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Abstrakt

Dihydromyricetin (DHM) se fadi mezi ptirodni flavonoidni latky, které maji pozitivni
ucinky na lidsky organismus. v Cinské tradicni mediciné byly rostliny obsahujici tuto latku
vyuzivany jako terapie pii jaternich onemocnénich apro zmirnéni projevi alkoholové
intoxikace. Mechanismus u¢inku DHM na metabolismus ethanolu neni doposud zcela znam.
Na modelu primarniho hepatocytu potkana byly studovany ucinky DHM pii ethanolové
intoxikaci. Pomoci dvou fluorescen¢nich sond DCFDA a DHR bylo prokazano, ze DHM
v zé&vislosti na koncentraci snizuje mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku v primérnich
hepatocytech. Hepatoprotektivni efekt DHM se ale neprojevil, kdyz byl u bunék exponovanych
alkoholu stanovovéna aktivita ¢i mnozstvi enzymu alaninaminotransferasy (ALT) jako markeru
poskozeni. Nésledné byl studovan vliv DHM na metabolismus ethanolu in vivo na modelu
potkana. Potkani byli jednorazové premedikovani bud’ ethanolem nebo ethanolem s DHM. Ze
stanoveného mnozstvi ethanolu a acetaldehydu v krvi je patrné, ze DHM neovliviiuje rychlost
ani mnozstvi metabolizovaného ethanolu. Vliv DHM na metabolismus ethanolu byl sledovan
také pfi opakované premedikaci ethanolem. u skupiny premedikované DHM byla zjisténa
zvySena koncentrace ethanolu v krvi, coZ naznacuje zpomaleni metabolismu alkoholu vlivem
DHM. Ziskané vysledky tedy nepotvrdily pfedpokladany pozitivni vliv DHM na rychlost
odbouravani ethanolu. Jatra potkand po opakované premedikaci ethanolem byla pouzita pro
pfipravu cytosolarnich frakei, v nichZ byl metodou Western blot s naslednou imunodetekci
ur¢ovan vliv DHM na mnozstvi alkoholdehydrogenasy (ADH). Na proteinové urovni ADH
nebyl efekt DHM prokazan.

Kli¢ova slova: hepatocyty, reaktivni formy kysliku, jaterni enzymy, flavonoid



Abstract

Dihydromyricetin (DMH) is a natural flavonoid compound with positive effects on the
human organism. In traditional Chinese medicine, plants containing DMH were used to treat
liver diseases and to reduce alcohol intoxication. The effects of DHM on ethanol metabolism
are not yet completely understood. Effects of DHM during alcohol intoxication were studied
on primary hepatocytes of rats. DCFDA and DHR probes were used to prove that DHM
(depending on concentration) reduces the number of reactive oxygen and nitrogen species in
primary hepatocytes. However, the hepatoprotective effects of DHM were not achieved when
presence of the alanine aminotransferase (ALT) was used to measure the damage of cells
exposed to alcohol. Further, the effects of DHM on alcohol metabolism were studied in vivo.
Rats were administered with single dose of ethanol or ethanol combined with DHM. Measured
blood levels of ethanol and acetaldehyde show that DHM has no effects on the rate or levels of
alcohol metabolism. The effects of DHM were also studied with repeated alcohol
administration. In the group that was administered also DHM, increased blood levels of ethanol
were measured. This points that DHM slow down the metabolic rate of ethanol. Obtained results
did not prove any positive effects of DHM on alcohol metabolism. After repeated alcohol
administration, liver tissue was used to prepare cytosol fractions. Presence of alcohol
dehydrogenase (ADH) was measured using the Western blot method with immunodetection.

No effects of DHM were detected on the ADH protein level.

Key words: hepatocytes, reactive oxygen species, liver enzymes, flavonoid
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Seznam zKkratek

24-WP  24jamkova desticka (,,well plate*)

6-WP 6jamkova desticka (,,well plate)

ADH alkoholdehydrogenasa

ALDH aldehyddehydrogenasa

ALT alaninaminotransferasa

CYP cytochrom P450

DCFDA 2’,7’-dichlorofluorescin diacetat

DHM dihydromyricetin

DHR dihydrorhodamin 123

EGTA ethylen glycol-bis(2-amino-ethylether)-N,N,N",N -tetra octové kyselina
ELISA ,enzyme-linked immunosorbent assay*

EtOH ethanol

GABA  kyselina y-aminomaselna

HepG2  buiiky jaterniho karcinomu

HUVEC lidské endotelové buiiky ziskané z pupecnikové Zily
Km Michaelisova konstanta

LDH laktatdehydrogenasa

LPS lipopolysacharid

MEOS  mikrosomadlni systém oxidace

MTT dimethylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid
NAD*  nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)

NADH + H" nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)



NADP" nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana forma)
NADPH nikotinaminadenindinukletidfosfat (redukovana forma)
PBS fosfatem pufrovany isotonicky roztok

PVDF  polyvinylidenfluoridova membrana

ROS reaktivni formy kysliku

RPM otacek za minutu

RSN reaktivni formy dusiku

SDS dodecylsiran sodny

Tris/HCI tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
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1 Teoreticky uvod

1.1 Metabolismus ethanolu

Etanol (EtOH) je bezbarva, vysoce hotlava kapalina s charakteristickou vini, ktera je
neomezené misitelna s vodou a vétSinou organickych rozpoustédel. Tuto slouceninu lze vyrobit
Cisté chemickym zptisobem, napt. hydrogenaci ethenu (primyslové nejvyuzivanéjsi synteticky
pomoci kvasinek kmenti Saccharomyces cerevisiae [1].

Ethanol je zndm jako zékladni sloZka pro vyrobu alkoholickych napoji. Mimo to mé
jesté celou fadu dalSich vyuziti. Ethanol je vyuzivan jako biopalivo do spalovacich motord nebo
je pridavan do ostatnich pohonnych hmot pro zvySeni vykonu motoru. v medicinalni
a farmaceutické praxi slouzi jako desinfekce ¢i jako rozpoustédlo pro jiné farmaceuticky
vyuzivané preparaty. Vyznamnou roli zastava také v kosmetickém primyslu a v Cisticich
prostiedcich [2, 3].

Konzumace alkoholu je dlouhodob¢ vysoka. Evropsky pramér spotieby Cist¢ého EtOH
na hlavu je podle svétové zdravotnické organizace zhruba 9,8 litru za rok. v Ceské republice je
ro¢ni spotieba oproti evropskému pruméru vyssi a ¢ini 14,4 litru ¢istého EtOH na hlavu [4].

