepatocit(O Brien, 2002).

Mira oxida¢niho poSkozenjaterni tkag byla sledovana #ienim produktu vznikajicihoip
radikalovych reakcich a &enim obsahu fyziologickych antioxi¢lsich systém. V této praci
jsme sledovali tyto parametry:

Peroxidace lipid (LP) Fasobenim volnych radikél dochazi k oxidativnimu poSkozeni a
degradaci polynenasycenych mastnych kyselin (peaaxilipidi). Jednim z korych
produkfi S€peniftetzci mastnych kyselin je malondialdehyd (MDA), jehoarsiveni se
vyuziva ke stanoveni miry lipoperoxidace (Holle993).
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Redukovany glutathion (GSH) Glutathion-dlutamylcysteinglycin) je latka idezitd pro
udrzeni piméreného oxidoreduiniho prostedi v buikach. Slouzi jako vychytava
reaktivnich forem kysliku, je substratem glutathjperoxidaz a glutathion transferaz. Jeho
snizena koncentrace je jednimizzpaki oxidatniho stresu (DeLeve, 1991).

Glutathion peroxidaza (GPx) Glutathion peroxida®ZC (1.11.1.9) je nazev pro rodinu
selenoenzyrin s peroxidazovou aktivitou. Hlavni biologickou furikcytosolové GPx je
redukce peroxidu vodiku, organickych perdxal peroxid lipida s vyuzitim glutathionu jako
redukeniho¢inidla (Ursini, 1995).

Kataldza (CAT) Katalaza (EC 1.11.1.6) je enzym Ilgatgici S€peni peroxidu vodiku na
vodu a kyslik. Je to hemoprotein sloZzeny ze 4 pbdjeek. Mezi enzymy ma jedno z
nejvyssichiisel gemény (Jones, 1982).

2.2 STUDOVANE HEPATOTOXICKE LATKY

Pro experimenty byly vybrany néasledujici hepatmox latky: paracetamol,
thioacetamid a tamoxifen. Paracetamol je znamy sygrickym pisobenim na jatra a
piedstavuje akutni formu jaterniho poSkozeni. Thiteane je povaZzovan za experimentalni
model akutni i chronické toxicity. Hepatotoxickéspbeni tamoxifenu se vyskytuje po
chronickém podavani tohotclea.

2.2.1 Paracetamol

Paracetamol (acetaminofen, N-acg®dminofenol, APAP) je &n¢ uZivané a
relativre bezpéné analgetikum- antipyretikum. \fipad vysokych davek (> 4 g/den) vSak
zpasobuje poskozeni jater. V zemich jako USA a Velki#Bie je gicinou az 50 % fipadi
akutniho jaterniho selhani (Lee, 2003). APAP jezigguzivany k suicidalnimealim (Amar,
2007).

Hepatotoxické &inky paracetamolu

Hepatotoxicita APAP je relatiéndolie prostudovana a jefipisovana pimému
cytotoxickému fisobeni metabolitu paracetamolu N-acgidenzochinoniminu (NAPQI)
(Cerveny, 2013). Biotransformace paracetamolu probéeétou konjugace s kyselinou
glukuronovouc¢i sirovou, ktera eliminuje &Sinovy podil matiské latky. Minoritni podil
(5 %) paracetamolu je metabolizovan mikrozomalnjsté&nmem (CYP 2E1 nebo 1A2) za
vzniku reaktivniho metabolitu NAPQI (Sliva, 2013)ento metabolit je za normalnich
okolnosti @inné odstraaovan konjugaci s glutathionem a vytem mai. V pripad
piredavkovani paracetamolem nebo u chronickych alldoinojsou zasoby glutathionu
vycerpany, NAPQI neni dostd&t® inaktivovan, kovalenth se vaze na bétiné struktury
hepatocytu a Zisobuje jejich fimé poskozeni(lerveny, 2013). V pokusech na iatech
bylo zjiS€no, Ze toxické &inky paracetamolu se projeviiippoklesu hladiny jaterniho
glutathionu pod 70 % normalni hladiny (Richardsz®00).

Pii otraw paracetamolem se podava specifické antidotiNvacetylcystein.
Acetylcystein je donorem —SH skupin &inné obnovuje zasoby glutathionu, ktery poté
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odstraiuje toxicky NAPQI (Hladik, 2005). Alternativnim mjem sulfhydrylovych skupin je
metionin, ktery vSak v experimentech vykazoval hi@&nnost nez acetylcystein (Boobis,
1986).

2.2.2 Thioacetamid

Thioacetamid (TAA) je hepatotoxickd latka, kterd s&perimentalé pouziva
k navozeni a studovani akutnilko chronického jaterniho poSkozeni. Akutni toxicjg
charakterizovana centrilobularni nekrézou, doprewérn zvySenim sérovych transaminaz a
hyperbilirubinémii, zatimco chronicka expozice védaterni fibroze, cirh6zeéi karcinomu
jater (Sarma, 2012). Vyhody pouZiti thioacetamidkioj modelové hepatotoxicke st@miny
spa:ivaji v jeho specifit pro jaterni tké, v prednostnim fisobeni v perivendzni oblasti a v
relativrg dlouhém¢asovém rozmezi (3,5-7dni) od vzniku nekrézy parjateelhani (Chanda,
1994; Stékova, 2010).

Hepatotoxicita thioacetamidu byla poprvé studovaneoce 1948 v pokusu ha
potkanech. Poditem ke studiu bylo nalezeni TAA v pometaném dzusu nasledkem pouziti
této latky jako fungicidu v pomerdovnikovém sadu (Hajovsky, 2012). KrénvyuZiti
k hubeni Skdci se thioacetamid pouziva ke koroznim zkouskam, jgkbmyslove
rozpoustdlo, jako urychlova vulkanizace nebo ke stabilizaci motoroveho olege( 2003).

TAA je bily krystalicky prasek rozpustny ve vwod v etanolu, mitarozpustny v éteru
(Merck Index, 1996). Vin vivo experimentech se thioacetamid podava obvykle
intraperitoneal®, mér¢ ¢asto intravendzh(Chen, 2008) nebo perorélfirani, 2001).

Metabolismus aisobeni thioacetamidu na jaterniitk&

K vyvolani jaterniho poSkozeni thioacetamidem jénaujeho bioaktivace. TAA je
oxidovan jaternim mikrozomalnim systémem, zejménazymy CYP2E1 a FAD
monooxygenazami, nejprve na relativstabilni thioacetami&oxid (TASO) a déle na
nestabilni a vysoce reaktivni thioacetarSi&dioxid (TASQO,).

Biotransformace thioacetamidu podléha satirakinetice (kinetika nultéhdadu)
(Chilakapati, 2005). Siroké spektrum daldich s@tistCYP2E1 podstupuje kinetiku nultého
fadu, kdy se zvysSujici se davkou toxikantu je limdtea mira jeho biotransformace.
Dusledkem enzymové saturace je, ze se produkce #hbivimetabolitu nezvySuje
proporcionalg k rostouci davce. iP vysokych davkach TAA, ip kterych je CYP2E1l
nasycen, klesa tvorba metabolitu TASO, je redukoigicky &inek. Pongr metabolitu
TASO k mateéskeé slodenint TAA s rostouci davkou kles&imz se vys¥tluje nejednoznany
vztah davka - €inek (Mangipudy, 1995). Takégmina TASO na TAS@je saturovatelna,
probiha pomaleji a je tak rychlost-limitujicim kerk biotransformace. Biologicky pdias
TAA a TASO je 1-1,5 hod, respektive 1,5-2 hod (BQrtl979). Obrazek 2.3 zna#aje
metabolismus TAA (Chilakapati, 2005).

Reaktivni metabolity TAA, fedevsim nestabilni TASD zvySuji oxid&ni stres,
vycerpavaji zasoby glutathionu atgobuji oxidaci makromolekulcetre lipidu burgénych
membran. Pochody oxidaiho stresu jsou téz zahrnuty v procesu fibrogen&zetado,
2012). Navic se epdpoklada, Ze se produkty thioacetamidu vazou m&cheé proteiny a
poSkozuji postranni lysinovi@ttzce za vzniku acetylimidolysinovych deriiatiLee, 2003).
Dusledkem je poSkozeni funkcerilty a nasledna cytotoxicita.
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Bylo popsano thiaoacetamidem indukované udmilnonti vapniku z intracelularnich
zasob (Diez-Fernandez, 1996). Nadprodukce volngdtkali a naruSeni homeostazy vapniku
mohou vyvolat zvySenou permeabilitu vnit mitochondrialni membrany, naruSeni
membranového potencialu a inhibici dychani (Bernd@@01). Thioacetamidisobenim na
mitochondrialni metabolismus ndémivé ovliviiuje regeneraci jaterni tk&n ktera je
energeticky zavisla na futkich mitochondriich (Stkova, 2010).

2.2.3 Tamoxifen

Tamoxifen (TAM), chemickym nazvem (2)-2-[4-(1,2-dignylbut-1-enyl)phenoxy]-
N,N-dimethylethanamin, pétdo skupiny selektivnich modulatorestrogenniho receptoru
(SERMSs), které v zavislosti na typu tkaa burgk vykazuji estrogenni nebo antiestrogenni
pusobeni. Tamoxifen kompetitignobsazuje vazebné misto na estrogennim receptoru a
inhibuje proliferativni dinky estrogenu. Je vyuZivan v terapii a prevencinmumalré
zavislého karcinomu prsu. Agonistické&sobeni na estrogennim receptoru $g da.

v kostni tkani, v endometriu nebo na krevnich kgaild (Osborne, 2000).

Lécivé pripravky obsahuji tamoxifen citrat. Je to bily azorek bily, polymorfni,
krystalicky prasek. J&Zce rozpustny ve vaéda acetonu, dde rozpustny v metanolesky
lékopis, 1997). Dopotiena denni davka tamoxifenu ¥l€ karcinomu prsu je 20 mg.
Obvykle se jedna o dlouhodobouhé, ktera se ukaije teprve tehdy, kdyz dojde k remisi.

Tamoxifen a vliv na jatra

Chronické uzivani tamoxifenutrhe indukovat Siroké spektrum jaternich lézi jako je
periportalni hepatitida a cirhéza (Maruyama, 1995hakrovezikularni steatéza a
steatohepatitida (Pinto, 1995). Mezinarodni agenfuo vyzkum rakoviny (IARC) hodnoti
tamoxifen jako karcinogenni u experimentalnichiavi(lARC, 1996). Byly publikovany
studie o hepatokarcinogenninigobeni tamoxifenu u potkana (Hirsimaki, 1993; Vaittis,
1993). Za iniciani krok karcinogeneze je povazovana metabolickévade na elektrofilni
sloweninu - sulfatovy konjugat-hydroxytamoxifenu neb®-desmetyltamoxifenu, ktera se
irreverzibilné vdze na DNA jaternich bgk (Rajaniemi, 1998). Stejny adukt je teo také u
mysSich a lidskych hepato@ypo expozicia-hydroxytamoxifenu. Dostupna data u¥pdze
lidské a mySi biky, ve srovnani s hikami potkana, maji podstatnnizSi schopnost
metabolické aktivace tamoxifenu (Wogan, 1997). Doekponduje se studii, ve které byly
mySi rezistentni ke karcinogenezi (Martin, 1997)ambxifen v jediné davce nevyvola
rakovinné bujeni, &oliv mize podpdit rakovinu jater indukovanoi-nitrosodietylaminem
(White, 1999).

