Farmacie 2-06 8.3.2006 10:47 Str. 78 77%\; 3

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE
Roénik LV — Cislo 2 - BREZEN 2006

MORIN V TERAPII ) . )
ISCHEMICKO-REPERFUZNIHO POSKOZENI
LEDVINNE TKANE LABORATORNIHO POTKANA

BARTOSIKOVA L., NECAS J., SUCHY V.", JANKOVSKA D.!, gANoéTiKovA E., BARTOSIK T2,
KLUSAKOVA J.3, JURICA J.4, FLORIAN T., FRYDRYCH M., KRCMAR J., FRANA P.5, FRANOVA J.¢

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, Farmaceuticka fakulta, Ustav humanni farmakologie a toxikologie
Weterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, Farmaceuticka fakulta, Ustav prirodnich lé¢iv

2Urazova nemocnice, Brno

3Lékaiska fakulta Masarykovy univerzity, 1. Patologicko-anatomicky tstav, Brno

“Lékaiska fakulta Masarykovy univerzity, Farmakologicky tstav, Brno

SFakultni nemocnice U sv. Anny, II. interni klinika, Brno

“Détska nemocnice FN, Brno

SOUHRN
Morin v terapii ischemicko-reperfuzniho poskozeni ledvinné tkané laboratorniho potkana

Cilem predloZené studie bylo sledovat protektivni efekt morinu podavaného v ramci terapie ischemicko-reper-
fuzniho poskozeni. Zvifata byla randomizované rozdélena do 5 skupin (n=10). Jedna skupina byla intaktni. U tfi
skupin lécenych a jedné placebo skupiny byla navozena ischémie ledviny a ndsledna reperfuze levé ledviny
v celkové anestezii. Tfem skupinam zvifat (n=10) — skupiny 1écené — byl podavan morin ve vzestupnych kon-
centracich 5 mg/kg, 10 mg/kg a 20 mg/kg, a to perordlné v 0,5% roztoku Avicelu 1x denné. Ctvrté skuping zvi-
fat (n=10) — placebo skupina — byl aplikovan pouze 0,5% roztok Avicelu v mnozZstvi a zptisobem podani jako
v piipadé skupiny lé¢ené. Na konci experimentu 15. den byla zvifata v celkové anestezii exsanquinovana a byly
vySetfeny zvolené biochemické parametry (superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa, celkova antioxida¢ni
kapacita, malondialdehyd, kreatinin, urea a kyselina mocovd). V moci byly analyzovany kreatinin, urea a cel-
kova bilkovina; byla méfena diuréza v prub&hu 24 hodin. Déle byly odebrany vzorky ledvinné tkané pro histo-
patologické vySetfeni. Morin podporuje vlastni obranné reakce organizmu proti volnym radikdlim, jeho poda-
véni vede k poklesu peroxidace lipidi v bunécnych membréanach a ke zlepSeni ledvinnych funkci. Nejlepsiho
histopatologického vysledku bylo dosaZeno u davky 20 mg/kg.

Klic¢ovia slov a:antioxidacni efekt — ischémie-reperfuze — ledviny — morin — terapie
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SUMMARY
Morin in the Therapy of the Ischemia-Reperfusion Damage Model of the Rat Kidney

The aim of this study was to analyze the protective effects of morin administered during the therapy of reperfu-
sion injury of the laboratory rat kidney. Animals were randomly divided into five groups (n=10). One group was
left intact. Three medicated groups and one placebo group were subjected to ischemia (60 min) and reperfusion
of the left kidney. Morin was suspended in a 2 ml of 0.5% Avicel solution and administered orally by a gastric
probe at doses of 5, 10, and 20 mg.kg"! once a day for 15 days. The placebo group was given only 2 ml of 0.5%
Avicel in the same way. On the 15th day, all the animals were exsanguinated and the reperfused kidneys were
recovered. Selected biochemical markers in blood were assessed: superoxide dismutase, glutathion peroxidase,
total antioxidative capacity, malondialdehyde, creatinine, urea, and uric acid. Creatinine, urea, and total protein
were analyzed in urine, and a 24-hour diuresis was recorded. The kidney tissue samples were used for histopat-
hological examination. Morin supported the organism’s own defensive reactions against free radicals and decre-
ased lipid peroxidation in the cell membranes and contributed to the recovery of kidney functions. The histo-
pathological results confirm 20 mg.kg! as the most effective dose.