EtOH je polarni nenabita sloucenina, ktera je dobte rozpustna ve vodé€ i v tucich. v téle
se velmi rychle distribuuje a téméf uplné vsttebava. Ethanol proniké skrze hematoencefalickou
bariéru do mozku. Je to latka s narkotickymi a anestetickymi uc¢inky podobné jako jiné te¢kavé
latky napt. diethylether ¢i chloroform. Plsobi na vSechny receptory na synapsich, k Zadnému
z nich se vSak nevaze specifickou vazbou. Pfi nizké koncentraci v mozku zplsobuje euforii,
zaroven vSak dochazi ke zpomaleni reakci na vnéj$i podnéty. Vyssi koncentrace maji tlumivé,
anestetické az narkotické ucinky. Dulezita role u¢inku EtOH je spojovana s receptory kyseliny
gama-aminomaselné (GABA). EtOH je schopen i bez ptitomnosti GABA otevfit chloridové
iontové kandly, které jsou GABA dependentni. Otevienim téchto kandlli je zplsobena
hyperpolarizace neuronti. Pfedpoklada se, ze praveé ucinek na GABA receptory je zodpoveédny
za zmény chovani, které provazi poziti EtOH [5, 6]. EtOH se do organismu obvykle dostava
pozitim. Po poziti je ethanol rychle absorbovan do krve [7]. Jeho absorpce je mozna v celé
travici soustave. Piiblizné 20 % EtOH se resorbuje v zaludku, zbytek je resorbovan z tenkého
stteva [7-9]. Maximalni koncentrace EtOH v krvi pii jednordzovém podani je dosahovano za
30-60 minut. v praxi byva konzumace alkoholickych nédpoji rozlozena do rizné dlouhych

casovych usekl a byva prokladéna jidlem. Koncentrace EtOH v krvi je zavisla na nékolika
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faktorech, na mnozstvi a druhu népoje, slozeni potravy a objemu néaplné¢ zaludku, télesné
hmotnosti, popfipadé mnozstvi télesné vody atuku arychlosti eliminace EtOH [7].
k nejrychlejsi absorpci dochdzi u alkoholickych napoji s koncentraci EtOH mezi 15-30 %
[10, 11]. Pokud je procentudlni obsah EtOH v napoji vy$si nebo nizsi nez toto rozmezi,
z diivodu malého koncentra¢niho gradientu na povrchu sliznic a naslednému zpomaleni difuze
skrz tkan. v koncentracich 30-40 % nebo vice mize EtOH zpusobit poskozeni povrchu sliznic,
piipadné vyvolat krvaceni zaludec¢ni sliznice a paralyzovat hladké svalstvo [13, 14]. Tyto
ucinky brani postupu EtOH ke sliznici tenkého stfeva, kterd ma u¢inngjsi absorpcni povreh [7].

Z nékolika studii vyplyva, ze tataz davka EtOH ve formé riznych alkoholickych napoji
zpisobuje rizné koncentracni kiivky EtOH v krvi. Napiiklad pivo se vstifebdva mnohem
pomaleji nez whisky nebo brandy [15]. Rozdily v mife absorpce nejsou zplisobeny pouze jejich
rozdilnymi obsahy EtOH. Bylo zjisténo, ze rozfedime-li ndpoje na tutéz koncentraci EtOH,
bude gin absorbovan rychleji nez whisky a oba tyto destilaty vyrazné pomaleji oproti sladkym
a cervenym vinum [11, 16]. Je pravdépodobné, ze dalsi slozky, které alkoholické napoje
obsahuji, maji schopnost ovliviiovat zaludecni motilitu nebo priitok krve zalude¢ni sliznici,
protoze zadny z téchto ndpoju se nevstiebava rychleji nez ¢isty EtOH. Neni zcela jasné, jaké
latky jsou za tyto efekty zodpovédné. Obecné jsou pfipisovany riznym bilkovinam,
sacharidlim, organickym kyselindm a solim a celkové pufracni kapacité systému [7]. Bézné se
predpoklada, Ze oxid uhli¢ity ma pozitivni vliv na rychlost absorpce EtOH. Experimentalni
dikazy se vsak vtomto ptipad¢ zcela neshoduji [7, 16]. Klein (1951) pozoroval rychlejsi
vzestup hladiny EtOH v krvi u ¢loveka po piti Sampanského oproti bilému vinu [16]. Haggard
a kolektiv (1938) [11] naopak nezjistili Zadné rozdily v koncentra¢nich kiivkach EtOH v krvi
pfi konzumaci ginu nebo whisky ziedénymi sycenou vodou oproti fedéni nesycenou vodou.
Moznym vysvétlenim je, ze oxid uhliity zkracuje dobu vyprazdiiovani Zaludku, a tim
urychluje absorpci téch napoji, které jsou obecné vstiebavany pomaleji (napt. Sampanské vs.
vino), zatimco v pripad¢ napoji, které jsou obecné absorbovany rychle, je tento efekt
zanedbatelny [7].

Distribucni prostor EtOH je 60 % télesné hmotnosti u Zen a 70 % télesné hmotnosti
u muzti. Obsah EtOH v alkoholickych napojich se obvykle udava v objemovych procentech
(viz tabulka 1, str. 12) [6]. Pro pfepocCet na hmotnostni koncentraci je tfeba pocitat se

specifickou hustotou EtOH, ktera ¢ini pfiblizné 0,79 kg/l [17].
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Tabulka 1: Mnozstvi EtOH obsazeného v jednotlivych druzich alkoholickych napoju.

Pievzato z: [17].

Pivo 5 vol. % =5 ml/100 ml 40 g EtOH/litr
Bil¢é vino 11 vol. % =11 ml/100 ml 87 g EtOH/litr
Cervené vino 14 vol. % = 14 ml/100ml 111 g EtOH/litr
Destilat 40 vol. % =40 ml/100 ml 320 g EtOH/litr

Vétsina EtOH je z téla odstranovana pomoci oxida¢nich procest a soucasné je priblizné
z 5-10 % vylu€ovano plicemi a mo¢i. Zanedbatelné mnozstvi je pak vylu¢ovano slinami, zluci
a potem. Obsah EtOH vydechovaného plicemi v nezménéné formé koreluje s hladinou EtOH
v krvi, ¢ehoz vyuziva policie pii testovani konzumace EtOH u fidica. v piipad¢ prilezitostnych
pijakt je metabolizovano piiblizn¢ 100 mg EtOH/kg télesné hmotnosti za hodinu u muzi
a 80 mg EtOH/kg za hodinu u Zen [17-19]. u chronickych alkoholikil je rychlost eliminace
zavisla na stavu jaternich funkci a celkovém zdravotnim stavu. Enzymové aktivita systémi,
které se podileji na metabolismu EtOH, muZze byt aktivovdna a odbouravani tak mutze byt

vyrazné rychlejii [17, 20].

1.1.1 Biotransformace ethanolu

Biotransformaci obecné minime chemické premény xenobiotik ¢i endogennich latek
v Zivém organismu. Cilem organismu je zvysit polaritu (hydrofilitu) latky za ucelem jejiho
snadngj$iho vylucovani zorganismu. Konecné stabilni produkty biotransformace jsou
povétSinou méné toxické nez pivodni transformovana latka. Mlize ovSem dochézet 1 ke zvySeni
toxicity tzv. metabolickou aktivaci. Za toxicky uc¢inek latky jsou Casto zodpovédné prave
metabolické intermediaty, volné radikadly ¢i elektrofilni ¢inidla, kterd vznikaji béhem
biotransformace. Biotransformacni reakce tradi¢né délime do dvou fazi. Mezi reakce prvni faze
patii oxida¢né redukeni reakce a hydrolytické premény. Reakce druhé faze biotransformace se
nékdy nazyvaji také jako reakce konjugaéni. Dochazi pii nich ke konjugaci (sluCovani)
s endogennimi polarnimi latkami, mezi které patii napft. sulfat, acetat, kyselina D-glukuronova
¢i glutathion. Klicovou tulohu v pribéhu biotransformace maji biotransformacni enzymy.
Béhem konjugace dochazi k reakci xenobiotika s hydrofilni endogenni latkou, ktera v ptislusné

reakci funguje jako dalsi substrat. v ptipad¢ prvni faze biotransformace zéalezi na tom, zda je
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kone¢nym akceptorem elektroni vznikajicich pfi oxidaci kyslik nebo oxidovand forma
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD" ¢i NADP"). Pokud je kone¢nym akceptorem kyslik,
fadi se dan¢ enzymy mezi oxidasy. Nikotinamidadenindinukleotid je kone¢nym akceptorem
pro enzymy, které nazyvame jako dehydrogenasy. Pravé dehydrogenasa je zfejmé nejzasadné;jsi
enzym podilejici se na detoxikaci EtOH v nasem t¢le [5, 21, 22].