Dale je znamo, Ze tamoxifende u pacientek Zsobit dysfunkce metabolismu
lipida. Latka blokuje funkci estrogenu v udrZzeni homenstigpidt, ¢imz se zvySuje obsah
tukt v jatrech. Rozviji se nealkoholicka steatdza atsteepatitida (Lelliott, 2005).

S uzivanim tamoxifenu je spojovano ukladani andoj@&ho Zeleza v jatrech
(sider6za). lonty Zeleza nepochéazeji z molekuly ineamjejich akumulace mozna souvisi
s tvorbou volnych radikal béhem metabolismu tamoxifenu. Nadimé zatz Zelezem rize
byt zprostedkovana poruchou v regdldm mechanismu hepcidinu, hlavniho regulatoru
homeostazy zeleza (Jatoba, 2008). Zelezo svymykiatalm (&inkem na tvorbu volnych
radikali podporuje peroxidaci lipid v hepatocytech s naslednym poskozenim membrany a
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ztratou integrity organel (Bacon, 1985). ProdukBgihdace lipitl také stimuluji tvorbu
kolagenu v jaternich Redicovych buiik&chin vitro a lidskych fibroblastech (Maher, 1994).
V Kupfferovych buikach tyto produkty mohou stimulovat produkci trameiujiciho
rastoveho faktor (TGF{3) (Leonarduzzi, 1997).

2.3 STUDOVANE POTENCIALNE HEPATOPROTEKTIVNI LATKY

Pro (Eely experiment byly vybrany nasledujici latky:ffsodni antioxidanty silymarin,
naringin, resveratrol a synteticky chelator Zelgageripron.

2.3.1 Silymarin

Silymarin (SIL) je extrakt ze suSenych semen mogtlostropeste marianského
(Silybum marianuni.). Tato bylina byla jiz po staleti vyuZivanaigdvém |&itelstvi jako
lé¢ebny prostedek pi poruchach zazivaciho traktu, onemé&unjater a zldového traktu,
menstruénich poruchach ar&ovych Zilach (Saller, 2007). Obsah silymarinu valyrh
plodech ostropeste je 1,5-3,0 %. \istém standardizovaném suchém extraktu se obsah
silymarinu pohybuje 30-60 % (Abenavoli, 2010).

Silymarin je smis flavonolignah sloZzena ze strukturnich izonder silybininu
(diastereomery silybin A + silybin B), isosilybinir(isosilybin A + isosilybin B), silydianinu,
silychristinu a dalSich minoritnich slozek (tafaxifolin, silyhermin) (Wu, 2009). Ne§tSi
podil ve smisi zaujimé silybinin (60-70 %), dalSi slozky jsoastupeny v mnoZstvi:
silychristin 20 %, silydianin 10 %, isosilybin 5% radhan, 2006).

Biologické &inky silymarinu

Silymarin je znamy fedevSim svymi hepatoprotektivnimiiaky. Mechanismus
zahrnuje fisobeni na &kolika arovnich, z nichz nejvyznarg8i je antioxidani pisobeni a
regenerace hiky vlivem zvySené proteosyntézy. Silymarin je dalspojovan
s protizawtlivymi, antifibrotickymi a imunomodukenimi vlastnostmi.

Antioxida’ni  vlastnosti silybininu byly sledovany v pokusechn vitro. V jaternich
mikrosomech silybinin {sobil jako silny vychytawa hydroxylovych radikal (OH:)
generovanych ve Fentonbweakci a dale vychytavasuperoxidového radikalu ¢O)
generovaného xantinoxiddzovym enzymovym systémemroxitiace lipid vyvolana
organickymi hydroperoxidy (kumen hydroperoxidemdlghala v mikrosomechi@s oxidaci
glutathionu a dalSich thidl Silybinin zamezil degradaci thiola zarové vyvolané
lipoperoxidaci (Basaga, 1997).

Stimulace proteosyntézyo intraperitonealnim podani silybininu byla tkamich jatrech
zvySena aktivita RNA polymerazy | a tim hladinaodbmalni RNA (Sonnenbichler, 1986).
Dusledkem je zrychlend syntéza riboZgnproteimi a DNA. Tyto &inky maji vyznamny
terapeuticky dopad na opravu poskozené jaterni¢tikamavrat k normalni funkci organu
(Abenavoli, 2010).
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Protizaretlivé (cinky. Silymarin inhibuje tvorbu leukotrién prozastlivych mediatot,
pusobenim na aktivitu 5-lipoxygenazy. Ve studii nalawanych Kupfferovych hikach,
silybinin inhiboval tvorbu leukotrienu B4 (Dehmlow]l996). Déle je popisovan vliv
silymarinu na transkrimi faktor NFkB, klicovy regulator zattu a imunitnich reakci,
pricemz silymarin inhibuje vazbu NkB na DNA (Pradhan, 2006).

Protifibrotické pisobeni Fibrogeneze jeisledkem konverze jaternich déadicovych bugk

(HSC, hepatic stellate cells) v myofibroblasty.yBiarin inhibuje NF«B a také zpomaluje
HSC aktivaci (Abenavoli, 2010). V pokusu na potkanes CCJ chronickym poskozenim
jater, silymarin (50 mg/kgp.o.) snizil obsah kolagenu v jatrech na 55 % (Fau£97). Dale
silymarin potl&uje expresi profibrotickych mediato(pro-kolagernl a TIMP-1) (Jia, 2001).

Blokada toxiu. Silymarin ma regukami &inky na permeabilitu buigné a mitochondrialni
membrany a zvySuje membranovou stabilitu proti Yéotickému poSkozeni. Brani absorpci
toxinu do hepatocytu tim, Ze obsazuje vazebna mestauce, a inhibuje &které transportni
proteiny v membr&h Jednim z takovych transportnich sysiéj@ OATP2 (organic anion
transporting polypeptide), ktery zprietkovava transport Ztovych kyselin, lipofilnich
hormori nebo xenobiotik z portalni krve do hepatocytuyi@arin kompetitivg inhibuje
tento genasSeé. Této skuténosti je vyuZito pi terapii intoxikace muchofitkou zelenou
(Amanita phalloides jejiz toxiny, amanitin a faloidin, prostupuji ddepatocytu
prostednictvim OATP2 a Zjsobuji likvidaci buik (interference s proteosyntézou)
(Abenavoli, 2010). Silymarin (silybinin 20-50 mg/kign) je @i otraw muchonirkou
zelenou podavan spolu s vysokymi davkami penici{B0 000-1 000 000 U/kg/den) (Saller,
2008).

Silybinin, majoritni sloZka silymarinu, je povaZzavaa biologicky dinnou sloZku celé
smesi. Farmakokinetické parametry silymarinu jsou fpteany a standardizovany
k silybininu (Saller, 2001).

Silymarin je velmi malo rozpustny ve wd0,03 mg/L, silybinin 0,004 mg/L).
Biodostupnost po peroralnim podani je velmi nizR®& %) a zavisi na obsahu dalSich
piitomnych substanci, které maji lepSi rozpustnagim@rin se podava ve fornsuspenze
v metylceluléze nebd@-cyklodextrinu, nebo ve fortnkapsli (Saller, 2008). Systémovou
dostupnost Ize zvysitfganim nosie jako je fosfatidylcholin za vzniku fytosomu, lipi
kompatibilniho komplexu, ktery ma& 10krat vy3Si lbetlipnost neZz samotny silymarin
(Morazonni, 1993).

2.3.2 Naringin

Naringin (4°,5,7-trihydroxyflavanon- 7- rhamnoglgid, NAR) pati do skupiny
flavonoidnich glykosid.  Frirozert se vyskytuje v citrusovych plodech. Je hlavnim
flavonoidem grapefruitu (twd az 10 % suché hmotnosti) a je zodfmiw za hdkou chw’
grapefruitové gavy (Ortufio, 1995). Obsah naringinu v grapefruit@id@e zavisi na druhu
grapefruitu a pohybuje se od 100 do 500 mg/L (MpL894).

Flavonoidy jsou velkou skupinou nizkomolekularnipblyfenolickych slodenin
vyskytujich se v rostlinach jako sekundarni metiynoV/ rostlinnétisi bylo popsano jiz vice
jak 5 000 derivat bioflavonoidi (Fernandez, 2009). Vyznamnymi zdrajchto latek jsou
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nag. citrusy, boiivky, ginkgo biloba, cibule, petrzel, |&giny, ¢aj, cervené vino, hika
¢okolada (Hollmann, 1999).

Zajem o flavonoidy z hlediska jejichugobeni na lidské zdravi je dartinky
pozorovanymin vitro: vychytavani volnych radikd) modulace enzymové aktivity, inhibice
bunséné proliferace, fisobeni proti bakteriim, alergii, z&o a dalsi (Bravo, 1998). Zejména
je vyznamny jejich antioxidai a chelaténi potencial, ktery souvisi s protektivnim
pusobenim flavonoidl proti nadorovym a kardiovaskularnim onemédm.

Antioxidacni Winky flavonoidi

Vyzkumy zabyvajici se zavislostéiku na struktie ukazuji, Ze antioxidai aktivita
flavonoidi zavisi na usp@dani funknich skupin na flavanovém jéd (Kolek, 2005; Heim,
2002). Zejména jsountkzité tyto strukturni komponenty:
i) hydroxylové skupinyHydroxylové skupiny na B-kruhu jsou vyznamné prehytdvani
volnych radikal. Katecholova struktura (3°,4"-dihydroxybenzen) Hu zvySuje inhibici
peroxidace lipid. Pfitomnost volné 3-OH skupiny na C-kruhdtigpiva k antioxidénim
vlastnostem (Burda, 2001).
i) methoxylové skupinZmeény v hydrofobicit a planari¢ molekuly znamenaji také zmu
antioxida&ni aktivity flavonoidu. | kdyZz porr hydroxy- a methoxyskupin neniduici pro
miru vychytavani volnych radikél kruh B je obzvlast citlivy k umis€ni methoxylovych
skupin. Antioxid&ni (inek katecholu B kruhu je odstianmpolymethoxylaci na A-kruhu.
iii) dvojnd vazba a ketoskupin&lavonoidy s dvojnou vazbou mezi uhliky C2 a C3 a
souwasre s ketoskupinou na C4 vykazuji lepSi antiokitavlastnosti nez latky, které nemaji
tyto strukturni determinanty (Ratty, 1988).

viv s

(Ratty, 1988). S rostoucim @em cukernych zbytk klesa antioxidéni kapacita (Plumb,
1999). Kron¢ pactu cukernych zbytk hraji roli také umishi (nag. glykosylace na A-kruhu
snizuje antioxidani kapacitu) a struktura cukru (glukéza, rhamnéehonrutin6za). Vliv
cukernych zbytik na antioxidani vlastnosti je wloveéka sporny, nelbglykosidické vazby
jsou casto Speny ve gdew. Je pravépodobné, Ze odstrani cukernych substitueint
strevnimi enzymy nebo bakteriemi zvySuje aktivitu Bawvidi piijatych v potra¥¢ in vivo
(Heim, 2002).

V) stupei polymerizace Polymery flavonoid jsou gitomny nap. v extraktu semen hro#n
(oligomery a dimery katechi) nebo vcéerveném via (dimery procyanidift). Zda se, Ze
vySSi stup# polymerizace zvySuje antioxi®iai aktivitu procyanidif proti miznym radikahm
(Heim, 2002).