Key words: antioxidative effect — ischemia-reperfusion — kidney — morin — therapy
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Uvod

Studium biologické aktivity a mechanizmu ucinku fla-
vonoidi je pfedmétem vyzkumu fadu let. Flavonoidy tvo-
fi jednu z nejvétsich skupin piirodnich fenold. V rostli-
néch se vyskytuji zpravidla jako glykosidy, jsou obsazeny
také v ovoci a zeleniné.

Farmakologicky d&inné jsou zejména aglykony. Rada
z nich vykazuje ucinky hepatoprotektivni, diuretické,
vazodilatacni, antibakteridlni, chemoprotektivni, byly
alergické aj. .

V poslednich letech je zvySena pozornost vénovéana stu-
diu jejich antioxidacni aktivity a schopnosti zhaSet nebo
vychytavat volné radikély >-®. Benefit je flavonoidy zpro-
stfedkovan v mnoha procesech. Zabrariuji peroxidaci lipi-
da, likviduji volné kyslikové radikély, vazi a inaktivuji
nékteré prooxidacni ionty kovil (Zelezo, méd). Scavenge-
rova aktivita flavonoidl je jednou z nejznaméjsich vlast-
nosti a predstavuje vyznamné 1é¢ebné vyuziti ®. Flavono-
idy byly testovany i u post-transplantacnich stava '©.
Antioxida¢ni aktivita flavonoidl zavisi na poctu a poloze
hydroxylovych skupin v molekule a také na jejich glyko-
sylaci. Optimélni vlastnosti byly nalezeny u flavonoida
s o-hydroxy strukturou v kruhu B, 2,3 dvojnou vazbou
a 4-oxo funk¢ni skupinou v kruhu C a 3 a 5 -OH skupi-
nami na kruzich A a C 'V,

Morin (3, 5,7, 3°, 5° — pentahydroxyflavon) je obsaho-
vou latkou Morus tinctoria L., ze které byl vyizolovan.
Patfi do skupiny flavonold, zakladni skelet je substituova-
ny péti hydroxylovymi skupinami v polohach 3, 5, 7, 3,
5’. Vysledky testovani in vitro prokazaly jeho antioxidac-
ni aktivitu ve srovnani s butylhydroxytoluenem. Predcho-
zi pilotni studie in vivo prokdzaly jeho antioxidacni aktivi-
tu > 13, Z tohoto divodu byla latce vénovana pozornost
v ramci dalsich preklinickych experimentt in vivo.

Cilem studie bylo sledovat antioxida¢ni efekt morinu
v ramci terapeutického podéavani v podminkach ischemie-
reperfuze ledviny u laboratorniho potkana.

Vlastni studie a jeji pribéh byl schvalen a monitorovan
Etickou komisi Veterinarni a farmaceutické univerzity
Brno. Zdravotni stav vSech zvifat byl pravidelné kontrolo-
van nékolikrat denné jak po dobu aklimatizace zvitat, tak
i v pribéhu celého provadéného experimentu pracovni
skupinou, jejiz ¢lenové jsou drzitelé osvédéeni Ustiedni
komise pro ochranu zvitat o zpiisobilosti dle §17, zdkona
Ceské narodni rady &. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat pro-
ti tyrani.

POKUSNA CAST

Pokusy byly provadény na 50 laboratornich potkanech kmene
Wistar SPF (AnLab, SRN) samciho pohlavi, stejného stéfi
a srovnatelné t€lesné hmotnosti (250+10 g). Zvifata byla po dobu
aklimatizace ustdjena v mistnosti se standardnim teplotnim reZi-
mem, byla krmena standardni dietou pro mald laboratorni zvita-
ta a napdjena vodou dle potieby. Poté byla u 40 laboratornich
zvifat navozena ischémie ledviny (naloZenim cévni svorky na
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Obr. 1. Chemicka struktura morinu