EtOH je v lidském téle metabolizovéan na acetaldehyd a ten dale na acetat. Transformace
na aldehyd probiha tfemi cestami. Hlavni vyznam (75 %) mé alkoholdehydrogenasova cesta.
Dalsi moznou cestou je inciducibilni mikrosomalni EtOH oxidujici systém (MEOS). Posledni

a minoritni je oxidace EtOH za ucasti peroxidu vodiku v pfitomnosti enzymu katalasy [21].

1.1.2 Alkoholdehydrogenasova cesta

Alkoholdehydrogenasova cesta je hlavni drahou metabolismu EtOH. Pfeména EtOH je
katalyzovana dvéma enzymy — alkoholdehydrogenasou a aldehyddehydrogenasou. Zahrnuje
v prvnim kroku pfeménu EtOH (tj. oxidaci) na acetaldehyd. v druhé reakci preménu
acetaldehydu na acetat [23]. Cilem enzymu alkoholdehydrogenasové cesty je odbouravani
EtOH bud’ pfijat¢tho v napojich a potravé nebo také odbourdvani EtOH produkovaného
sttevnimi bakteriemi. Mimo jiné se tyto enzymy také podileji na metabolismu endogennich
sterolu [1, 17].

Alkoholdehydrosenasa (ADH), systematicky alkohol: NAD'- oxidoreduktasa,
E.C. 1.1.1.1 je cytosolicky metaloenzym, ktery ve svém aktivnim misté obsahuje kation zinku
(Zn*"), do jehoZ koordinaéni sféry se vaze alkohol jakoZzto substrat. NAD" je jako kofaktor
enzymu vazan v aktivnim misté, kde je akceptorem elektronl a slouzi zde jako oxidaéni
¢inidlo [5, 17].

Alkoholdehydrogenas 1 aldehyddehydrogenas existuje nékolik druhii. Enzymy jsou
kédovany riznymi geny a tyto geny se mohou vyskytovat v nékolika variantach. Prave t€émito
variabilitami v genetickém kodovani enzymi je vysvétlovana rozdilna schopnost metabolizovat
alkohol u jednotlivych lidskych etnik [24]. Lidé maji sedm gentl, které koduji jednotlivé formy
alkoholdehydrogenas. Tyto geny se oznacuji: ADHIA, ADH1B, ADH1C, ADH4, ADHS,
ADH6 a ADH7. VSechny tyto geny jsou uspofadany v jedné oblasti chromozomu.

Funk¢ni enzym se sklddd ze dvou podjednotek. Na zékladé podobnosti v sekvenci
aminokyselinovych fetézct a kinetickych vlastnosti pifi oxidaci ethanolu jsou rozdéleny do 5
tiid. Tridy se od sebe mimo kinetickych vlastnosti navzajem li§i strukturou, substratovou

specifitou nebo téz lokalizaci v lidském organismu [23].
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Na oxidaci EtOH v lidském téle se podili enzymy tfidy I, tfidy II a pravdépodobné
itiidy IV [22]. Ttidu ireprezentuji tfi izoenzymy — a, B, y, které se vyskytuji ve formé
homodimerii a heterodimerit [25]. Enzymy této tfidy maji nizké hodnoty Michaelisovy
konstanty (Km) pro EtOH a jsou vysoce senzitivni na inhibice derivaty pyrazolu [22]. Vyskytuji
se v plicich, ledvinach, gastrointestinalnim traktu (hlavné v zalude¢ni mukdze, lacniku
a kycCelniku) a v jatrech. Pravé v jatrech se vyskytuji velmi hojné a proto je ptedpokladano, ze
hraji v metabolismu EtOH majoritni roli [26].

Enzymy tfidy II jsou pfitomny v gastrointestinalnim traktu a v jatrech. Oproti prvni tiidé
enzymi maji vyssi hodnotu K pro EtOH [22]. Alkoholdehydrogenasy ttidy III se vyskytuji ve
vSech tkénich. Jejich metabolicka aktivita pro EtOH je velmi nizkd, jsou v podstaté neaktivni,
ale mohou metabolizovat alkoholy s dlouhym uhlikovym fetézcem aomega mastné
kyseliny [27].

Je uvadéno, ze ADH vyskytujici se v zalude¢ni mukdze vykazuje mnohem vyssi aktivitu
umuzl nez uzen. u muzd je tento enzym schopen oxidovat az s zkonzumovaného EtOH.
u chronickych alkoholikli nebo u pacientli trpicich gastritidami zpusobenymi bakterii
Helicobacter pylori Gloha tohoto enzymu vzhledem k poSkozeni mukozy vyrazné klesa.

Jak jiz bylo naznaceno vyse, mezi riznymi lidskymi etniky existuji riizné polymorfni
formy alkoholdehydrogenas. Tato skute¢nost vysvétluje obecné znamy fakt, Zze néarody ci
etnické skupiny maji rozdilnou snaSenlivost EtOH. Obecné zndm4 je nizka tolerance EtOH
u Asiati nebo naopak pomeérné vysokd snasenlivost EtOH u slovanskych narodd [28].
Alkoholdehyrogenasa mtize mimo EtOH katalyzovat itadu reduk¢nich reakci pii kterych
z aldehydl a ketond vznikaji pfislusné primarni a sekundarni alkoholy. ADH je schopna
metabolické aktivace celé fady cizorodych latek, ze kterych vznikaji pro télo velmi nebezpecné
slouceniny, napf. pfeména methanolu na formaldehyd ¢i ethylenglykolu na glyoxal. Latka 4-
methylpyrazol je schopna inhibovat aktivitu ADH a byva pro tuto vlastnost pouzivana jako
antidotum pfi otravach methanolem nebo ethylenglykolem [5].

Mimo dehydrogenace primarnich a sekunddrnich alkohold se také podili na
metabolismu katecholamint a steroidnich hormonii [29]. Mechanismus oxidace je zndzornén

na obrazku 1, str. 15.
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Obrazek 1: a) Katalytické misto jaterni alkoholdehydrogenasy, b) Mechanismus oxidace

a redukce pomoci alkoholdehydrogenasy. Ptevzato a upraveno z: [30].

Aldehyddehydrogenasa (ALDH), systematicky aldehyd: NAD"- oxidoreduktasa, E.C.
1.2.1.3, se nachdzi nejen v cytosolu, ale také membranach endoplasmatického retikula
a mitochondrii. Jejim ukolem je oxidace aldehydické skupiny na karboxylovou kyselinu.
v aktivnim misté je karbonyl navdzan na thiolovou skupinu cysteinu. v nasledujicim kroku je
oxidovan pomoci NAD" nebo NADP", ktery slouZi jako kofaktor tohoto enzymu. Vznika
thioester, ktery je dale hydrolyzovan, pficemz je uvolnéna piislusna karboxylova kyselina
a obnovena volna thiolovad skupina cysteinu. Aldehyddehydrogenasa ma tedy dvé funkce —
oxidativni a hydrolytickou [5, 17, 31]. Katalyticky mechanismus aldehyddehydrogenasy je

znazornén na obrazku 2.
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Obrazek 2: Mechanismus oxidace aldehydii na karboxylové kyseliny aldehyddehydrogenasou.