Chelat&ni inky flavonoidi

Chelat&ni vlastnosti flavonoitl prispivaji Kk jejich antioxidénimu pisobeni.
Odstragnim a neutralizaci nadbyteych ionfi Zeleza, které jsou deponovany v hepatocytech,
flavonoidy snizuji oxidativni poSkozeni (Morel, 139 Také po chelataci dvojmocnych
kationti si flavonoid zachovava schopnost zhaSet volnékahdi Oxidace navozena
Fentonovou reakci je sininhibovana flavonoidy, které ve své struiguobsahuji 3",4"-
katechol, 4-oxo- a 5-OH-skupiny. Komplex chelatgriontem Fe nebo Cu seuge tvdit
mezi 5-OH a 4-oxo-skupinou nebo mezi 3°- a 4’-hygiem (Cheng, 2000). Diky
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schopnostem vazat kovy a zhasSet volné radikaly jpolyhydroxylované flavonoidy
vyznamne jako inhibitory Fentonovy reakoevivo (Heim, 2002).

Biologické &inky naringinu

Citrusové flavonoidy jsou zkoumany pro jejich rozié biologické dinky. Je
znamo, Ze naringin ma antioxigd, protirakovinné, protizatlivé a antimikrobialni Ginky.
Snizuje hladinu lipid v krvi, zlepSuje pevnost cévnickest jejich elasticitu a propustnost.
Ma tedy vyznam z hlediska prevence kardiovaskutérmchorob a rakoviny (Huang, 2011).
V poslednich letech byly publikovany mg&rznamé biologické dinky naringinu, nap
indukce melanogeneze (Huang, 2011), indukce apgjdatro (Kanno, 2003), anxiolytické
pusobeni u mySi (Fernandez, 2009) nebo vliv na kogmitfunkce a neurodegeneraci
(Spencer, 2010).

Vyznamné jsou interakce grapefruitové’da®y se sotasré podanymi |éivy.
Grapefruitova ava mize vyrazg zvysSit biodostupnost oréainpodanych |&v (nap.
blokatofi kalciovych kanal, takrolimu, diazepamu aj.). Nedm¢ vysoké koncentrace di/

Vv séru maji pak za nasledek zvysSeny vyskyt vedlej&inka zavislych na davce (de Castro,
2007). Hlavnim mechanismendchto interakci je inhibice intestinalni formy cytmomu
P450 3A4 (CYP3A4) vyvolana furanokumariny a flavimhyopiitomnymi v grapefruitovém
dZusu. Studie naztaje, Ze dinné slozky dZzusu, samy substraty proteinu, vykasauigidalni
typ inhibice (Lown, 1997). | kdyZ naringin i narieigin vykazuji inbini efekt na CYP3A4,
nejsou primarnimi inhibitory CYP3A4 grapefruitové’agy (Edwards, 1996). Soasné
vyzkumy ukazuji, Ze - kromnptsobeni na CYP3A4 - interakce grapefruitového daulstivy
zahrnuji také ovliiiovani P-glykoproteinu a membranového transportéAr® (Dahan,
2004).

2.3.3 Resveratrol

Resveratrol (3,4",5-trihydroxystilben, RES¥jrpdni polyfenol, byl prvé izolovan v
roce 1940 z oddenku kychavice zelemeratrum grandiflorum Loes). Vyznamny je jeho
obsah ve slupkach hrozmévy vinné (50-10Qug/g) (Ma, 2005). V rostli& pasobi resveratrol
jako fytoalexin, tj. slouZi k rezistenci f#iky, neb@ se ve zvySené i@ tvai pii napadeni
rostliny plisgmi (nag. Botrytis cinered nebo po expozici UV zéni (Smidrkal, 2001).
V roce 1992 Siemann a Creasy detekovali polyfeasVeratrol werveném via (Siemann,
1992). Ve stejné dab epidemiologické studie ukazaly existenci tzv. pitauzského
paradoxu®, tj. snizeny vyskyt kardiovaskularnictemocréni ve spojeni se stravou bohatou
na tuky a mirnou konzumadérveného vina v oblasti jizni Francie &8iomdi (de la Lastra,
2007). Existuji 2 geometrické izomery resveratratis a trans. ¥Sina \&deckych praci
pojednava drans (t)-resveratrolu, stefnje tomu i v této disertai praci.

Resveratrol ovlisiuje niznorodé biologické &e v organismu. Byly zjigny jeho

Gcinky protizargtlivé, chemopreventivni, antioxidai, proapoptické, antiproliferativni,
protivirove, imunomodukéni a jiné (Fulda, 2010).
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Antioxida’ni inky resveratrolu

Byly objasrény nizné antioxidé&ni mechanismy resveratrolu (Zini, 1999):

1. kompetice s koenzymem Q v reakcich oxdhotetezce,

2. vychytavéani volnych kyslikovych radikal

3. inhibice peroxidace lipidvyvolané produkty Fentonovy reakce.

Nepimé antioxidani pisobeni resveratrolu sgiza v udrzovani koncentraci obrannych
antioxida&nich systéem fyziologicky pritomnych v organismu- redukovaného glutathionu,
enzymi glutathion peroxidazy, glutathion-S-transferazyodp(Yen, 2003). Antioxidai
pusobeni stilbenu se uptatie v prevenci vzniku aterosklerézy a naslednéhenmctréni
koronérnihorecisté (Pervaiz, 2003). Na vzniku aterosklerézy se pamkldativni modifikace
lipoproteini s nizkou hustotou (Esterbauer, 1992). Oxidovapéplioteiny se akumuluji v
buinkach s¢ny koronérni tepny a vytvéji prostedi pro vznik aterogenniho platu a agregaci
krevnich destiek. Resveratrol inhibuje oxidaci polynenasycenyastmych kyselin (PUFA),
které jsou sotAsti LDL ¢astic (Pervaiz, 2003). dihek je zprostedkovan chelataci &di,
ktera katalyzuje oxidaci PUFA, a vychytavanim valnyadikal (O, -, OH:, peroxylradikal)
(Losa, 2003). Zhaseni volnych radik&e uplatuje téz v inhibici peroxidace membranovych
lipida. Antioxidacni inky obou izomel resveratrolu jsou kvantitatignpodobné (Orallo,
2006).

V zavislosti na koncentraci stilbenu a typuiky, resveratrol vykazuje téz prooxitd
acinky, které vedou vifitomnosti tranzitnich kav k oxidativnimu poskozeni DNA, které se
muze vyznama podilet na protirakovinnych a proapoptickych wastech resveratrolu (de la
Lastra, 2007).

2.3.4 Deferipron

Deferipron (L1) (1,2-dimethyl-3-hydroxypyrid-4-of@ syntetick& latka tudci chelaty
s Zelezem. Je prvnim ordlrpodavanym l&vem s chelatenimi &inky a pouZiva se u
pacienti s talasemii a s jinymi onemagrimi z pretizeni Zelezem. Podava se ve fokapsli
nebo tablet (Ferriprox®). Chelatuje tak&dn hlinik, zinek i dalsi kovy, ale nejtsi afinitu
vykazuje k Zelezu, se kterym #f@erveré zabarvené komplexy (Kontoghiorghes, 2000).

Ideélni chelatace iofit kova spaiva v navazani, ienosu a odstr&ni iontu
z oragnismu bez toxickychéimkt. Mechanismus gsobeni chelatmich I&€iv in vivo neni
jeS€ plné objaskn (Kontoghiorghes, 1987).fPfyziologickém pH je k navazani jedné
molekuly Fe(lll) poteba ti molekul deferipronu. Deferipron majoréémobilizuje Fe z NTBI
a dale ze saturovaného transferinu. Z hemoglobeher®d neodstralje.

Deferipron ve vysokych koncentraciddqow mM) inhibuje ribonukleotid reduktazu,
dale tvorbu ROS (bD,, O,-, OH-). Je ovlivéen téz fhst rekterych bugk (stimulované
lymfocyty, progenitorové hiky) (Kontoghiorghes, 1986).

Deferipron se pouZziva u paciérmretizenych Zelezem, u dialyzovanych padigmio
odstrarni hliniku a u pacieiits revmatoidni artritidou, kde redukuje Z&a koriguje anemii
pii chronické nemoci (Kontoghiorghes, 1994).

Exkrece Zeleza deferipronem zavisi na davce, frediveodani a nieé nadbyténého
Zeleza u dané osoby. Celkova denni davka 50-12@gfugh je obvykle rozdena do 2-4
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davek po 25-50 mg/kg. Typickd davka 50-100 mg/kgsppi exkreci 10-120 mg Fe u

pacienta s koncentraci feritinu 3-12 mg/L, kdeZtaanmélniho pacienta dojde jen k mirné
exkreci Fe (1-2 mg) (Kontoghiorghes, 2000). Indbathi reakce pacienta jsou zavislé na
mnoha faktorech (dieta, obsah vitaminu C, aktieitgtropoetinu, biotransformace chelatoru,
atd). V klinickych studiich i na ziécich modelech bylo zji&to, Zze L1 odstiauje Zelezo

z jaterni a srdmi tkare (Olivieri, 1992; Tonduri, 1998).

Mezi vyznamné nezadoucéiaky pri podavani deferipronu patchelatace a exkrece
jinych biogennich prvk- Zn, Cu, Mn. Dale se vyskytujetgrhodna agranulocytoza,
neutropenie, bolest muskuloskeletarniho systéemualad&ni intolerance. Mechanismy
toxického misobeni L1 nejsou znamy, aléegpoklada seiftomnost volnych radikalvlivem
mére stabilnich komplek, inhibice gemeny dilezitych metaloenzyfy sniZzena
biodostupnost esenciélnich pivpod (Kontoghiorghes, 2000).

3 CiL PRACE
Cilem této prace bylo

1. Posoudit a porovnat mozné protektivéiniy prirodnich antioxidarit silymarinu,
naringinu a resveratrolu na poskozeni jatenpmxikaci paracetamolem,
thioacetamidem nebo tamoxifen@nvivov pokusech na potkanech.

2. Posoudit a porovnatimek deferipronu a resveratroli phtoxikaci tamoxifenenin
vivov pokusu na potkanech.

Dil¢i cile jednotlivych pokus

l. Posoudit dinky silymarinu, naringinu a resveratrolu agidacni stresnavozeny
paracetamolem, thioacetamidem a tarangii.

Il. Posoudit dinky silymarinu, naringinu a resveratrolu parametry jaterniho
poSkozenhavozeného paracetamolem, thioacetamidem a téenexn.

[I. Porovnat vzajema&silymarin, naringin a resveratrol vzhledem k maany
hepatoprotektivnintiimkam.

IV.  Posoudit vliv deferipronu na jaterni poSkozeywolané tamoxifenem,
zejména jehofiedpokladané chelatai (€inky.
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4 MATERIAL A METODY

Experiment

Pokusy byly provathy na laboratornich potkanech, samcich nebo sami&imene
Wistar albino (SPF, hmotnost 150 az 180 g@). i@ byla chovana v mistnosti
s kontrolovanou teplotou a relativni vihkostfj pmélém swtelném rezimu 12h $¥o/12h
tma, s volnym fistupem ke standardni peletové stravpitné vod. Po 6-denni adaptaci na
prostedi byla zvfata nahod&rozdilena do skupin dle planu pokusu. Pokusy byly prémgd
v souladu s legislativnimiipdpisy a byly pedem schvaleny mistni etickou komisi pro praci
se zvfaty.