levou arteria renalis po dobu 60 minut) a nasledna reperfuze
v celkové anestezii — 2% Rometar (xylazin) 0,5 ml + 1% Narka-
mon (ketamin) 10 ml, davka 0,5 ml roztoku/100 g hmotnosti
potkana. Po zotavujici period€ byla tato zvifata metodou nédhod-
ného vybéru rozdélena do 4 skupin (3 1écené skupiny a 1 place-
bo skupina) a byla umisténa jednotlivé v metabolickych sklené-
nych klecich. Tfem skupindm zvifat (n=10) — skupiny lécené —
byla podavana testovand latka ve vzestupnych koncentracich
5 mg/kg, 10 mg/kg a 20 mg/kg (pro kazdou skupinu zvifat 1
zvolena koncentrace), a to perordlné v 0,5% roztoku Avicelu
(mikrokrystalickd celulosa) 1x denné. Ctvrté skupiné zvifat
(n=10) — placebo skupina — byl aplikovan pouze 0,5% roztok
Avicelu v mnoZstvi a zplisobem podani jako v piipadé skupiny
lécené. Dalsi skupina zvifat (n=10) — intaktni — byla bez aplika-
ce jakékoliv latky a bez tivodniho zdkroku. Na konci pokusu 15.
den byla zvifata v celkové anestezii (viz vySe) exsanquinovéina
a byly vySetieny zvolené laboratorni parametry.

V' krvi: superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa
(GSHPx), celkova antioxidacni kapacita (AOC) — pomoci testo-
vacich souprav firmy RANDOX, Dublin, Ireland comp. na auto-
matickém analyzatoru COBAS MIRA S.

Déle malondialdehyd (MDA) v séru — metoda TBARs '¥;
urea, kreatinin, kyselina mocova.

V modi: urea, kreatinin, celkova bilkovina a byla méfena den-
ni diuréza. Hodnoty mocovych parametrd byly nasledné vztaze-
ny k denni diuréze a stanoveny jako odpady za 24 hodin.

Ziskané hodnoty sledovanych laboratornich parametri byly
zpracovany pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel
a statisticky vyhodnoceny pomoci programu UNISTAT, testu
ANOVA a nasledné¢ Studentova t-testu. Hodnota p<0,05 byla
povaZovana za signifikantni.

Dale byly odebrany vzorky ledvinné tkdné pro histopatolo-
gické vySetfeni. Materidl byl fixovin v 10% formaldehydu
a zpracovan ru¢nim zplsobem. Z kazdého vzorku byly zhotove-
ny 2 bloky, fezy byly barveny hematoxylinem — eosinem. Vsech-
ny hodnocené vzorky byly ve vyborné kvalité, hodnoceni prove-
dl histopatolog bez znalosti experimentélniho protokolu.

Princip histopatologického hodnoceni

V materidlu byly hodnoceny a bodovany zvlast v§echny vzor-
ky ve 3 oblastech ledviny, vysledek byl secten a na zavér bylo
stanoveno primérné skoére kazdé medikované skupiny a jednak
byly srovnavany i jednotlivé oblasti z medikovanych skupin
navzajem.

Schéma bodovdni

1. oblast — dreri ledviny

Zde byl hodnocen stupeti destrukce tkané krvacenim (1 —
drobné disperzni extravazaty, 2 — pravidelné hemoragie na roz-
hrani kory a dfené, 3 — krvdceni i s destrukci tkang).
2. oblast — kora a glomeruly

Zde byla hodnocena jak pfitomnost hemoragii extraglomeru-
larn€ — 2, tak zvySena celularita a extravazaty v rozsahu vlastni-
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Tab. 1. Hodnoty sledovanych laboratornich parametri v krvi vyjadiené jako X + SD

Skupina zvitat (n=10) SOD (U/ml) GSHPx (ukat/l) AOC (mmol/l) MDA (mmol/l)
1é¢ena (5 mg/kg morinu) 266,93+15,94"+ 1230,23+153,02* 0,49+0,03"++ 0,37+0,197+
1é¢ena (10 mg/kg morinu) 246,80+31,61"+ 1201,24+159,91 0,540,092 0,21+0,04"+
lé¢end (20 mg/kg morinu) 266,91+15,32"+* 1259,25+156,52+ 0,51+0,02""+ 0,88+0,36"**
placebo skupina 70,39+2,79 1329,00+91,41°® 0,41+0,04 17,17«1,12%®
intaktni skupina 67,37+3,97 1509,38+147,93 0,43+0,03 1,89+0,16

Vysvétlivky k tabulkdm 1-3:

“ p<0,05 1éCend vs placebo skupina
+p<0,05 lécend vs intaktni skupina
®p<0,05 placebo vs intaktni skupina

ho glomerulu — 3. Ojedinélé extravazaty s dilataci a prekrvenim
cév v kore byly hodnoceny — 1.

3. oblast — vlastni kandlky ledvin

Zde byla hodnocena pfitomnost regresivnich zmén epitelii od
edému po nekrézu (3 — v piipad€ nekrozy, 2 — v piipadé regrese
epitelii nedosahujici stupné nekrézy a bikovinného obsahu s hya-
linnimi valci v kandlcich, 1 — v pfipadé edému epitelii).

dopliiujicim popisem.