Ptevzato a upraveno z: [32].
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ALDHI1 a mitochondridlni ALDH2. ALDHI je velmi senzitivni na disulfiram. Disulfiram je
latka selektivné inhibujici pfeménu acetaldehydu na kyselinu octovou. Dochdzi tak
k nahromadéni acetaldehydu v organismu, coz zpiisobuje fyziologické obtize. Této vlastnosti
bylo vyuzivéano pii 1€cbé zavislosti na alkoholu, kdy bylo pacientiim podavano 1é¢ivo antabus
(0¢innd latka disulfiram) [22, 33]. Negativni zazitek spojeny s konzumaci alkoholu mél mit
znacny vliv pfi 1€cbe¢ zavislosti na alkoholu. Podobné vlastnosti jako disulfiram ma také toxin
obsazeny v houb¢ hnojnik inkoustovy, latinsky Coprinus atramentaria, ktery se nazyva coprin.
Coprin, chemicky N-5-(1-hydroxycyklopropyl)-L-glutamin je vtéle nestabilni aje
enzymatickou hydrolyzou preménovan na 1-aminocyklopropanol a cyklopropanon [34]. Ob¢
tyto latky jsou schopné inhibovat ALDH [35].

Pti alkoholdehydrogenasové i aldehyddehydrogenasové reakci vznikaji ekvimolarni
mnozstvi redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu (NADH + H"). Na vstupu do
dychaciho fetézce, kde je tento koenzym znovu oxidovan, soutézi s redukénimi ekvivalenty
dehydrogenace jinych substratl, ¢imz mohou zpozdovat jejich zpracovavani. Dochazi
naptiklad ke sniZzeni aktivity citratového cyklu, snizeni odbourdvani mastnych kyselin pomoci
beta-oxidace. Pokud je zvySené mnozstvi NADH + H" oproti NAD" dochazi ke
zvySeni produkce laktatu, coz mize vést k metabolické acidoze organismu [36].

ADH ptsobi také v tlustém stievé, kde je EtOH produkovan stfevni mukozou
a pfitomnymi symbiotickymi bakteriemi. v tlustém stievé je aktivita ALDH nizkd, coz vede
k hromadéni acetaldehydu ve stievé. Acetaldehyd miize pfispivat ke gastroenterologickym
obtizim, které zpusobuje chronicky alkoholismus — tvorba polypti anadort tlustého

stteva [17, 22].

1.1.3 Katalasova cesta
Katalasa, systematicky H>O2: H>O» oxidoreduktasa, je enzym, bez které¢ho probiha
oxidace EtOH nejpomaleji. Enzym obsahuje porfyrinovy skelet s iontem Zeleza (Fe**) jakozto

centrdlnim atomem. Je to tedy enzym hemového typu analezneme ho v peroxisomech.

Produktem reakce je acetaldehyd [37, 38]. Reakce probiha dle nésledujiciho schématu:

CH3;CH,0H + H,0, — CH3CHO + 2H,0
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1.1.4 Mikrosomalni systém oxidace ethanolu

Mensi podil EtOH je metabolizovan tzv. mikrosomalnim systémem oxidace EtOH.
Tento systém muizeme nalézt v endoplazmatickém retikulu jaternich nebo plicnich bunék, dale
u bunék mozkovych a koznich. Produktem reakce je opét acetaldehyd. Koenzymem reakce je
NADP".

Objev MEOS pfinesl obrovsky védecky posun v oblasti vyzkumu jaternich onemocnéni
zpusobenych konzumaci alkoholu. Po mnoho dekad se vétilo, Ze alkoholdehydrogenasova cesta
s minoritnim pfispévkem katalasy je jediny mozny zptsob odbouravani alkoholu.
Alkoholdehydrogenasova cesta oxiduje EtOH za pomoci redukce NAD* na NADH. Nicméné
ne vSechny efekty, které konzumace EtOH zpiisobuje, bylo mozné vysvétlit na zakladé této
cesty [39]. Hlavni fakt, ktery nebylo mozné vysvétlit jako proces zptsobeny aktivitou ADH ¢i
katalasou, byla zvySena schopnost odbouravat alkohol u chronickych alkoholikd. Ve vzorcich
lidské krve bylo prokézano, ze ADH neni inducibilni [40]. Toto zjisténi vedlo k hypotéze, ze
existuje jesté dalSi systém, ktery se podili na detoxikaci EtOH. Hypotézu potvrdily také
vysledky pozorovani vyzkumné skupiny Remmera a Merkera [41], ktefi se zabyvali
pozorovanim proliferace hladkého endoplasmatického retikula po podani riznych xenobiotik
véetné EtOH. Vysledkem bylo zjisténi, Ze proliferace hladkého endoplasmatického retikula
pozorovand po podani ptislusného xenobiotika, byla vZdy spojena s nartstem aktivity enzymu,
ktery pfislusné xenobiotikum metabolizuje, a ktery je lokalizovan na ptisluSnych proliferujicich
se membranach [39, 40].

V roce 1968 byl potvrzen objev nové metabolické cesty EtOH (u lidi 1 u potkanti), ktera
je lokalizovana v endoplazmatickém retikulu [42]. Mikrosomalni systém oxidace ethanolu je
zavisly na cytochromu P450 (CYP), ¢imz je odliSny od ADH a katalasy. Na zaklad¢ nové
nomenklatury byl cytochrom P450, ktery je inducibilni EtOH nazvan CYP2EI1 [43]. Oznaceni
MEOS bylo zachovéano, protoze se ukazalo, Ze 1ijiné cytochromy P450 astejné tak
1 hydroxylové radikaly jsou schopné ovliviiovat metabolismus EtOH. u ¢lovéka byla vazba na
metabolismus prokézana také u CYP1A2 a CYP3A4. Pokud porovname oxidacni schopnosti
CYP2E1 s CYPIA2 nebo CYP3A4, CYP2E1 ma témét dvojnasobnou aktivitu. Na zéklade
tohoto zjiSténi by se dalo tvrdit, ze CYP2E1 ma tedy majoritni roli v oxidaci EtOH v lidskych
jaternich mikrosomech. Pokud ovSem uvazujeme souctovou aktivitu CYP1A2 a CYP3A4 je
jejich aktivita srovnatelna s aktivitou CYP2EI. ztohoto divodu jsou tyto enzymy také

vyznamné zapojeny do patofyziologie spojené s metabolismem EtOH [39].
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V ptipadé¢ detoxifikace EtOH hraje CYP2EI dvoji roli. Navzdory skutecnosti, Ze pfi
nizkych koncentracich EtOH méa ADH vyrazné vyssi kapacitu pro oxidaci EtOH nez MEOS, je
to pravé MEOS a zejména CYP2EI, ktery je zodpovédny za metabolickou adaptaci na vysoké
koncentrace EtOH, které jsou bézné u chronickych alkoholikt [39].