Pokusy byly ukodeny usmrcenim ziat v éterové anestezii potlzenim kegnich
tepen. Vytékajici krev byla zachycena dispmvenych skletnych zkumavek za dglem
ziskani séra a nasletlhyla vyjmuta jatra pro analyzu.

Sérum pro analytickéceély bylo ziskano odsdinim srazené krve v centrifuze (Joan
CR 3 12, USA Indiana)ip 3000 rpm po dobu 15 min za laboratorni teplotgaslednym
odpipetovanim horni odtené vrsty. V séru byly stanoveny aktivity jateim@nzyni: alanin
aminotransferaza, aspartat aminotransfesaglutamat dehydrogenaza.

Jatra byla odebrana zacalem stanoveni paramétroxidatniho stavu: hladina
peroxidace lipid, koncentrace redukovaného glutathionu, aktivitdalkay, glutathion
peroxidazy. V jaterni tkani byla dale stanovenalima Zeleza.

Vzorky pro stanoveni redukovaného glutathionu Wlkadany do kadinky s ledovym
roztokem 0,02M EDTA a hned analyzovany. Ostatni rkszo byly proplachnuty
v 0,9% NaCl, zmrazeny na -70 °C a uchovany tak @amblyzy. Spektrometricka eni
byla provadna na pistrojich Lambda 2S (Perkin Elmer Co, USA) a Cab Bio (Varian
Australia).

Analytické postupy

Enzymova aktivita alanin aminotransferazy (ALT)érs byla stanovena dle navodu v
komeknim reaknim setu pro stanoveni ALT (Diasys Diagnostic GeryaFotometricky je
méiena rychlost Ubytku NADH ip 340 nm, ktera je ifdfmo anern& aktivie ALT ve vzorku.
Vysledna aktivita je uvedena v jednotkach Y.L

Enzymova aktivita aspartat aminotransferazy (AS$§mu byla stanovena dle navodu
v komegnim reaknim setu pro stanoveni AST (Diasys Diagnostic GegnaFotometricky
je metena rychlost Ubytku NADHip340 nm, ktera jeidmo umérna aktivie AST ve vzorku.
Vysledn4 aktivita je uvedena v jednotkach U.L

Enzymova aktivita_glutaméat dehydrogenazy (GLDH)séru byla stanovena dle
navodu v komemnim reaknim setu pro stanoveni GLDH (Diasys Diagnostic Gary.
Fotometricky je mifena rychlost Ubytku NADH ip 340 nm, ktera je iffmo Umérna aktivig
GLDH ve vzorku. Vysledna aktivita je uvedena v jetkéch U.L™.

Stanoveni miry_peroxidace ligid(LP) v jaternich homogenatech gp@ v meteni
koncentrace malondialdehydu (nmol MDA.gaterni tkag). Test vyuZivad reakce MDA

17




s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) v kyselém pi@sti za vzniku fialového produktu, ktery
se n#ii spektrometricky $ 535 a 520 nm (Mihara, 1978).

Ke stanoveni hladiny redukovaného glutathionu (G8fdternich homogenatech byla
vyuZzita reakce s Ellmanovyrinidlem (5,5°- dithiobis-(2-nitrobenzoova kyselindTNB).

V této reakci redukovany glutathion reaguje s Ehmaym ¢inidlem za rozpadu disulfidové
vazby a vzniku 2-nitro-5-thiobenzoatu (NJBktery je ve vodném a alkalickém priesti dale
ionizovan na Zlut zbarveny NTB". Tento produkt je kvantifikovan spektrometrickyienim
absorbance ip 412 nm. Koncentrace je vyjieha vpmol GSH.g' jaterni tkas (Sedlak,
1968).

Ve stanoveni aktivity glutathion peroxidazy (GPx)aternich homogenatech je
vyuzito sgazené reakce, ve které je oxidovany glutathion @S®evadn za gitomnosti
glutathion reduktazy (GR) a NADPH na redukovanoumio (GSH) za vzniku NADP
Pokles koncentrace NADPH je ¢hen spektrometricky ip 366 nm. Aktivita enzymu je
vyjadiena vumol NADPH.g".min™ (Giinzler, 1974).

Principem stanoveni aktivity kataldzy (CAT) je slgdni dekompozice peroxidu
vodiku, gidaného jako substrat do réak snesi. Spektrometricky je gfena absorbance
H,O, pri 240 nm. Aktivita enzymu je vyj&dna jako rychlostni konstankavztazena na 1 g
tkans, k.g*, coZ je ekvivalentni mnoZstvi rozlozenéhglplv nmol.g'min™ (Aebi, 1984).

Pro stanoveni obsahu Zeleza byla jaterni #tk&zena a mineralizovana suchou cestou
v platinovych kelimcich ifp teplo& 450-500 °C po dobu 18-24hod. Popel byl rozgust3M
HCI. Frislusre zredkné vzorky byly naslednanalyzovany atomovou absonp spektrometrii
(SpectrAA 220 FS, Varian Australia Ltd.) dutechnikou atomizace v plameni, nebo v
grafitové kyvet. Koncentrace Zeleza je vyj@ha vug Fe.g'jaterni tkas.

Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jako aritmetickymér £ smérodatna odchylka (SD).

Ke statistické analyze byl pouzit neparovy Studerttest. Jednotlivé hladiny vyznamnosti
jsou ozn&eny nasledou# * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,005 proti kontrolnikapine

# p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,005 proti intoxikovakeapire.

Podavané latky

V jednotlivych pokusech jsme podavali tyto latky:

- Acetaminophen, SigmaUltra, min 99,0%, Sigma AldrCo, St. Louis, MO, USA

- Thioacetamide ACS, for precipitation of heavy at®t Sigma Aldrich Co, St. Louis, USA
- Tamoxifen® ,EBEWE" 10 mg, EBEWE Pharma GmbH, Uaieh, Rakousko

- Resveratrol 99% GC, Sigma Aldrich Co, St. Lois), USA

- Naringin>90%, from citrus fruit, Sigma Aldrich Co, St. LouMO, USA

- Silymarin, Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO, USA

- deferipron - Ferriprox® 500 mg; Apotex Europe .| .tdeading, Berkshire, UK

Thioacetamid byl podavan intraperitoneaire fyziologickém roztoku. Tablety tamoxifenu a
deferipronu byly rozdrceny a podavany Zakimdesondou perorainve forme suspenze
v destilované vo#l Ostatni latky byly podavany Zalugié sondou peroraénve forme
suspenze v 0,5 % metylceluloze.

18



5 EXPERIMENTALNI CAST, VYSLEDKY

5.1 Vliv antioxidanti na intoxikaci paracetamolem

V experimentu byl sledovan vliv premedikace silymem, naringinem a
resveratrolem na parametry jaterniho poskozeni idainiho stavu fi akutni intoxikaci
paracetamolem u potkana. Experiment probihal necishimPokus byl rozden na 2 didi
pokusy. V prvnim pokusu byla zZata rozdlena do 5 skupin po 8 zwatech. V druhém
pokusu byly 4 skupiny po 8 zatech. Pokus trval vzdy 4 dny.

Potkariim v kontrolni skupit byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat depo dobu 3
dna. Silymarin (131 mg/kg), naringin (22,5 mg/kg) resgsveratrol (7,5 mg/kg) byl podavan
peroralé 1krat deng po dobu 3 dan. Tieti den pokusu byl podan potken II.-V.skupiny
paracetamop.o. v davce 900 mg/kg,igemz zviata Ill.-V. skupiny jej obdrzela 2 hod po
podani SIL, NAR a RES. Pokus byl ukem 24 hod po podani paracetamolu dekapitaci
potkani. Byla odebrana krev zacélem zisk&ni séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a
GLDH. Dale byla vyjmuta jatra pro stanoveni percagal lipici, redukovaného glutathionu,
aktivity CAT a GPx a koncentraci zeleza.

Vysledky:

Po podani paracetamolu doSlo k navySaktivity ALT v séru na 137 % oproti
kontrolni hodnat (p<0,005). Premedikace silymarinem toto navySerdéznmnila.
Premedikace naringinem, resp. resveratrolem snéktevitu ALT o 17 %, resp. 0 11 %
v porovnani se skupinou APAP. Aktivita ALT po pod&aamotnych SIL, NAR a RES
zastavala na kontrolni hladinviz obrazek 5.1.

Aktivita AST v séru byla po podani APAP navySena na 121 % iogasttrolni
hodnot. Premedikace silymarinem toto navySeni sniZilatissigky nevyznama.
Premedikace naringinem, resp. resveratrolem snaktevitu AST 0 24 %, resp. 0 15 %
v porovnani se skupinou APAP. Aktivita AST po pod&amotnych SIL, NAR a RES
zastavala na kontrolni hladinviz obrazek 5.2.

Aktivita GLDH v séru byla paracetamolem zvySena na 3,5nasobdkoka hodnoty.
Premedikované antioxidanty tuto aktivitu vyznamsnizily na kontrolni hladinu, jak je
znazorrgno na obrazku 5.3.
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Obrazek 5.1: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani paracetamolu (APAP) a silymarinu
(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky pramér + SD.
*** n<0,005 vztaZeno ke kontrole; # p<0,05 vztaZeno ke skupiné APAP.
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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
priimér + SD. * p<0,05 vztazeno ke kontrole; ### p<0,005; # p<0,05 vztaZzeno 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 pramér + SD.
*** n<0,005 vztaZzeno ke kontrole; ### p<0,005; ## p<0,01 vztaZeno ke skupiné APAP.
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HladinaLP v jaternich homogenatech nebyla statisticky vyamagmenéna v zadné
skupirg zvitat. Hodnoty #astavaly na kontrolni Urovni.

Hladina redukovanéhoglutathionu v jaternich homogenatech byla statisticky
vyznamm zvysSena po podani paracetamolu (p<0,05), taktégopldni silymarinu (p<0,05),
naringinu (p<0,005) a resveratrolu (p<0,005), \bz&zek 5.4.

Paracetamol snizil hodnotu aktivigPx v jaternich homogenatech o 19,1 % oproti
kontrolni hodnat. Silymarin, resp. naringin, resp. resveratrol thtwdnotu dale snizily o
dalSich 16,4 %, resp. 21,4 %, resp. 17,5 %. Akti&Px byla sniZzena téZ u samostatn
podanych antioxidaff v porovnani s kontrolni skupinou o 25 % (SIL)38® % (NAR) a
0 35 % (RES). Vysledky jsou znazény na obrazku 5.5.

Aktivita CAT v jaternich homogenatech byla statisticky vyznammavySena u
IV.skupiny (APAP+NAR), a sice o 20 % v porovn&kontrolni skupinou (p<0,005).
Samostaté podané antioxidanty aktivitu CAT nezmily.

KoncentraceZeleza v jaterni tkani byla vyznamnzvySena podanim samotného
silymarinu o 26 % v porovnani s kontrolni skupinou.

pumol.g 1 GSH GSH
8 pmol .g
I % ** 6 - Kk
7 L *% *k*% % *k%k
6 r '|' 5
5 | 4l T
4 - T
3 - 31
2t 2 -
1+ 1 -
0 0

kontrola ApaP APAP APAP APAP

LSIL +NAR +RES kontrola SIL NAR RES

Obrazek 5.4: Koncentrace redukovaného glutathionu v jaternich homogenatech po podani
paracetamolu (APAP) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou
vyjadiena jako aritmeticky prdmeér + SD. *** p<0,005; ** p<0,01; * p<0,05 vztazeno ke kontrole.
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Obrazek 5.5: Aktivita glutathion peroxidazy v jaternich homogenatech po podani paracetamolu
(APAP) a silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako
aritmeticky pramér £ SD. *** p<0,005; * p<0,05 vztazeno ke kontrole; # p<0,05 vztaZzeno ke skupiné
APAP.