VYSLEDKY

Krev

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny nardst hodnot
SOD (p<0,01) u skupin lécenych morinem v davkach 5, 10
a 20 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den experi-
mentu a rovnéZ ve srovnani s intaktni skupinou zvitat. Vza-
jemnym porovndnim hodnot SOD ziskanych od skupin
zvirat 1éCenych riznymi ddvkami morinu nebyl zjistén sig-
nifikantni rozdil 15. den experimentu, porovnanim hodnot
SOD ziskanych od placebo skupiny a intaktni skupiny zvi-
fat signifikantni rozdil rovnéz zjistén nebyl (tab. 1).

Nebyly zjistény signifikantni zmény hodnot GSHPx
u skupin lé¢enych morinem v davkach 5, 10 a 20 mg/kg
ve srovnani s placebo skupinou 15. den experimentu, sta-
tisticky vysoce vyznamny pokles v hodnotaich GSHPx
(p<0,01) byl zjistén u skupiny lécené morinem v davce 5,
10 a 20 mg/kg ve srovnani s intaktni skupinou zvirat. Vza-

" p<0,01 1éCend vs placebo skupina
*p<0,01 1é¢ena vs intaktni skupina
®¢7<0,01 placebo vs intaktni skupina

jemnym porovnanim hodnot GSHPx ziskanych od skupin
zvitat 1éCenych rdznymi davkami morinu nebyl zjistén
signifikantni rozdil, porovnanim hodnot GSHPx ziska-
nych od placebo skupiny a intaktni skupiny zvifat byl zji§-
tén signifikantni pokles (p<0,01) u placebo skupiny
15. den experimentu (tab. 1).

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny nardst hodnot
AOC (p<0,01) u skupin 1é¢enych morinem v davkach 5,
10 a 20 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den
experimentu a rovnéZ s intaktni skupinou zvirat. Vzijem-
nym porovnanim hodnot AOC ziskanych od skupin zvifat
lé¢enych riznymi davkami morinu nebyl zjistén signifi-
kantni rozdil, porovnanim hodnot AOC ziskanych od pla-
cebo skupiny a intaktni skupiny zvitat nebyl zjiStén signi-
fikantni rozdil 15. den experimentu (tab. 1).

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny pokles hodnot
MDA (p<0,01) u skupin lé¢enych morinem v davkach 5,
10 a 20 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den
experimentu a déle vysoce vyznamny rozdil v hodnotach
MDA (p<0,01) u skupin lé¢enych morinem v dévkach 5,
10 a 20 mg/kg ve srovnani s intaktni skupinou zvirat. Vza-
jemnym porovnanim hodnot MDA ziskanych od skupin
zvitat 1é¢enych davkou morinu 5 a 20 mg/kg a dale dav-
kou 10 a 20 mg/kg byl zjistén signifikantni rozdil (p<0,01)
15. den experimentu, porovnanim hodnot ziskanych od
placebo a intaktni skupiny zvitat byl zjistén signifikantni
vzestup (p<0,01) hodnoty MDA u placebo skupiny, coZ
vyplyvé z navozeni patologického stavu (tab. 1).

Byl zjistén statisticky vysoce vyznamny vzestup hodnot
kreatininu (p<0,01) u skupiny 1é¢ené morinem v davce
10 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den experi-
mentu, statisticky vysoce vyznamny rozdil hodnot kreati-

Tab. 2. Hodnoty sledovanych laboratornich parametrii v krvi vyjadrené jako X = SD

Skupina zvifat (n=10) kreatinin (wmol/1)

urea (mmol/l) kyselina mocova (umol/l)

1é¢end (5 mg/kg morinu) 45,63+3,46%
1é¢end (10 mg/kg morinu) 49,98+2,86""+*
1é¢end (20 mg/kg morinu) 45,11+2.,46%
placebo skupina 44.,83+1,78%®
intaktni skupina 42,00+1,94

7,75+1,26* 18,94+6,75
8,30+0,67" +* 16,03+2,04
7,97+1,12* 32,67+13,87
7,21+0,56°® 18,91+5,64
6,35+0,25 18,68+4,00

Vysvétlivky k tabulkdm 1-3:

“ p<0,05 1éCend vs placebo skupina
+p<0,05 léCend vs intaktni skupina
®p<0,05 placebo vs intaktni skupina
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ninu (p<0,01) u skupiny léfené morinem v déavce
10 mg/kg ve srovnéni s intaktni skupinou zvitat a déle sta-
tisticky vyznamny rozdil hodnot kreatininu (p<0,05)
u skupiny lé¢ené morinem v davce 5 a 10 mg/kg ve srov-
nani s Cistou skupinou zvifat. Vzdjemnym porovnanim
hodnot kreatininu, ziskanych 15. den experimentu, od sku-
pin zvifat 1é¢enych davkami morinu 5 a 10 mg/kg, byl
zjistén signifikantni rozdil (p<0,05) a déale davkami 10
a 20 mg/kg byl zjistén signifikantni rozdil (p<0,01). Vza-
jemnym porovnanim hodnot kreatininu ziskanych od pla-
cebo skupiny a intaktni skupiny zvifat byl zjiStén signifi-
kantni vzestup u placebo skupiny (p<0,01) 15. den
experimentu (tab. 2).

Vzijemnym statistickym porovnanim hodnot urey
u skupiny lécené morinem v davce 10 mg/kg ve srovnani
s placebo skupinou byl zjistén signifikantni vzestup hod-
noty u lécené skupiny (p<0,01) 15. den experimentu
a vysoce vyznamny rozdil hodnoty urey (p<0,01) u skupi-
ny 1é¢ené morinem v davce 10 mg/kg a signifikantni roz-
dil v davce 5 mg/kg (p<0,05) ve srovnani s intaktni skupi-
nou zvifat. Vzdjemnym porovnanim hodnot urey
ziskanych od skupin zvifat 1é¢enych riznymi davkami
morinu signifikantni rozdil zjistén nebyl. Vzijemnym
porovnanim hodnot urey ziskanych od placebo skupiny
a intaktni skupiny zvifat byl zjistén signifikantni vzestup
u placebo skupiny (p<0,01) 15. den experimentu (tab. 2).

Statisticky vyznamny vzestup hodnoty kyseliny moco-
vé (p<0,05) byl zjistén u skupiny 1é¢ené morinem v divce
20 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den experi-
mentu a vyznamny vzestup hodnot kyseliny mocové
(p<0,05) u skupiny lécené morinem v davce 20 mg/kg ve
srovnani s intaktni skupinou zvifat. Vzajemnym porovna-
nim hodnot kyseliny mocové ziskanych od skupin zvifat
lécenych davkami morinu 5 a 20 mg/kg byl zji$tén signi-
fikantni rozdil (p<0,05) a déle 1éCenych davkami 10
a 20 mg/kg byl zjistén signifikantni rozdil (p<0,01) 15.
den experimentu. Porovnanim hodnot kyseliny mocové
ziskanych od placebo skupiny a intaktni skupiny signifi-
kantni rozdil zvifat zjiStén nebyl (tab. 2).

Mo¢

Byl zjistén vyrazny pokles odpadu kreatininu za 24
hodin u vSech skupin 1é¢enych morinem v davkach 5, 10
a 20 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den expe-
rimentu. U placebo skupiny byl zaznamenan nartst odpa-
di sledovaného parametru ve srovnani s intaktni skupinou
zvitat 15. den experimentu (tab. 3).

1o

RovnéZ odpady urey vykézaly vyrazny pokles za 24
hodin u v8ech skupin lécenych morinem v davkach 5, 10
a 20 mg/kg ve srovnani s placebo skupinou 15. den expe-
rimentu. U placebo skupiny byl zaznamenan nartst odpa-
di sledovaného parametru ve srovnani s intaktni skupinou
zvitat 15. den experimentu (tab. 3).

U odpadu celkové bilkoviny za 24 hodin byl zazname-
nan pokles u skupin lééenych morinem v davkach 5
a 20 mg/kg 15. den experimentu. U placebo skupiny byl
zaznamenan nartst odpadui sledovaného parametru ve
srovnani s intaktni skupinou zvifat 15. den experimentu
(tab. 3).

Vzijemnym statistickym porovndnim hodnot diurézy
u skupin lé¢enych morinem v riznych davkach ve srovna-
ni s placebo skupinou nebyl zjistén signifikantni rozdil
15.den experimentu. Déle byly zjiStény statisticky
vyznamné niz§i hodnoty diurézy (p<0,01) u skupin 1éce-
nych riznymi davkami morinu ve srovnani s intaktni sku-
pinou zvifat. Vzdjemnym porovnanim hodnot diurézy zis-
kanych od skupin zvifat léCenych riznymi davkami
morinu signifikantni rozdil zjiStén nebyl. Vzijemnym
porovnanim hodnot diurézy ziskanych od placebo skupiny
a intaktni skupiny zvifat byl zjiStén signifikantni pokles
u placebo skupiny (p<0,01) 15. den experimentu.