Predpoklada se, ze CYP2E1, vzhledem ke své schopnosti produkovat reaktivni formy
kysliku, jako jsou naptiklad superoxidové anion radikaly, hraje klicovou roli v patogenezi
jaternich onemocnéni zplusobenych EtOH. Cilem volnych radikali jsou pfedevsim
membranové lipidy. Poskozeni biologickych membran vede k celé rfadé dalSich metabolickych
obtizi. Mimoto zvySena tvorba reaktivnich forem kysliku miize pfispét k toxicit¢ EtOH
prostfednictvim radikaloveé navozené inaktivace urcitych enzymu [44].

Dale je CYP2E1 zodpovédny za vznik vysoce hepatotoxickych sloucenin v diisledku
metabolické aktivace fady xenobiotik. Ptikladem takové latky je tetrachlormethan, ktery je
pfeménovan pravdépodobné na trichlormethylovy radikal. Toxicita tetrachlormethanu je
umocnéna, pokud pfed poddnim tetrachlormethanu piedchédzela premedikace EtOH [45]. Je
dokéazano, Ze premedikace EtOH navysSila aktivitu mikrosomdlnich enzyml s nizkou Km
metabolizujicich benzen a zaroveil zvysila hemopoetickou toxicitu benzenu [46]. Existuje také
souvislost mezi naduzivanim EtOH a zvySenym vyskytem rakoviny hornich zazivacich
a dychacich cest [39]. Na tomto procesu ma pravdépodobné praveé podil ethanolem vyvolana
aktivace prekarcinogenil a karcinogent pomoci cytochromt P450.

Neopominutelnym jevem je EtOH zplsobenia indukce CYP2EI v Kupfferovych
bunkach. Indukci dochazi k nardstu intracelularni hladiny acetaldehydu. Ukazalo se, ze
CYP2E1 v Kupfferovych buiikkach produkuje pravdépodobné¢ mnohem véE&t§i mnozstvi
acetaldehydu nez CYP2EI v hepatocytech. u mysi bylo dokonce prokézano, Ze inhibitory
cytochromu P450 v Kupfferovych buiikdch snizuji metabolismus EtOH vice nez o 50 %,

zatimco inhibitory ADH a katalasy jej sniZily pouze o méné nez 10 % [47].

1.2 Utinek ethanolu na organismus

1.2.1 Akutni intoxikace

Ethanol piisobi pii vyssich davkach podobné jako jina narkotika. Mirné davky mohou
vyvolavat motorické a psychické oziveni. u nekterych osob dochdzi po urcité davce EtOH ke
ztrat¢ zabran a mohou se tak chovat velmi agresivné ¢i manicky [6]. Smrtelné davky EtOH se
pohybuji kolem 3—5 promile. k prodluzovani reakéni doby dochazi jiz pti 0,5 %o, kdy jsou v krvi
pozorovany zmeény u20-30 % jedinct [6, 48]. Uzivani nékterych druhli psychofarmak,
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hypnotik nebo nékterych antihistaminik mtize vyrazné zvysit u¢inky EtOH. Dalsi nebezpecnou
vlastnosti pro ¢lovéka je, ze EtOH rozsituje cévy v dusledku inhibice termoregula¢niho centra.
Rozsifeni cév ma za nasledek tepelné ztraty organismu. Intoxikovanym osobam hrozi riziko
podchlazeni 1 pfi teplotach vyrazné piesahujicich 0 °C.

Akutni intoxikace zasahuje do obou hlavnich metabolickych drah EtOH. Oba systémy
produkuji acetaldehyd, ktery je vysoce toxickou a velmi reaktivni latkou. Jeho nadbytek
spojeny s intoxikaci EtOH zpilisobuje — zvraceni, bolest hlavy, dychavi¢nost, tachykardie ¢i
zarudnuti ktize [6, 48].

Laktatova acidosa vznikajici pii reoxidaci NAD" ovliviiuje vylu¢ovani kyseliny mocové
v ledvinach, které je vlivem acidosy snizeno. Ubytek pyruvatu spotiebovavaného na reoxidaci
NAD" nasledné snizuje glukoneogenezi, coz vede k hypoglykemii.

Acetaldehyd miize byt pfeménén na acetat, jenz je jatry vyuzivan pro syntézu acetyl-
CoA. Nadbytek acetyl-CoA, ktery vznikne v disledku konzumace EtOH, zvySuje rychlost
syntézy mastnych kyselin a podmiiiuje tak alkoholickou jaterni steatosu [49]. Dale acetaldehyd
diky své reaktivité podporuje vznik volnych radikald, které jsou zodpovédné za peroxidaci
lipidi bunéénych membran ¢i DNA. Pfi lipidové peroxidaci se tvoii toxické produkty jako napf.
malondialdehyd a 4-hydroxynonenal [50].

Adukty acetaldehydu s DNA jsou tvofeny bud ve formé& Schiffovych bazi nebo
mechanismem Michealovy adice. v ptipad¢ Schiffovych bazi reaguje atom uhliku karbonylové
skupiny s volnou aminovou skupinou DNA nebo lysinovym zbytkem. B&éhem Michaelovy
adice dochazi k tvorbé dvojné vazby mezi B-uhlikem karbonylu a nukleofilni skupinou na
DNA [51].

Ethanol, jakoZto polarni rozpoustédlo, ovlivituje fluiditu membran, ¢imZz muizZe byt
ovlivnén prenos akéniho potencidlu. Plisobeni na neurony v mozku je narozdil od jinych drog
nespecifické a postihuje vSechna jeho centra. Dochazi také k poruSe funkce transportu latek
pres membranu ¢i receptorovych funkci. Poruchy téchto procest byvaji oznacovany jako zaklad

nervovych a psychickych projevii alkoholové intoxikace [52, 53].

1.2.2 Chronicka intoxikace a zavislost na alkoholu

Pti pravidelné konzumaci EtOH se snizuje citlivost centralniho nervového systému
a celkové jeho farmakologicky ucinek. Preruseni pravidelné konzumace EtOH vyvola
u zavislych jedinch somatické abstinen¢ni pfiznaky, které mohou byt az Zivot ohrozujici (napf.
delirium tremens). Studie nasvédcuji, Ze incidence alkoholikil se v nasi spolec¢nosti pohybuje

mezi 2-3 % [6, 48].
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Chronickd konzumace alkoholu dlouhodobé zvySuje hladinu acetyl-CoA
a NADH + H". Nasledky zvySenych hodnot téchto latek byly popsany v ramci kapitoly o akutni
intoxikaci. v disledku zvysené syntézy mastnych kyselin se vytvaii nadbytek triacylglycerolt.
Nedochazi totiz k inkorporaci triacylglycerolit do molekul lipoproteinti, protoze aktivita
lipoproteinlipasy, kterd je za tento jev zodpovédna, je inhibovéana [17].

Pti chronické konzumaci EtOH mohou byt zdsadné poskozeny imunitni mechanismy
organismu. Acetaldehyd ma schopnost vazat se na bilkoviny, ¢imz mize ménit strukturu
epitopt, které¢ zacnou byt imunitnimi mechanismy rozpoznavany jako cizorodé a dochazi tak
k navozené imunitni reakci. Je uvadéno, Ze u72 % pacienti postizenych néjakou
z alkoholovych jaternich poruch, je vséru mozné nalézt protilatky proti poskozenym
hepatocytiim. Alkoholici jsou postizeni polyklonalni IgA-hypergamaglobulinemii. Pfitomnost
téchto protildtek mize poukazovat na zadvaznost choroby [54].