ZAver:

Po podani_paracetamolu doslo k navySeni aktivigye ALT, AST a GLDH v séru, coz
demonstruje poSkozeni jaterni tkaParacetamol zvysil hladinu GSH a snizil aktiv@eX

v jaterni tk&ni. Oxidéni stav navozeny APAP nebyl vyrazremenén oproti kontrolni
skupirg. Silymarin redukoval APAP-indukovanou aktivitu GHDna kontrolni hladinu, na
aktivitu ALT a AST nendl vliv. Redukovanou aktivitu GPx po APAP silymari&le snizil.
Samostatt podany SIL zvysil hladinu redukovaného glutathioaukoncentraci Zeleza
v jaterni tkani. Naringin zamezil APAP-indukovanéméautistu aktivity vSechif studovanych
jaternich enzyrn ALT, AST i GLDH, coZz demonstruje protektivni agobeni na
paracetamolem-indukované poSkozeni jater. SniZetiitag GPx po APAP naringin déale
prohloubil. Po samostatnpodaném NAR byla aktitvita GPx sniZzena, konceetr&SH
zvySena. Naringin podany spolu s paracetamolem ilzvggtivitu CAT v porovnani
s kontrolni, resp. APAP-skupinou. Resveratrol, nétejako naringin, zamezil APAP-
indukovanému ndstu aktivity vSechif studovanych jaternich enzyLT, AST i GLDH .
V tomto ohledu vykazuje protektivniipobeni na paracetamolem-indukované poskozeni jater.
Snizeni aktivity GPx po APAP resveratrol dale pooibil, podobg jako naringin. Po
samostaté podaném RES byla aktitvita GPx snizena, konceat@8H zvysSena, podoén
jako v gipact naringinu._Naringin a resveratrol vykazuji podobprdtektivni @&inky na
APAP-indukované navySeni jaternich enziym
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5.2 Vliv antioxidantia na intoxikaci thioacetamidem

V experimentu byl sledovan vliv premedikace silymam, naringinem a
resveratrolem na parametry jaterniho posSkozeni idainiho stavu fi akutni intoxikaci
thioacetamidem u potkana. Experiment byl préwada samcich. V pokusu byla aftia
rozklena do 8 skupin po 8 zatech. Pokus byl naplanovan na @G.dn

Potkarim v kontrolni skupis byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat depo dobu
5 dni. Silymarin (175 mg/kg), naringin (30 mg/kg) respsveratrol (10 mg/kg) byl podavan
lkrat dengs po dobu 5 dt. Treti actvrty den pokusu byl podan potkam Il.-V.skupiny
thioacetamidi.p. v davce 150 mg/kg, zidta 1l1l.-V. skupiny obdrZela thioacetamid 2 hod
po podani SIL, NAR a RES. Pokus byl uken dekapitaci 24 hod po posledni davce
antioxidanti, resp. 48 h po posledni davce TAA. Byla odebramea ka @elem ziskani séra
pro stanoveni aktivity ALT, AST a GLDH. Déle bylgjmuta jatra pro stanoveni LP, GSH,
aktivity CAT a GPx.

Vysledky:

Po podani thioacetamidu jsme pozorovali navy&tivity ALT v séru o 124 %
oproti kontrolni hodn@ Resveratrol snizil tento néat o 26,9 %. Aktivita ALT u skupiny se
silymarinem a naringinem nebyla v porovnani se slayp TAA ovlivnéna, viz obrazek 5.6.
Aktivita AST v séru byla po aplikaci thioacetamidu navySen@ &®v porovnani s kontrolni
skupinou. Silymarin snizil tuto hodnotu o 27 %. INgin snizil hodnotu statisticky
nevyznamp. Aktivita AST po podani resveratroluistala na urovni skupiny TAA, viz
obrazek 5.7Aktivita GLDH v séru byla po aplikaci thioacetamidu navySenardtl@proti
kontrolni hodnat. Silymarin, naringin ani resveratrol tuto hodnagenenily.
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Obrazek 5.6: 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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Obréazek 5.7: Aktivita aspartat 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<0,01 vztaZzeno ke skupiné TAA.

HladinaLP v jaternich homogenatech byla statisticky vyznamavysena ve skupin
TAA 0 99,3 % oproti kontrolni skup#n Silymarin, resp. resveratrol redukoval tuto hdadno
0 20 %, resp. 0 34 %, viz obrazek 5.8. Koncent@8él v jaternich homogenatech u iati
ktera obdrzela silymarin byla zvySena o 10 % (pSP,0 porovnani s kontrolni skupinou.
Hodnoty v ostatnich skupinaclistavaly na kontrolni Grovni.

Aktivita GPx v jaternich homogenatech byla u iati skupiny TAA redukovana
0 21,8 % oproti kontrolni hodnot Tato hodnota nebyla podanim SIL, NAR nebo RES
vyznamrié zmeénéna. U zvfat, ktera dostala SIL a NAR, byla statisticky vyame snizena
aktivita GPx (p<0,05) v porovnani s kontrolni hizoli. Thioacetamid redukoval aktivitu
CAT v jaternich homogenatech o 39,1 % oproti kontrbtsdnot. Premedikace silymarinem
vedla k natistu aktivity CAT o 20 %. Naringin ani resveratra@avlivnily vyznami TAA-
redukovanou hladinu CAT, viz obrazek 5.9. Samostatrdany silymarin, resp. resveratrol
zvysSily aktivitu CAT o0 8,7 %, resp. 0 12 %.
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Obrazek 5.8: Hladina peroxidace lipid @ v jaternich homogenéatech 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; # p<0,05 vztazeno ke skupiné TAA.
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Obrazek 5.9: Aktivita katalazy v jaternich homogenatech po podani thioacetamidu (TAA) a silymarinu

(SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky primér + SD.
*** n<0,005; * p<0,05 vztazeno ke kontrole; # p<0,05 vztaZzeno ke skupiné TAA

kontrola SIL NAR RES

ZAr:

Thioacetamid indukoval poSkozeni jaterni tkdnoZ je demonstrovano navySenim aktivit
enzymi ALT, AST a GLDH v séru. Thioacetamid navodil oxtda stres, ktery byl vyjaden
naristem hladiny LP, sniZzenou aktivitou GPx a CAT.

Silymarin zmirnil TAA-indukovanou aktivitu AST, naktivitu ALT a GLDH nendl vliv.
TAA-indukovana hladina LP byla po podani silymariranizena, coz demonstruje
antioxida&ni vlastnosti silymarinu. Protektivniapobeni il silymarin na TAA-indukované
snizeni CAT. Samostatrpodany silymarin zvySil hladinu GSH a CAT, snizflak aktivitu
GPx.

Naringin se v intoxikaci thioacetamidem neuplatMil viiv pouze na sniZeni aktivity GPx
v porovnani s kontrolni skupinou.

Resveratrol zmirnil TAA-indukovanou aktivitu ALT anaktivitu AST a GLDH nesi vliv.
Antioxidatni pasobeni resveratrolu se projevilo jako sniZeni lgogidace navozené
thioacetamidem. Samostatpodany resveratrol zvysil aktivitu katalazy.

Silymarin _a resveratrol vykazuji vyznamné antiogma (inky pii intoxikaci
thioacetamidem,iedevSim prosgny &inek na hladinu peroxidace ligid
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5.3 VIliv antioxidantid na intoxikaci tamoxifenem

5.3.1 Vliv SIL, NAR a RES na intoxikaci tamoxifenem

V experimentu byl sledovan vliv premedikace silymam, naringinem a
resveratrolem na parametry jaterniho poskozeni idainiho stavu fi akutni intoxikaci
tamoxifenem u potkana. Experiment probihal na simic/ pokusu byla zvata rozdlena
do 8 skupin po 7 zid@tech. Pokus byl naplanovan na 7i.dn

Potkariim v kontrolni skupia byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat dempo dobu
6 dnm. Silymarin (98 mg/kg), naringin (16 mg/kg) respsveratrol (5,5 mg/kg) byl podavan
1krat dent po dobu 6 di Paty a Sesty den pokusu byl podan paikaril.-V.skupiny
tamoxifenp.o. v davce 75 mg/kg,igemz zviata Ill.-V. skupiny jej obdrZela 2 hod po podani
SIL, NAR a RES. Pokus byl ukéen dekapitaci 24 hod po posledni davce TAM. Byla
odebrana krev zacalem ziskani séra pro stanoveni aktivity ALT, ASGRDH. Dale byla
vyjmuta jatra pro stanoveni LP, GSH, aktivity CATG&x a koncentrace Zeleza.

Vysledky:

Po opakovaném podani tamoxifenu doSlo k navyaktivity ALT v séru o 49,3 %
v porovnani s kontrolni skupinou. Podani antioxtdameovlivnilo TAM-indukovanou
aktivitu ALT. Aktivita AST zastavala na kontrolni hodriojak po podani samotného TAM
tak po sotasné medikaci antioxidanty. Samotné antioxidantyolaly vyznamné snizeni
aktivity AST v porovnani s kontrolni skupinou. Taxifen samotny nevyvolal navySeni
aktivity GLDH v séru. Aktivita GLDH byla statisticky vyznammavySena u skupiny
TAM+SIL (p<0,05). Samostatnpodané antioxidanty neovlivnily kontrolni hodnaktivity
GLDH.

Tamoxifen navysil hladinperoxidace lipidi v jaternich homogenatech o 20 % oproti
kontrolni hladig. Silymarin a naringin zcela zabranily indukci LBvozené tamoxifenem.
Resveratrol nezémil hodnotu LP vzhledem ke skugiif AM; viz obrdzek 5.10. Hodnoty
GSH v jaternich homogenéatech u vSech testovanych skaigbavaly na kontrolni Urovni. Ve
skupirg, ktera dostavala opakowatamoxifen, byla aktivitaGPx v jaternich homogenatech
statisticky vyznam& redukovana (p<0,05). Medikace antioxidanty n&zila vyznamg tuto
hodnotu. Samostatnpodavané antioxidanty nemmbily zneny v aktivie GPx.Aktivita
CAT, resp.koncentrace Zelezav jatrech #istavaly na kontrolni arovni u vSech testovanych
skupin.
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Obréazek 5.10: Hladina peroxidace lipid G v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
silymarinu (SIL), naringinu (NAR) nebo resveratrolu (RES). Data jsou vyjadfena jako aritmeticky
prdmér + SD. * p<0,05 vztazeno ke kontrole; # p<0,05 vztazeno ke skupiné TAM.

ZAwr:

Tamoxifen vyraza navysil aktivitu ALT v séru. Aktivitu AST a GLDHeaovlivnil. Po podani
tamoxifenu doslo k indukci LP v jaterni tkani. Oagdi stav byl dale ovlivén na drovni GPX,
kdy tamoxifen snizil aktivitu tohoto antioxi&aiho enzymu.