Vysledky histopatologického vySetieni

Pfi tomto zpiisobu medikace morinem jednoznacné pre-
vladly zanétlivé zmény nad regresi a destrukci parenchy-
mu. Ve dieni nebylo prakticky zachyceno té¢zké destruk-
tivni krvaceni (+++ — hemoragickd z6na) a v kandlcich
nekroéza epitelii a hyalinni vélce v luminu.

Zanétlivy infiltrdit byl vzdy smiSeného charakteru
a vyskytoval se i v kandlcich (zde byly nalezeny rovnéz

polynukleary).

Konkrémi vysledky poddvané medikace — skupiny lécené:

Nejmensi alterace parenchymu byla pii medikaci mori-
nem v ddvce 20 mg/kg. Pouze v topice kanalki dosahla
lepsiho primérného skupinového skoére koncentrace
10 mg/kg.

Placebo skupina

V placebové skupiné se vyskytly zmény charakteristic-
ké pro ischémii se skére v rozmezi od 2 do 5,5 s primé-
rem 4,25. Pomérné Casta byla i pfitomnost zanétlivého
infiltratu s pfimési polynukleart (v 67 %).

Tab. 3. Odpady sledovanych laboratornich parametrii v mocéi za 24 hodin vyjadrené jako X + SD

Skupina zvitat (n=10) kreatinin (wmol) urea (mmol) celkova bilkovina (g) diuréza/24 hodin (ml)
1é¢end (5 mg/kg morinu) 45,80+10,19 6,74+1,87 0,020+0,014 30,98+11,47+
1é¢ena (10 mg/kg morinu) 47,78+9,03 6,5+1,83 0,023+0,009 28,60+8,94++
1écend (20 mg/kg morinu) 39,96+14,16 5,85+1,32 0,017+0,005 24,24+13,20*
placebo skupina 57,91+£25,83 7,28+3,72 0,022+0,009 19,63+10,75%®
intaktni skupina 49,59+15,64 5,98+1,74 0,014+0,003 50,16x10,44

Vysvétlivky k tabulkam 1-3:

“ p<0,05 1é¢end vs placebo skupina
+p<0,05 Iécend vs intaktni skupina
®p<0,05 placebo vs intaktni skupina

“ p<0,01 1é¢end vs placebo skupina
*p<0,01 1éCend vs intaktni skupina
®® 1<0,01 placebo vs intaktni skupina
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Cistd kontrola
Hemoragie jen nahodile nejspiSe zptisobené zhmozdé-
nim.

Shrnuti vysledkit biochemického a histopatologického
vysetreni

Biochemickym vysSetfenim vzorkid krve nebyla jedno-
znacné prokazana zavislost i¢inku morinu na aplikované
dévce v 15. dnu experimentu. Zfetelny efekt po podéani
morinu byl prokdzan ve vzestupu hodnot SOD a AOC
v krvi a poklesu GSHPx a MDA v krvi.

Odpady kreatininu, kyseliny mocové a urey v moci za
24 hodin nebyly pfi vzdjemném porovnani signifikantni,
téméf u vSech sledovanych parametri vSak doslo k jejich
vyraznému poklesu u lécenych skupin ve srovnani s pla-
cebo skupinou.

Vysledky biochemického vySetfeni krve i moce korelu-
ji s histopatologickymi obrazy ledvinné tkané a podporuji
domnénku o terapeutickém efektu morinu za podminek
uméle navozeného patologického stavu — ischémie —
reperfuze ledvinné tkané.

DISKUZE

Akutni ischemické poskozeni ledvin je pomérné Castym
klinickym syndromem s vysokou morbiditou a mortalitou
19, Reperfuze, kterd bezprostfedné nésleduje, vyvolava
komplex bunéénych zmén, které vyusti v poskozeni nebo
vedou ke smrti rendlnich bunék '©. Molekularni mecha-
nizmy tohoto poskozeni nejsou presné objasnéné, je vSak
znamo nékolik faktorti (deplece ATP, pisobeni reaktivnich
forem kysliku, aktivace fosfolipdzy A, infiltrace neutroli-
ly, icast vasoaktivnich peptidi aj.), které se spolupodili na
patogenezi rendlniho poskozeni 7.