Chronicti alkoholici trpi ¢asto nedostatkem vitamini a minoritnich slozek potravy.
Acetaldehyd narusuje metabolismus retinolu, coz zapfi¢iiiuje nedostatek vitaminu A. Alkohol
energeticky saturuje potfeby organismu, alkoholici tedy pfili§ nepfijimaji potravu, a tak
nutricné stradaji [55, 56]. Schématické shrnuti hlavnich metabolickych efektti ethanolu je

uvedeno na obrazku 3, str. 21.
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Obrazek 3: Schématické shrnuti hlavnich metabolickych efektu ethanolu. Ptevzato a upraveno
z: [17].

1.3 Ethanol a oxida¢ni poSkozeni

Oxidacni poskozeni bunck je zpisobovano volnymi radikély, coz jsou molekuly,
v jejichz atomarni struktufe se vyskytuji neparové elektrony ve wvné&jSich slupkéch
elektronového obalu. Pravé ptitomnost neparovych elektroni zplsobuje jejich nestabilitu
a vysokou reaktivitu. Maji kratkou dobu Zivota a nespecificky reaguji s mastnymi kyselinami,
aminokyselinami, peptidy ¢i nukleovymi kyselinami. Délime je na reaktivni formy kysliku
(reactive oxygen species, ROS) a reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species, RNS).
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce radikali ¢i latek, které je poskytuji (sami o sob€ nejsou radikaly)
patii superoxidovy anion radikal, hydroxylovy radikal, hydroperoxylovy radikal, alkoxylovy
radikal, peroxid vodiku, singletovy kyslik, oxid dusnaty a peroxynitrit [57, 58]. Lidské télo ma
obranné mechanismy, které maji za ukol udrzovat hladiny reaktivnich forem v bezpecnych

mezich. Pokud dojde k pfetiZzeni téchto mechanismil, vznika tzv. oxidacni stres.
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1.3.1 Vznik volnych radikalii a jejich piivod v organismu

Volné radikaly i dalsi ROS a RNS vznikaji v priibéhu mnoha metabolickych procest
v lidském téle [58]. v bunkach probiha tvorba volnych radikalt neptetrzité. Na jejich tvorbé se
podileji jak enzymové, tak neenzymové reakce. Mezi enzymové reakce, které slouzi jako zdroj
volnych radikali patii enzymy, které se ticastni respirace, fagocytosy, syntézy prostaglandina
a enzymy systému cytochromu P450 [59]. Mezi zdroje interné generovanych radikalt patfi:
mitochondrie, xantinoxidasa, peroxisomy, zanétlivé reakce ¢i ischemie [60]. Superoxidovy
anion radikal je generovan prostiednictvim nékolika oxidasovych systémi. Ihned po vytvoreni
se podili na reakcich, které vedou k tvorbé dalsich ROS a RNS, napt. peroxid vodiku,
hydroxylovy radikal ¢i peroxynitrit. Nejreaktivnéj§im volnym radikélem vznikajicim in vivo je
hydroxylovy radikal. Je tvofen reakci superoxid anionového radikalu s peroxidem vodiku
v ptitomnosti Fe** nebo Cu®, které slouzi v reakci jako katalyzator [58]. Tato reakce se nazyva

Fentonova reakce a jeji schéma je zndzornéno na obrazku 4.

a) Fentonova reakce

H,0; + Fe?* = HO- + OH™ + Fe3*

MozZné reakéni cesty pro Fentonovu Fe’* + 20H

reakei v nepiitomnosti organickych

substrati H.0
Fe?* + H,0, [FeZ* - H,0,] HO*® + FeO*

radikdlova cesta

Fe(OOH)* Fez+
H+ 3+ 4
J Fe2+ 2 Fe OH-
FeO2+ neradikdlové cesta

h‘ Fe2* + O, + H,0

neradikalova cesta

Obrazek 4: a) Fentonova reakce; b) Mozné reakcni cesty pro Fentonovu reakci v nepritomnosti

organickych substratii. Pfevzato a upraveno z: [61].
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Voln¢é radikaly mohou byt také produkovany prostiednictvim neenzymovych reakci
kysliku s organickymi slouceninami. Neopominutelnym zdrojem volnych radikalta je
11onizacni zafeni. Exogenni ROS/RNS jsou produktem znecisténi zivotniho prostiedi,
predevsim vody a vzduchu. Jako dalsi vlivy, které pfispivaji k tvorbé volnych radikala
v lidském téle, je nezbytné uvést: cigaretovy kouf, konzumace alkoholickych napojt, kationty
tézkych kovi (Cd, Hg, Pb), nékteré 1éky a primyslové chemikalie. Po proniknuti téchto latek

do téla dochazi k jejich rozkladu ¢i metabolismu, pii¢emz vznikaji volné radikaly [58].

1.3.2 Vyznam volnych radikali v organismu

Pti nizkych az stfednich koncentracich jsou ROS a RNS pro télo velmi prospésné.
Neutrofily, makrofagové a monocyty uvolnuji volné radikdly pii eliminaci patogennich
mikroorganismil. Tento proces je soucasti dilezitého obranného mechanismu organismu proti
infekcim. Vyznam tohoto procesu muzeme pozorovat u pacientim s granulosnim
onemocnénim. Tito pacienti maji poSkozeny membranové vazany systém NADPH oxidasy,
ktery se projevuje neschopnosti produkovat superoxidovy anion radikdl, coz se projevuje
vleklymi infekcemi [58]. ROS a RNS jsou nezbytné pro fadu bunécnych signaliza¢nich drah.
Klicové ulohy maji napi. v signalizanich kaskadach fibroblastd, endotelialni bunikach,
bunkach tvoricich hladkou svalovinu cév ¢i tkané Stitné zlazy. Piikladem mize byt oxid
dusnaty, ktery slouZi jako intercelularni posel pro modulaci krevniho tlaku, trombdzy a nervové
aktivity. Oxid dusnaty funguje také jako nespecificka obrana hostitele pfi boji proti patogentim.
Volné radikaly hraji roli v pritbéhu mitotickych procesti [58, 60].

Pokud je produkce volnych radikald v organismu vysoka, dochazi k vzniku oxida¢niho
stresu. Oxidacéni stres je Skodlivy proces, pfi kterém mulze dochazet k vaznému poSkozeni
bunécnych membran, proteint, lipidd, lipoproteinii, DNA a RNA [62, 63]. Buné¢né membrany
mohou byt poSkozeny napiiklad hydroxylovy radikdlem a nadbytkem peroxynitritu. Tento
proces, ktery se nazyva peroxidace lipidii vede k tvorbé malondialdehydu a konjugovanych
dienovych sloucenin, jez jsou cytotoxické a mutagenni. Malondialdehyd je karcinogenni latka,
ktera zptisobuje zesiténi nukleovych kyselin a proteint. Peroxidace lipidu je fetézovou reaket,
tedy jakmile je zahéjena, za¢ne se $ifit velmi rychle a ovliviiuje tak velké mnozstvi lipidovych
molekul. Proteiny mohou byt také poSkozeny vlivem ROS a RNS. Poskozeni vede ke zmé&nam
ve struktufe proteinil a ztrat¢ enzymové aktivity. Vlivem oxida¢niho poskozeni DNA dochazi

ke vzniku mutaci [55].
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1.4 Antioxidanty