Silymarin ovlivnil aktivitu GLDH, gicemz hodnota byla vyragzmavySena oproti kontrolni i
TAM skupirgé. Po podani samotneho SIL doslo ke snizeni aktA@T. Silymarin prokazal
antioxidani vlastnosti, kdyz fsobil preventivi proti TAM-indukovanému zvySeni LP.
Naringin, podob# jako silymarin, prokazal antioxidai pisobeni na hladinu peroxidace
lipidu, kdyZ snizil obsah MDA v jaternich homogenateclleDbyla sniZzené aktivita AST
v porovnani s kontrolni skupinou. Na ostatni pataymgentl naringin vliv.

Resveratrol i vliv pouze na aktivitu AST, kterou snizil vzhledeke kontrolni skupi&
Ostatni parametryistaly neovlivieny.

V tomto experimentu se projevily antioxittd inky silymarinu a naringinu, ipffemz tyto
antioxidanty zcela zamezily TAM-indukované lipopedaci.
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5.3.2 Vliv RES a L1 na intoxikaci tamoxifenem

Pokus s tamoxifenem byl proveden v podobném i#f@mi jako u 5.3.1,fgemz byl
sledovan vliv resveratrolu a deferipronu (L1) nendé&ifenem indukované poskozeni jater.
Experiment probihal na samicich. zata byla rozélena do Sesti skupin po 8 #aiech. Pokus
trval 5 dr.

Potkariim v kontrolni skupia byla podana 0,5% metylcelul6za 1krat dempo dobu
4 dnm. Resveratrol (5,5 mg/kg), resp. deferipron (50kgy/byl podavan lkrat desmo dobu
4 dni. Treti actvrty den pokusu byl podan potkan IV.-VI.skupiny tamoxifenp.o. v davce
75 mg/kg, picemz zvfata V.a VI. skupiny jej obdrZela 2 hod po podanSREesp. L1. Pokus
byl ukorten dekapitaci 24 hod po posledni davce TAM. Bylabodna krev za dglem
ziskani séra pro stanoveni aktivity ALT, AST a GLOPéle byla vyjmuta jatra pro stanoveni
LP, GSH, aktivity CAT a GPx a koncentrace Zeleza.

Vysledky:

Tamoxifen indukoval navySermiktivity ALT v séru o 40 % v porovnani s kontrolni
skupinou. Deferipron zvysil tuto hodnotu o dalSkh %. Resveratrol navySenou hodnotu
ALT neznenil, viz obrazek 5.11Aktivita AST v séru byla snizena deferipronem o0 17 %
v porovnani s kontrolni skupinou. U ostatnich teastgych skupin astala aktivita AST
neovlivréna. Aktivita GLDH v séru byla ve vSech testovanych skupinach nardloimt
hladirg..
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Obrazek 5.11: Aktivita alanin aminotransferazy v séru po podani tamoxifenu (TAM) a resveratrolu
(RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadrena jako aritmeticky pramér + SD. *** p<0,005 vztaZzeno
ke kontrole; # p<0,05 vztaZzeno ke skupiné TAM.

28



Tamoxifen indukoval navySemieroxidace lipidi v jaternich homogenatech o 30 %
v porovnani s kontrolnimi potkany. Deferipron zcetmamezil indukci lipoperoxidace.
Resveratrol neovlivnil hladinu LP, viz obrazek 5.Tamoxifen indukoval navySeobsahu
Zelezav jatrech o0 26 % v porovnani s kontrolni skupinbeferipron zcela zabrénil kumulaci
Zeleza v jatrech. Resveratrol neovlivnil koncerittaageza v jaterni tkani, viz obrdzek 5.13.

Hodnoty GSH v jaternich homogenatech nebyly medikaci owiwha Zistavaly na
kontrolni arovni. Samostatrpodany deferipron snizil aktivit@Px v jaternich homogenatech
0 14 %, zatimco aktivit@AT zvysil o 22 % ve srovnani s kontrolnimi hladinamktivita
GPx (obrazek 5.30) a CAT (obrazek 5.31) nebyly tatméch testovanych skupinach

ovlivnény.
*
TAM

Obrazek 5.12: Hladina peroxidace lipid @ v jaternich homogenatech po podani tamoxifenu (TAM) a
resveratrolu (RES) nebo deferipronu (L1). Data jsou vyjadifena jako aritmeticky primér + SD. * p<0,05
vztazeno ke kontrole; # p<0,05 vzatZzeno ke skupiné TAM.
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Obrazek 5.13: 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 vztaZzeno ke skupiné TAM.
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ZAver:

Podobr jako v gredchozim pokusu_s tamoxifenem, v tomto experimelu$io po podani
TAM ke zvySeni aktivity ALT a LP. Navic byla nawi$a jedt koncentrace Zeleza v jatrech.
Ostatni parametrytistaly neovliviny.

Resveratrol v davce 5,5 mg/kg (celkem 4krat) neowlzadny parametr.

Deferipron zvysil tamoxifenem indukovany nar aktivity ALT. Vyrazny vliv n€l také na
indukci LP a koncentraci Fe po podani tamoxifgiiitemz zcela zamezil jak navySeni LP,
tak navySeni koncentrace Zeleza. Deferipron d@ysSilzaktivitu katalazy a snizil aktivitu
glutathion peroxiddzy vzhledem ke kontrolni sképirvyrazné preventivni gsobeni
deferipronu na peroxidaci lipid koresponduje s protektivnimiciaky na hladinu Zeleza
v jatrech. Zde se pravdodobré uplatiuji zndmé chelatai «inky tohoto I&iva.

V porovnani s resveratrolem émdeferipron jednoznaé lepSi protektivni fisobeni proti
oxidatnimu stresu vyvolanému tamoxifenem.

V nésledujicich dvou tabulkach jsou znazomn (€inky jednotlivych latek na vybrané
parametry. Tabulka 5.1 shrnujeinky hepatotoxicky psobicich latek — paracetamolu,
thioacetamidu a tamoxifenu - na parametry jaterpibgkozeni. Tabulka 5.2 shrnuj&nky
silymarinu, naringinu, resveratrolu a deferiprorauparametry jaterniho poskozeni vyvolané
jednotlivymi hepatotoxikanty

30



Tabulka 5.1 U é&inky xenobiotik na parametry jaterniho poskozeni

(1 zvySeni hodnoty, | sniZzeni hodnoty, 0 bez G¢inku, n.a neni analyzovano)

APAP TAA TAM 1 TAM 2
ALT / AST / GLDH YR YRR 1/0/0 1/0/0
LP/GSH / Fe 0/0/0 1/0/n.a. 1/0/0 11011
GPx / CAT 110 11y 110 0/0

Tabulka 5.2 U éinky antioxidant & na parametry jaterniho poskozeni vztazené

k intoxikovanym skupinam

(+ prospésny ucinek, - nepriznivy Gcinek, 0 bez Ucinku)

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 -+ -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
TAM2 ALT/AST/GLDH 0/0/0 -/10/0
LP/GSH/Fe 0/0/0 +/0/+
GPx / CAT 0/0 0/0
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6 Diskuse

V pokusu na potkanech jsme sledovali vlivirpdnich antioxidarit silymarinu,
naringinu a resveratrolu a dale syntetickéhoivié (chelatoru) deferipronu na jaterni
poSkozeni vyvolané vybranymi xenobiotiky. Pro pat@istely byly zvoleny ti potencials
hepatotoxické latky: paracetamol, thioacetamidnactdfen. Experimenty s paracetamolem a
thioacetamidem jsme provéldna potkanech samcich. Pokusy s tamoxifenem prdyadny
na samicich potkana, jelikoZz tamoxifen jéiW® pouzivané u Zen v terapii karcinomu prsu.
Rozdily v hodnotach gitenych parameirve vztahu k pohlavi nebylyedmétem zkoumani.

Davkaparacetamolu900 mg/kg byla zvolena na zaktadostupné literatury,ijpgemz
pro indukci jaterniho posSkozeni u potkana secas#ji uvadi davkovani vrozmezi
750-2000 mg/kg, a to cestou peroralni nebo intiapezalni (Hwang, 2008; Abdel-Zaher,
2008; Chandrasekaran, 2009). V naSem pokusu poljgdovém podani paracetamolu doslo
k navySeni aktivity ALT, AST a GLDH v séru, potvidijsme tedy popsané cinky
paracetamolu na aktivitu jaternich enZyifMroueh, 2004; Ishida 1995). ZvySena aktivita
jaternich enzyrin v séru je dana poSkozenim Blrv urité funkéni oblasti jaterniho lobulu a
vylitim obsahu bugk, wetné enzymi, do krevniho fecisté. Aktivita ALT pievazuje
v periportalni zo#, zatimco aktivita GLDH je vysSi v centrilobulamiblasti, enzym AST je
v zénach homogenrin rozptylen (O’Brien, 2002). Nast aktivity daného enzymu pak
charakterizuje nekrézu v dané oblasti lobulu. Aitdka parameiir oxidatniho stavu v jaterni
tkani, po podani paracetamolu byla navySena kormemtGSH a sniZzena aktivita GPx
v jaternich homogenatech. V naSefppc jsme neprokazali navySeni peroxidace lipahi
snizenou koncentraci GSH, jak uvadi h&poares (2013). Zdetbe hrat roli jednak velikost
podané davky (u Soarese 2 @), jedtakovy interval od podani po usmrceni potkasery
byl v praci Soarese (2013) 48 hod. Naproti tomuene®a a kol. (2006) byla LP indukovana
po 4 hod odlp. aplikace paracetamolu. Domnivame se tedy, Zerdaguroxidace lipid
zavisi nejen na velikosti podané davky ale tézcasovém rozmezi od podani APAP do
ukonteni pokusu.Thioacetamid byl podavan v davce 150 mg/kgigemz rozmezi davek,
které se experimentalmpouZzivaji k indukci hepatotoxicity vivo, se pohybuje od 70 do 600
mg/kg intravendzni nebo intraperitonealni aplikg§€hen, 2008; Sawant, 2007; Uskokovi
Markovi¢, 2007). Podle Chen a kol. (2008) je maximalni impdaminotransferaz v séru
dosazeno 24 — 48 hod pov. podani. V naSem pokusu byla 48 hod iqe podani
thioacetamidu aktivita ALT, AST i GLDH vyrazgmavysena oproti kontrolni skugin Byla
indukovana hladina peroxidace lipia inhibovana aktivita katalazy a glutathion peddzy
v jaternich homogenatech. Koncentrace redukovargdhtathionu nebyla thioacetamidem
ovlivnéna. Hepatotoxicitaamoxifenu u potkana je v dostupné litersdumért popisovana,
nez experimenty s vySe zndirymi xenobiotiky. V pracichigvazuje intraperitonealni podani
tamoxifenu v davkach 45-100 mg/kgasné hmotnosti (El-Beshbishy, 2005; Stzme, 2001,
Albukhari, 2009). V pedpokusu jsme porovnali intraperitonealni a pendrgbodani
tamoxifenu v davce 75 mg/kg a zjistili jsme navyis@minotransferaz a lipoperoxidace \o.
podéani, kdeztoipi.p. podani nedoslo k ovlivimi téchto parametr (neni v této praci graficky
znazorrno). V experimentu s tamoxifenem (2krat 75 mgfxg,) a antioxidanty (SIL, NAR,
RES) jsme po aplikaci tamoxifenu zaznamenali naviysdtivity alanin aminotransferazy;
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aktivita aspartat aminotransferazy a glutamat dedgehazy nebyla tamoxifenem ovlma.
Tamoxifen indukoval navySeni hladiny peroxidaceidiip a sniZeni aktivity glutathion
peroxidazy oproti kontrolnim zkdtim. Koncentrace glutathionu, Zeleza a aktivita létal
zastaly po aplikaci tamoxifenu na kontrolni Grovnarioxifen (2krat 75 mg/kg.o.) jsme
podali také v pokusu s deferipronem a resveratrpldmie jsme porovnavali jejich
potencionald protektivni  &inky. Tamoxifen navodil zvySeni aktivity alanin
aminotransferazy a zvySeni hladiny peroxidace lipbiasré doslo k navyseni koncentrace
Zeleza v jaterni tkani. Koncentrace GSH a akti@lx, CAT, AST a GLDH po podani
tamoxifenu zstaly nezninény.