Mezi riznymi kyslikovymi radikdly, generovanymi
v patologickych procesech, které zptisobuji nebo doprova-
zi ischemicko-reperfuzni poSkozeni ledviny hraje klico-
vou roli O, ktery sice nema sam o sobé& nejvétsi toxicitu,
ale jako iniciator tvorby dalSich aktivnich radikdla se
vyrazné podili na nasledné probihajicich patologickych
zménach. DalSim z faktord, které se vyznamné podili na
ischemicko-reperfuznim poskozeni ledvinné tkané, je
kumulace Ca?* iontt intracelularné. Ackoliv fyziologické
a patofyziologické mechanizmy jeho vlivu nejsou zcela
jasné, je evidentni, Ze vzestup cytosolického Ca** vede
k nekréze bunék, kterd doprovazi akutni ischemické
poskozeni ledvin '». ZvySena koncentrace Ca®** iont
intracelularné hraje dileZitou dlohu v ischemicko-reper-
fuznim poskozeni dal§ich organti — napf. srdce '®, mozku
19 aj.

DalSim faktorem, ktery se spolupodili na vysledném
obrazu ischemicko-reperfuzniho poskozeni ledvinné tka-
né, je pokles cirkulujicich neutrofild, ktery vede k dys-
funkci mikrovaskularnich a parenchymalnich bunék.

Aktivované polymorfonukleary mohou zpiisobit posko-
zeni ledvin 3 zplsoby: produkci volnych radikalit béhem
respiratniho vzplanuti, uvolnénim enzymua anebo pifimo
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obstrukeci kapilar. Morfologické studie ukazuji, Ze zvyseni
kapilarni permeability, edém tkan& a presun tekutin je
uskuteciiovan v Case reperfuze spiSe neZ v ischemické
periodé. Reperfuzni perioda je spojena se vznikem celé
fady zmén, které zahrnuji aktivaci leukocytd a tvorbu
reaktivnich zanétlivych komponent 2°.

Morin je originalni latkou, ktera byla zatim zcela ojedi-
néle pouZita pro testovani in vivo na patologickych bio-
modelech. V nasi studii byl sledovan antioxidacni efekt
morinu v rdmci terapeutického podavani v podminkéich
ischémie-reperfuze ledviny u laboratorniho potkana.

Byl zaznamenan signifikantni néarist hodnot SOD
u skupin 1é¢enych morinem v piislusnych davkach, ve
srovnani s placebo skupinou a rovnéZ ve srovnani s in-
taktni skupinou zvifat. U GSHPx byl zjistén pokles hod-
not u skupin léCenych ve srovnani s placebo i s intaktni
skupinou zvirat. Statisticky vyznamné vyssi hladiny SOD,
zjiSténé u skupin 1é¢enych, svéd¢i pro pripravenost k likvi-
daci superoxidd, odstrafiovani peroxidu vodiku a jinych
volnych radikald plisobicich poSkozeni ledvinné tkané po
reperfuzi. Predpoklddame, Ze jde o vysledek predchozi
preventivni suplementace zvitat této skupiny latkou s pro-
kadzanym antioxidacnim dCinkem in vitro. VySetfované
enzymy pusobi intracelularné a jejich aktivita na sebe vét-
Sinou navazuje. Je mozno predpokladat, Ze jejich aktivita
se miZe ménit dle stavu organizmu, nebo v souvislosti
s probihajicimi patologickymi procesy. Vysledky testova-
ni ukazuji, Ze vzdjemné kompenzacni mechanizmy tvore-
né souhrou plsobeni vice enzymil mohou byt potencova-
ny pritomnosti poddvanych antioxidantd.

Nazory jednotlivych autori na zménu aktivity SOD
a GSHPx vlivem klesajici funkce ledvin se velmi odliSuji.
Literarni odkazy hovoii jak o vzestupu aktivity SOD
i GSHPx 2V v zavislosti na klesajici funkci ledvin, tak
i 0 nalezu aktivity SOD a GSHPx sniZené 2 a rovnéZ nor-
malni 2¥. Pro lepsi posouzeni dané problematiky by bylo
vhodné stanovit u pokusnych zvifat aktivitu katalasy
v erytrocytech, kterd byva sniZend u pacientl s klesajici
funkci ledvin 2, a hladinu selenu, jeZ ma antioxidacni
ucinky, je soucasti GSHPx a jehoz deficit byva u pacienttl
s klesajici funkci ledvin pravidelnym nalezem 2%,