Organismy si v prubéhu evoluce vytvorily antioxida¢ni obranu, kterd je chrani pred
toxickymi vlivy volnych radikalii [64]. v lidském organismu je nékolik systémd, které ptisobi
proti oxida¢nimu stresu skrze produkci antioxidanti, které jsou bud’ endogenniho piivodu nebo
externé dodavané prostfednictvim potravy. Antioxidanty jsou slouCeniny nebo enzymové
systémy, které ptisobi dvéma zplisoby. Prvnim z nich je zabranéni tvorby volnych radikald,
druhou moznosti je reakce se vzniklymi volnymi radikély za ucelem jejich inaktivace [58].
Endogenni antioxidac¢ni slouceniny jsou napi. glutathion, pfipadné dalsi slouceniny obsahujici
thiolovou skupinu, bilirubin, kyselina mocova, albumin a dal§i sérové bilkoviny. Hlavni
antioxidaéni enzymové systémy, které se piimo podileji na neutralizaci ROS a RNS jsou:
superoxiddismutasa, katalasa, glutathionperoxidasa a glutathionreduktasa [55, 56, 58].
Superoxiddismutasa je enzym, ktery tvofi prvni linii obrany proti volnym radikalim.
Katalyzuje redukci superoxidového anion radikalu na peroxid vodiku. Peroxid vodiku vznikly
touto reakci je dale pfeménovan na vodu pomoci enzymu katalasa nebo glutathionperoxidasa.
Glutathionperoxidasa je enzym, ktery ve své struktufe obsahuje atom selenu. Plisobenim
glutathionperoxidasy dochazi k oxidaci glutathionu. Glutathionreduktasa néasledné redukuje
oxidovany glutathion vznikly pfedchozi reakci. Redukce probihé za spotteby NADPH [60].

Exogenni antioxidanty jsou slouceniny, které si organismus neumi vyprodukovat a musi
byt dodavany prosttednictvim potravy. Vyznamnymi exogennimi antioxidanty jsou: vitamin E,
vitamin C, karotenoidy, kationty selenu, manganu a zinku, flavonoidy, omega—3 a omega—6
mastné kyseliny aj. [65].

Pfi neutralizaci volného radikalu se antioxidant sam oxiduje. z tohoto divodu musi byt
zdroje antioxidanti v téle nepietrzité dopliiovany. Zadny antioxidant neni univerzalni, ndkteré
antioxidanty jsou vu¢i uréitym volnym radikalim neefektivni. Za urCitych okolnosti miize
antioxidant generovat volné radikaly, a tim pfispivat k oxidacnimu stresu [65].

Antioxidant zasahuje do pribéhu fetézovych radikdlovych reakci. Mezi antioxidanty
pusobici pti radikalovych reakcich patii napi. vitamin C, vitamin E nebo karoteniody. Tyto

latky plisobi az po iniciaci reakce. OvSem enzymy jako superoxiddismutasa, katalasa ¢i

.....

.......

nebo stabilizaci ionti pfechodnych kovi jako je méd’ a zelezo, které jsou v nestabilizovaném

stavu také schopné produkovat radikaly [58].
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1.5 Utast ethanolu na produkei volnych radikali

Jiz v sedmdesatych letech se predpokladalo, ze EtOH muze ovlivnit antioxidacni
rovnovahu jaternich bunék [56]. v soucasné dob¢ je mozné diky pokroc€ilym technologickym
postuptiim studovat piimé zapojeni volnych radikali do metabolismu ethanolu a uvazovat tak
o jejich roli v patogenezi tkanovych zmén [55]. Pouzitim elektronové spinové rezonancni
spektroskopie s vhodnou iontovou pasti, kterd je schopna zachytit vysoce reaktivni volné
radikdly, bylo mozné¢ detekovat hydroxyethylovy radikdl v jaternich mikrosomech
potkana [66, 67].

Pozdé&ji stejni autofi prokdzali, ze vétSina volnych radikald vzniklych v souvislosti
s metabolismem ethanolu, vznikla prostiednictvim cinnosti cytochrom P450 dependentnich
monooxygenas. Pouze minoritni ¢ast vznikajicich volnych radikald Ize pficist ptimé reakci
ethanolu s hydroxylovymi radikdly vznikajicimi degradaci peroxidu vodiku [66, 67]. Dilezitost
cytochromu P450 v produkci volnych radikali v souvislosti s konzumaci ethanolu byla
nasledn¢ prokazana i v lidskych jatrech [68]. Hydroxyethylovy radikal spole¢né s volnymi
radikaly produkovanymi enzymy cytochromu P450 po indukci ethanolem, se zdaji byt
spoustécem oxidativniho poSkozeni v ptipad¢ chronické alkoholové intoxikace [69].

Zasadni vyznam v produkci reaktivnich forem kysliku mé pfedevsim CYP2EI [56].
v piipad¢ akutni intoxikace ethanolem dochézi k vzniku superoxid aniontového radikalu, ktery
je produktem odbouravani nadbyte¢ného acetaldehydu v jaternim cytosolu enzymy
xantinoxidasa ¢i aldehydoxidasa [69].

Pravdépodobné nejsledovanéjsi mechanismus oxida¢niho poskozeni v souvislosti
s jaternimi onemocnénimi zpisobenymi nadmérnou konzumaci ethanolu je lipidova peroxidace
[55]. Stanoveni markeri lipidové peroxidace je konven¢né vyuzivana metoda pro sledovani
miry jaterniho poSkozeni u pacientdl s jaterni chorobou zptisobenou chronickou nadmérnou
konzumaci alkoholickych napojii [55]. Diive vyuZivané stanoveni malonaldehydu v krevni
plasmé& pomoci kolorimetrické metody vyuZivajici kyselinu thiobarbiturovou se dnes ukazuje
jako velmi nespolehlivé [70, 71].

Jako specifickd metoda se ukazalo fluorescen¢ni stanoveni aduktu 4-hydroxynonenalu.
Touto technikou bylo mozné ukdzat, Ze oxidacni posSkozeni jater je brzkym piiznakem
alkoholismu. Ve skupiné testovanych silnych alkoholikii byl zaznamenén vyrazny narist
hladiny tohoto markeru u vSech pacientli s neporusenou jaterni funkci [55].

Mimo prokazani Ulohy ethanolu pii peroxidaci lipidd ¢i tvorbé hydroxyethylového

radikdlu a dalSich reaktivnich forem kysliku je pravdépodobné, Ze ethanol v souvislosti
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s predeslymi déji vyrazné ovliviiuje hladinu glutathionu v jatrech. Experimentalné bylo toto
potvrzeno v pokusech s ethanolem in vitro iin vivo [55]. Vazba mezi jednotlivymi dé&ji je

znazornéna na obrazku 5.

ETHANOL

\

CYTOCHROM P450 2E1

ACETALDEHYD
02-_ H202 OH' CH?,C' HOH

xantinoxidasa v

glutathion

aldehydoxidasa

LIPIDOVA PEROXIDACE

v

KOVALENTNI VAZBA PROTEINU

Obrazek 5: Reakce volnych radikalii v jatrech pri intoxikaci ethanolem a pravdépodobny viiv

na jaterni poskozeni. Pfevzato a upraveno z: [55].

1.6 Flavonoidy a jejich role v organismu

Flavonoidy jsou hydroxylované fenolické fytochemikalie, které mizeme nalézt témet
ve vSech Castech vyssich rostlin. Velké mnozstvi flavonoida se vyskytuje v listech, kvétech
a kire. Vyznamny je také vyskyt v ovoci (pfedevsim ve slupkach) nebo semenech [72, 73].