V nasich pokusech jsme sledovaliv premedikace silymarinem na intoxikaci
paracetamolem, thioacetamidem a tamoxifenem. Kggidych experimentech jsme pouZili
raizné davky silymarinu. V pokusu s thioacetamidemejsaplikovali silymarin 5krat v denni
davce 175 mg/kg,iptemz z pedchozich pokusvime, Ze latka v tomto mnozZstvi vykazovala
antioxid&ni &inky. Tyto &inky jsme znovu prokazali. Vyrazny antioxisd &inek
silymarinu se projevil na hladinu peroxidace lipidpiicemz silymarin redukoval
thioacetamidem-indukované zvySeni LP. Dale byl aammnan fiznivy vliv na aktivitu
katalazy, ktera - thioacetamidem redukovana - Isyiamarinem navysSena. Téz byla vysSi
aktivita kataldzy u samostd@tpodaného silymarinu v porovnani s kontrolni skapinMirny
narst, akoliv statisticky nevyznamny, byl pozorovan u thietamidem sniZzené aktivity
GPx. V pipa samostath podaného silymarinu vSak doSlo ke sniZzeni aktiv@px.
Antioxidacni efekt silymarinu se projevil téZ v rigtu koncentrace redukovaného GSH
v porovnani s kontrolni skupinou, jak popisujein@asaga (1997). Shaker a kol. ve své praci
(2011) sledovali vliv chronického podavani (8 tyfisilymarinu (50 mg/kg) na jaterni fibrozu
vyvolanou thioacetamidem, fipemz silymarin vyraz& redukoval thioacetamidem-
indukované navyseni aminotransferaz az pod dir&eatrolnich hodnot. V tomto chronickém
pokusu nebyly, na rozdil od naSeho experimentupzrewy thioacetamidem zmy v LP, ale
podobré jako v naSem pokusu, silymarintgobil navySeni GSH. Hepatoprotektivriinky
silybin-fytosomu (fytosom- komplexifsodni aktivni latky s fosfolipidem) na TAA-intoxaci
byly popséany také v 7-tydennim pokusu autora Alikal. (2014), picemZz zde se
manifestovaly, mimo jiné, preventivntiaky jak na zvySenou aktivitu aminotransferaz, tak
na lipoperoxidaci a snizenou hladinu GSH.

V pokusu s paracetamolem jsme aplikovali silym&krat v davce 131 mg/kg. Davka
odpovida % davky 175 mg/kg z pokusu s thioacetamid¥ tomto gipad silymarin
nevyvolal snizeni ALT ani AST, nicmé&medukoval APAP-indukované zvySeni GLDH az na
kontrolni hodnotu. Hladina peroxidace lipidebyla silymarinem ovlivna, u skupiny APAP
vSak byla také na urovni kontroly, takZze nelze paoiopiipadné protektivni dinky na
peroxidaci lipidi. Hodnota GSH byla navySena u skupiny, kter& ot@maracetamol spolu
se silymarinem. Je vSak diskutabilni, kter4 ze dwadanych latek navySeni vyvolala, protoze
jak paracetamol tak silymarin, samostatpodané, hladinu redukovaného glutathionu
zvySovaly. Naopak, v praci Muriela a kol. (1992)rgmetamol snizoval GSH a tomuto
poklesu silymarin (200 mg/kg) nezabranil. V naSevhysu silymarin samotny snizil aktivitu
GPx a v kombinaci s paracetamolem sniZeni vicelgubil. SniZzeni GPx jsme podabn
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pozorovali také v pokusu s thioacetamidem, viz vyZktivita kataldzy v jaternich
homogenatech nebyla v tomto pokusu owiva ani paracetamolem, ani silymarinem.

Redukovany glutathion slouzi jako zh&3eaktivnich forem kysliku a jako substréat
glutathion peroxidazy. Domnivame se, Ze pokud emogantioxidanty fisobi jako zameta
volnych radikal, je zabra#no sniZzeni koncentrace endogenniho scavengeru Bi8sto je
ale GSH spdebovavan glutathion peroxidazou, jejiz aktivita lsfiem oxid&niho stresu
snizuje. NavySena koncentrace GSH spolu se sniZzaktivitou GPx tak mMiZze znamenat
jistou ,obrannou” reakci tkan kdy je snaha kompenzovat zvySenou ztratu enzyraktréity
zvySenou koncentraci redukovaného glutahionu, jaksdbstratu GPx.

V naSem experimentu bylagiena koncentrace Zeleza v jaterni tkani, kteroumsihyn
v této davce (131 mg/kg) navysil, coz je v rozpsewzndmyni chelataimi (€inky silymarinu
(Valenzuela, 1994). kF¥e zde hrat roli zjsob aplikace, jelikoZz Najafzadeh a kol. ve své iprac
(2010) popisuji ginky silymarinu (200 mg/kg) na sniZzovani obsahuezalv jaterni tkani,
piicemz pouze uLp., nikoliv u p.o. podaného silymarinu doslo ke sniZzeni koncentiateza
v jaterni tkani; obsah Zeleza v séru byl vSak redak oldma zpisoby podani. V naSem
pokusu s paracetamolem jsme tedy pozorovali jetheplatoprotektivni &inky silymarinu na
aktivitu GLDH, jednak jeho antioxidai pasobeni vyjatené zvySenou hladinou
redukovaného glutathionu.

V pokusu s tamoxifenem byl silymarin podavan 6kvatdenni davce 98 mg/kg
(odpovida % davky 131 mg/kg z pokusu s paracetamjol&Zde jsme pozorovali ép
antioxidani &inky silymarinu, gicemz silymarin zcela zabranil tamoxifenem indukované
lipoperoxidaci. V ostatnich parametrech charaktgich oxid&ni stav (GSH, CAT, obsah Fe)
nedoSlo ke zrn¢ ani v @ipacdt tamoxifenu, ani po podani silymarinu. Pouze u GAxmirny
pokles v aktivig, kterou silymarin zvysil, avSak statisticky nevgeme. V séru byla po
podani tamoxifenu natfena zvySena hladina ALT, kterou silymarin neovliviAkivita
GLDH vyzname vzrostla po podani tamoxifenu+silymarindgi¢emz po podani jednotlivych
latek byla na kontrolni drovni. V tomto pokusu o8kb k vyrazné manifestaci jaterniho
poskozeni. Nicménsilymarin podany v davce 98 mg/kg vykazoval pratek G¢inky vici
zvySené lipoperoxidaci, coz koresponduje s vylepgidce Conti a kol. (1992), kde jsou téz
vyjadieny inhib&ni (inky na peroxidaci membranovych ligid

Hepatoprotektivni &nky silymarinu (5krat 175 mg/kg, resp. 6krat 98 /kyy se
projevily predevsim v experimentu s thioacetamidem, resp. tdem®m, kde psobil jako
inhibitor peroxidace lipid a pispel k antioxida&ni ochrag zvySenim aktivity katalazy.

Sledovali jsmevliv podavani naringinu na intoxikaci vySe zmimymi xenobiotiky.
NejvysSi davka naringinu 30 mg/kg byla podana aallké&rat v kombinaci s thioacetamidem.
Vtéto davce se nam nepdida dosahnout Zz&dného protektivniho, nicérani
prooxidativniho dinku. DoSlo ke zrén¢é pouze v aktivié GPX, kterou naringin, podobijako
silymarin 5krat podany, sniZil oproti kontrole. @sti parametry (staly beze z@ny oproti
zviratim, ktera obdrzela thioacetamid.

Snizeni davky naringinu o ¥4 na 22,5 mg/kg vtpotii davek pineslo vyznamné
snizeni aktivit jaternich enzym které byly navySeny paracetamolem. Aktivita ALYleb
snizena o 17 % oproti skugilAPAP, aktivita AST a GLDH byla snizena dokonce na
kontrolni hladinu. Peroxidace lipidnebyla podanim paracetamolu ovlwa, ani naringin
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(3krat 22,5 mg/kg) na ni nethvliv. Naringin v této davce zvysil aktivitu CA&@ koncentraci
redukovaného glutathionu oproti kontrolni skupirSamostath podany naringin sniZil
aktivitu GPx a snizZeni bylo dale prohloubeno v korabi s paracetamolem. Na koncentraci
Zeleza v jaterni tkani neflo podani naringinu vliv. Takto uspimané schéma davkovani
naringinu (3krat 22,5 mg/kg) jsme jizide pouZili v pokusu s CGlkdy jsme prokézali jak
antioxida&ni inky- snizeni LP, tak protektivnicinky na zvySené aktivity jaternich enzgm
ALT, AST. Prace byla prezentovana a publikovana jakatké sdleni v ramci konference
Toxcon 2008 Cerna, 2008).

DalSi snizeni davky naringinu o ¥4 na 16 mg/kg stpdesti davek bylo zvoleno pro
pokus s tamoxifenem. Naringin neovlivnil tamoxifeneavySenou aktivitu ALT. Aktivita
AST byla po naringinu sniZzena oproti kontrole (8®), avSak ve skupin kterd obdrzela
naringin spolu s tamoxifenem, ke sniZeni nedoSldoito parametru se takto projevily
vSechny i testované antioxidanty silymarin, naringin a mstrol - snizily aktivitu AST
v porovnani s kontrolni skupinou i se skupinou TARKktivita GLDH nebyla naringinem
ovlivnéna. Naringin v tomto davkovani (6krat 16 mg/kg)l miv na tamoxifenem zvySenou
hladinu peroxidace lipitl pficemz tuto hladinu vyznangnsnizil na kontrolni hodnotu.
V tomto parametru se tedy projevil antioxidapotencial naringinu, ktery je popisovan hap
v praci Amudhy (2011), kde byl naringin podavan kaofim pii toxickém poskozeni
navozeném niklem. DalSi parametry oxidino stavu (GSH, GPx, CAT) ani koncentrace Fe
v jatrech nebyly v naSem pokusu ovimy. V potkanich hepatocytech (Cavia-Saiz, 2010)
byly zkoumany antioxidani vlastnosti naringinu (glykosid) a jeho aglykamaringeninu. Oba
citrusové flavonoidy vykazovaly protektivni ¢iaky na lipoperoxidaci vyvolanou
hydroxylovym a peroxylovym radikalemyipemz naringenin byl dle Kg hodnoty @inngjSi
ziejme z divodu volné hydoxylové skupiny na uhliku C7. Podolako v nasi praci, v této
praci autorky Cavia-Saiz (2010) téZ nebyl zaznamenahst redukovaneho glutathionu,
pouze u aglykonu doslo k velmi mirnému zvySeni keotiace GSH.