Statisticky vysoce vyznamné zvySeni hodnot AOC
u skupin zvitat lé¢enych bylo zaznamenano v porovnani
s hodnotami placebo a intaktni skupinou zvitat. Jde o sig-
nifikantni rozdil a 1ze predpokladat, Ze jde opét o logicky
vysledek predchozi suplementace latkou s antioxidacnim
efektem, ktery byl vyvolan jiZ nejnizsi davkou testované
latky. Nazory autorti na zmény AOC vlivem pfipadné kle-
sajici funkce ledvin se odliSuji 227,

Vysledky statistického porovnini hodnot MDA vykazu-
ji signifikantni zmény na hladin€ statistické vyznamnosti
(p<0,01), u skupin lé¢enych zvitat byla ve srovnani s pla-
cebo skupinou nalezena signifikantné nizsi primérna hod-
nota tohoto vedlejsiho toxického produktu lipoperoxidace.
Pii srovnani vysledkd provadénych studii se fada autorti
v literatufe shoduje na zvysené koncentraci MDA v plazmé
&i v erytrocytech 22 u pacientt s klesajici funkci ledvin,; pri-
¢inou vsak miZe byt nejen jeho zvySena tvorba z lipido-
vych peroxidd, ale i jeho sniZend rendlni eliminace *.
MDA miiZe dale modifikovat bilkoviny a vést k podobnym
zménam, jaké pozorujeme pii jejich glykaci 229,
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Hodnoty funkénich ukazatelti ledvinné funkce byly
sledovany v krvi a v moci. Vzestup hladiny kreatininu,
urey a zmény hodnot kyseliny mocové byly zjiStény
u zvitat placebo skupiny v porovnani s hodnotami skupi-
ny intaktni. Zieteln€ tak dokumentuji stav akutniho rendl-
niho poskozeni a jsou vysledkem homeostatické dysba-
lance. U skupin zvifat lé¢enych doSlo po 15denni
medikaci latkou s prokdzanym antioxida¢nim dcinkem
k signifikantnim zménam vybranych biochemickych uka-
zatelil sledovanych v krvi v porovnani se skupinou place-
bo. V podobné preklinické studii 2 trvala reperfuzni peri-
oda pouze 24 hodin a byly zjiStény vysoké hodnoty
sledovanych parametrti ledvinné funkce i u skupin 1éce-
nych zvifat v porovnani s placebo skupinou na konci
experimentu.

Odpady biochemickych ukazatelt sledovanych v moci
(kreatinin, urea, celkova bilkovina) ukazuji vyrazné rozdi-
ly ve srovnani s placebo skupinou. Pozitivni vliv morinu
byl zaznamenan ve vzestupu denni diurézy u skupin zvirat
lécenych ve srovnani s placebo skupinou.

Vysledky histopatologického vySetfeni ukazuji na
vyrazny protektivni efekt testované latky, coz je dokumen-
tovano u zvirat skupin lé¢enych v porovnani s placebo
skupinou. U zvifat placebo skupiny byla ve vSech vzor-
cich pozorovana masivni hemoragie v intersticiu, zejména
na hranici kory a dien¢, hemoragie v oblasti glomeruli
(Bowmannovo pouzdro i kapildrni klicka) i ve dfeni.
Kandlky mély regresivné zménéné epitelie od prostého
edému aZ k nekrdze epitelii se vS§emi vySe popsanymi zna-
ky. V luminu se vyskytoval vétSinou bilkovinny obsah
s tvorbou hyalinnich véalcti. Doprovodny edém a obecné
zvysena celularita glomerulu — zanétlivé reaktivni. Vlastni
vyrazné&jsi zanétlivy infiltrat byl pomérné astym nalezem
u této skupiny.

O pozitivnim efektu podavani antioxidantll za stavii
spojenych s ischémii a naslednou reperfuzi ledvinné tka-
né, ve vztahu ke zlepseni hodnot ukazateld antioxidacniho
systému, se hovofi i v dalsich publikacich 232,

Studie ukazuje na potencialni protektivni efekt morinu
v podminkach terapie ischemicko-reperfuzniho poskozeni
ledviny u laboratorniho potkana. Domnénku podporuji
i vysledky hodnoceni histopatologickych nalezi vySetio-
vanych ledvinnych preparat.

Price byla podpofena grantem IGA MZ CR — NL/7455-3.
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