Premedikace naringinem (6krat 16 mg/kg) v naSenmugpwkiisobila protektive na
tamoxifenem indukovanou peroxidaci ligid u samic potkana. Prokazali jsme
hepatoprotektivni {isobeni naringinu na intoxikaci paracetamoletii¢gmz naringin (3kréat
22,5 mg/kg) inhiboval paracetamolem indukované Bamyjaternich enzyim

Dale jsme sledovalivliv resveratrolu na toxicitu vybranych latek. V pokusu
s thioacetamidem byla zvolena davka 10 mg/kg dtypaexeti davek. Velikost davky jsme
zvolili na zaklad naSich pedchozich nepublikovanych pokusZ dostupné literatury nejsou
znamy piklady pisobeni resveratrolu na toxicitu thioacetamidu, ykde resveratrolem a
jeho tiznymi protektivnimi dinky, véetné hepatoprotektivnich, zabyvaji mnoha pracavist
(nap Farghali, 2009). V naSem experimentu resverat§@namm snizil thioacetamidem-
navySenou aktivitu ALT, neovlivnil vSak navySeni R&ni GLDH. V této davce (10 mg/kg)
se projevil antioxidéni potencial resveratrolu, kdyz zmirnil thioacetdem indukovanou
lipoperoxidaci v jatrech, coz je vsouladu s pra&ddina a kol. (2014), kde uvedeny
antioxidant (10 mg/kg) blokoval oxidai stres mimo jiné tim, Ze snizil koncentraci MDA
vivo. Na aktivitu glutathion peroxidazy, ktera byla aSem pokusu po TAA snizena, ngm
resveratrol vliv. Nicmé# samostaté podany resveratrol, na rozdil od silymarinu amgiriu,
nezpisobil sniZeni aktivity tohoto antioxilaiho enzymu. Aktivita katalazy byla statisticky
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vyznammié navysena samosté@tmpodanym resveratrolem (p<0,05), avSdk gmdani spolu s
thioacetamidem zvysil resveratrol aktivitu tohotoazgmu pouze nevyznarén Hladina
glutathionu po premedikaci resveratrolefistavala na kontrolni hladin Prispsvek o &inku
resveratrolu na intoxikaci TAA byl publikovan v Tiorlogy Letters v ramci konference
Eurotox 2008 Cerna, 2008) a déle citovan autory Roy a kol. (2011)

V pokusu s paracetamolem jsme sniZili davku ress@ao ¥4 na 7,5 mg/kg,figemz
tento jsme podali celkem 3krat. Paracetamol indakavySenou aktivitu jaternich enzym
ALT, AST, GLDH. Premedikaci resveratrolem bylo domao vyznamného snizeni aktivity
ALT (p<0,05) a GLDH (p<0,01), aktivita AST poklestea kontrolni hladinu. Antioxidani
pusobeni resveratrolu lze demonstrovat zvySenou dadredukovaného GSH (p<0,005),
avSak i paracetamol samotny zvySil koncentraci GPHKO0,05). Aktivita GPx poklesla
podanim APAP, premedikace resveratrolem toto shi¥E® prohloubila. TéZz samostatn
podany RES, stefnjako NAR a SIL, zpsobil pokles v aktvit tohoto enzymu. V minulosti
jsme sledovali vliv resveratrolu na jaterni poSkoagyvolané tetrachlormethanem u potkana.
Pokus byl proveden v podobném davkovacim schémsvedratrol 3krat 7,5 mg/kg),
piicemz tetrachlormethan indukoval zvySeni ALT a ASP, & sniZzeni GPx. Resveratrol
vyznamm snizil aktivitu ALT (p<0,01), aktivitu AST normaloval na kontrolni hodnotu,
snizil téZz koncentraci GSH, dnvSak vyznamny protektivni vliv na peroxidaci ki Prace
byla prezentovana a publikovana jako kratkflesd v ramci konference Toxcon 2008efna,
2008). Risobenim resveratrolu na GGhdukovanou hepatotoxicitu se zabyva téz prace
Rivera a kol. (2008), kde RES (10 mg/kg) ve sheaasSim pokusem redukoval aktivitu ALT
a hladinu LP.

V pokusu s tamoxifenem, ktery byl prow#dna samicich potkana, jsme zvolili davku
resveratrolu 5,5 mg/kg, coz je o ¥4 mémeZz v pokusu s paracetamolem. Resveratrol byl
podan celkem 6krat. Tamoxifen indukoval navySertiviaik ALT a hodnoty LP a sniZzeni
aktivity GPx. Resveratrol vtomto davkovacim sch&émaevykazoval protektivnidinky na
tamoxifenem indukované jaterni poSkozeni. Neouivniamoxifenem zvySenou
lipoperoxidaci, zvySenou aktivitu ALT ani sniZzenaltivitu GPx. Domnivame se, Ze zde
muze mit vliv zvolené pohlavi zkdt, jelikoz u samt resveratrol wadow podobném
davkovacim usp@dani (3krat 7,5 mg/kg, resp. 5krat 10 mg/kg) uncité protektivni @inky
na APAP, resp. na TAA vyvolané poskozeni jaterZ@mii ALT, AST, GLDH, resp. snizeni
ALT a LP). Neni zndma studie zabyvajici se vztahpohlavi a dinku prirodnich
anitoxidant na parametry oxidaiho poSkozeni nebo jaternich dysfunkci. Nicénén
z experimentélnich vysledkvime, Ze u samic je az 2krat vysSi bazalni hodmdddiny
lipoperoxidace a aktivity glutathion peroxidazy nezsamé (Kotyzova, 2010). Hodnoty
ostatnich sledovanych parantetisou u obou pohlavi relatignshodné. Je mozné, ze
antioxidani potencial resveratrolu by se projevili finém davkovacim usgédani (nap
vétSi davka, vice davek).

Protektivni vliv resveratrolu na jaterni posSkozeni projevil zejména v experimentu
s paracetamolem, kdy resveratrol (3krat 7,5 mg/gignivé ovlivnil aktivitu jaternich
enzymi. V experimentu s thioacetamidentlmesveratrol (5krat 10 mg/kg)inivy vliv na
snizeni peroxidace lipid
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Antioxidatni vlastnosti pirodnich slodenin jsou dany zejmeéna jejich schopnosti
vychytavat (zh&sSet) volné radikaly. Volné radiké&lphou byt generovany Buenzymaticky
(nap. xantin/xantinoxidazovym systémem) nebo neenzykgthag. Fentonovou reakci za
piitomnosti tranzitnich kav (F€*, Cu"). Prirodni antioxidanty snizuji oxidafi stres také tim,
Ze vychytavaji (chelatuji) iontyfechodnych kofr, a tak omezuji vznik reaktivnich forem
kysliku a dusiku. Chelatai &inky jsou zavislé na chemické strukty gredevSim na
piitomnosti ligand, které umo#uji vytvoreni koordin&ni vazby s iontem/ionty kovu
(Hatcher, 2009). Deferipron je synteticky chelatteleza, jehoz dinky na intoxikaci
tamoxifenem jsme sledovaeferipron samostaté podany jednak snizil aktivitu glutathion
peroxidazy a aspartat aminotransferazy, naprotiutawysil aktivitu kataldzy. # podani
s tamoxifenem byla zvySena aktivita alanin aminwtferdzy. Nicmé# deferipron il
protektivni &inky proti oxid&nimu stresu vyvolanému tamoxifenem, kdyz zcela &abr
tamoxifenem indukované peroxidaci ligida vratil na kontrolni hodnotu tamoxifenem
navysenou koncetraci Zeleza v jatrech. Tato sko& koresponduje s chel&témi
vlastnostmi deferipronu, které byly na naSem prétow minulosti demonstrovany jak
v pokusu na mysich (Eybl, 2002), tak na potkanedbdkova, 2010). Prace ociaku
deferipronu na intoxikaci tamoxifenem byla publikma véasopise HemoglobinCerna,
2011).

7 Souhrn

V pokusech na potkanech jsme porovnavali vliv sdyimu, naringinu a resveratrolu,
resp.deferipronu na poskozeni jater vyvolané mbaacolem, thioacetamidem a
tamoxifenem.

1. Parametry oxidéniho stavu byly nejvice ovliwmy po podani thioacetamidu, kdy byla
jednak indukovana zvySena peroxidace lipidednak doSlo ke snizeni aktivit
antioxida&nich enzyni glutathion peroxidazy a katalazy. Po podani tafeoxi byl
oxidani stres demonstrovan zvySenou lipoperoxidaciredwtraci Zeleza v jatrech a
snizenou aktivitou GPx. Oxidai stres navozeny paracetamolem nebyl Wgadak
vyznamrié jako u TAA nebo TAM, jelikoZz paracetamol neidukbwajaterni tkani
zvySenou peroxidaci lipig nicmér snizil aktivitu GPx.

2. Ze vSechii pouzitych antioxidarit (SIL, NAR, RES) se v parametrech oxidéo
stavu nejvice uplatnil silymarin, ktery v pokusuhsoacetamidem zmirnil zvySenou
lipoperoxidaci a zmirnil pokles aktivity katalazyperovnani se skupinou TAA.
Samotny silymarin dale zvySil hladinu GSH a akti@AT. V pokusu s tamoxifenem
silymarin zcela zabranil TAM indukovanému zvySeeiqxidace lipid.

Antioxidacni potencial naringinu se projevil v pokusu s taifemem, kdyZ naringin
zcela zamezil TAM vyvolané indukci peroxidace lifpid/ pokusu s paracetamolem
zvysil naringin hladinu redukovaného glutathionakdivitu antioxid&niho enzymu
katalazy.
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Resveratrol prokazal vyrazné protektivntinky proti lipoperoxidaci vyvolané
thioacetamidem. V pokusu s paracetamolem resvérazaySil koncentraci
redukovaného glutathionu.

. Aktivity jaternich enzymi v séru byly ovliveny vSemi femi studovanymi
hepatotoxickymi latkami (APAP, TAA, TAM). Paracetahma thioacetamid vyvolaly
zvySeni aktivit ALT, AST a GLDH. Tamoxifen zvySilopze aktivitu ALT, aktivity
AST a GLDH Zistaly nezningny.

. Proti zvySeni aktivity jaternich enzyimprotektivré pasobil predevSim resveratrol,
jenz v pokusu s paracetamolem normalizoval zvySexktivitu AST a vratil na téegt
kontrolni hodnoty zvySené aktivity ALT a GLDH. Vkasu s thioacetamidem se
projevil protektivni @inek resveratrolu na TAA navySenou aktivitu ALT.

Naringin vykazoval hepatoprotektivni ¢ibky na paracetamolem indukované
poSkozeni jater, iptemz zpisobil, podobs jako resveratrol, vyrazné sniZzeni aktivit
vSech ti sledovanych jaternich enzymALT, AST i GLDH.

Silymarin ne€l ze vSechif jmenovanych antioxidafinejmeér vyrazny vliv na aktivitu
jaternich enzyni, kdyZ u zvfat intoxikovanych paracetamolem snizil aktivitu GLD
a u zvfat intoxikovanych thioacetamidem snizil aktivitu AS

. Hepatoprotektivni &nky silymarinu se nejvice projevily v poSkozeniteja
thioacetamidem. Naringintpobil protektivié zejména v intoxikaci paracetamolem.
Resveratrol vykazoval pro&gné @inky na jaterni poskozeni vyvolané jednak
paracetamolem, jednak thioacetamidem.

. Deferipron zcela zamezil tamoxifenem indukovanéopgroxidaci a zvysSeni

koncentrace Zeleza. V porovnani s resveratroleth daferipron jednoznané lepSi
protektivni gisobeni proti oxidénimu stresu vyvolanému tamoxifenem.
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