Vyuziti fytochemikalii v rostlinach je velmi Siroké. v kvétech vysSich rostlin jsou
flavonoidy zodpovédné za barvu kvéti, kterd miize pisobit bud’ jako atraktant pro opylovace
(anthokyany) nebo miize hmyz naopak odpuzovat (proanthokyanidiny) [74, 75]. Rostliny si
tyto latky vytvaii také v souvislosti s mikrobidlnimi a virovymi infekcemi ¢i jako obranu proti
predatorim [76]. v rostlinnych tkénich vystavenych abiotickému ¢i biotickému stresu zastavaji
roli sekundarniho antioxida¢niho systému. Ovliviiyji také regulaci auxinu, ktery se fadi mezi
rustové faktory rostlin [76]. v rostlinach jsou syntetizovany fenylpropanoidovou drahou, ktera
vychézi z fenylalaninu, ktery nasledné podléhd deaminaci za vzniku kyseliny skoficové za
katalyzy enzymu fenylalaninamoniaklyasa. Kyselina skoficova je preménovana dalSimi

enzymovymi reakcemi, jejichz kone¢nym produktem je ptislusny flavonoid [77].
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Lidé ani zvifata nejsou schopni tyto latky syntetizovat a musi je pfijimat s potravou.
Nejhojnéji zastoupenymi flavonoidy v potravé jsou flavonoly. Obecné jsou flavonoidy
v potravé zodpovédné za chut, prevenci lipidové peroxidace aza ochranu vitamina

a enzymu [77].

1.6.1 Struktura flavonoidu

Flavonoidy maji skelet sloZeny z patnacti atomii uhliku. Skelet obsahuje dva benzenové

kruhy, které jsou spojené prostiednictvim heterocyklického pyranového kruhu (viz obrazek 6).
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Obrazek 6: Zakladni struktury flavonoidii. Ptevzato a upraveno z: [78].

Dle struktury je fadime do riiznych tfid jako jsou flavony (napf. flavon, apigenin,
leteolin), flavonoly (napf. myricetin, kvercetin, kaempferol), flavanony (napt. flavanon,
hesperetin, naringetin) a dal$i. Jednotlivé tfidy se od sebe liSi stupném oxidace a zpisobem
substituce pyranového kruhu. Latky v jednotlivych tfidach se potom lisi druhem a polohou
substituentll na benzenovych kruzich. Flavonoidy se vyskytuji ve formé aglykonti, glykosidi

a methylovanych derivath. Aktivita téchto latek se odviji od jejich struktury, stupné
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hydroxylace, druhu substituentli a konjugati. Hydroxylové skupiny zprostfedkovavaji
antioxidacni vlastnosti flavonoidi [79].

V ptirod¢€ jsou hydroxylové skupiny nejb€znéji substituovany ve form¢ methylethera
a acetylesterti. u glykosidu je glykosidickd vazba nejCastéji lokalizovana na tfetim nebo
sedmém uhliku sacharidu, kterym muze byt L-rhamnosa, D-glukosa, glukorhamnosa, galaktosa

nebo arabinosa [79, 80].

1.6.2 Metabolismus flavonoidii v lidském organismu

Absorpce flavonoidll v organismu je zavisla na jejich molekulové hmotnosti, struktuie,
lipofilité, rozpustnosti a hodnot¢ jejich disociacni konstanty. Absorpce probihd bud’ v tenkém
nebo v tlustém stievé. Vliv na vstiebavani ma také fakt, zda je dany flavonoid ve formé
glykosidu ¢i aglykonu. Aglykony jsou snadnégji vstiebavany v tenkém stievé. Glykosidy musi
byt pted absorpci nejprve premeénény do aglykonové formy [81].

Hydrofilni glykosidy flavonoidi jako naptf. kvercetin jsou pfes membranu bunck
tenkého stieva transportovany pomoci Na® dependentnich glukosovych transportér, tzv.
SGLT1 [81]. Alternativnim mechanismem absorpce glykosidl je jejich hydrolyza pomoci
enzymu laktasaplorizinhydrolasy a B-glukosidasy, které jsou lokalizovany na vné&jsi sténé
membrany tenkého stieva [82]. Po absorpci dochazi v jatrech ke glukuronidaci, sulfataci nebo
methylaci nebo ve stievech k mikrobidlni degradaci na mensi fenolické slouceniny, které jsou
nasledné vylouceny z t€la moci ¢i stolici [77, 83]. Schématické znazornéni metabolickych

procest v lidském organismu viz obrazek 7, str. 29.
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Obrazek 7: Organy zapojené do metabolismu flavonoidii. Pievzato a upraveno z: [77].

Tlusté

1.6.3 Biologicka aktivita flavonoidi

Antioxidac¢ni aktivita

Flavonoidy vykazuji celou fadu biologickych aktivit. Jejich antioxida¢ni schopnosti
jsou ovsem hlavni spolecnou a nejvice popisovanou vlastnosti [77]. Antioxidacni vlastnosti
flavonoidl zavisi na poloze funkénich skupin, stejné tak i1 schopnost zhaSeni volnych radikalt
a chelatace iontt kovi [84, 85].

Z hlediska zhaseni ROS a RNS ma zasadni vliv pfedevsim konfigurace hydroxylovych
skupin na kruhu B (obrazek 6, str. 27). Kruh B poskytuje volnym radikdlim atom vodiku
a elektron,a tim dochéazi k jejich stabilizaci. Vznikaji stabiln&jsi flavonoidové radikéalové
struktury [86]. Mechanismy antioxida¢niho plsobeni zahrnuji: potlac¢eni tvorby ROS/RNS
inhibici patficnych enzymi nebo chelataci stopovych prvki, které jsou do produkce volnych
radikald zapojeny; zhé&Seni radikalt; ,,upregulaci® a ochranu pfirozenych antioxidacnich
mechanismt [77, 87]. Neékteré flavonoidy kombinuji oba tyto mechanismy dohromady.
Flavonoidy inhibuji enzymy zodpovédné za generaci ROS/RNS (Cinnost mikrosomalni
monoxygenasy, glutathion S-transferasy nebo NADH-oxidasy) [88].

Flavonoidy chrani také lipidy pfed oxidacnim poSkozenim [77]. Volné ionty kovi
zvySuji tvorbu ROS, protoze jsou schopné redukovat peroxid vodiku za vzniku vysoce

reaktivniho hydroxylového radikalu. Flavonoidy diky niz§imu redoxnimu potencialu mohou
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redukovat vysoce oxidujici volné radikéaly, mezi které patii superoxidovy anion radikal,
peroxylovy radikal ¢i hydroxylovy radikal [87].

Napiiklad kvercetin je znamy zejména svou schopnosti stabilizovat ionty zeleza pomoci
tvorby chelatii. Tonty stopovych kovl se vazi na specifickych pozicich, které jsou odlisné od
téch pro ionty zeleza [89]. Vazebnad mista pro ionty stopovych kovil jsou zndzornéna na

obrazku 8.

OH

o

‘Me""
CMe""
Obrazek 8: Zndzornéni vazebnych mist pro ionty stopovych kovii na zdkladni flavonoidni

struktuie. Me™" znadi ionty kovil. Pfevzato a upraveno z: [77].

Pokud je v molekule flavonoidu pfitomna 3°,4’-katecholovd skupina Cini, to znéj
nejucinnéjsi lapace peroxidovych radikal, superoxidanion radikali a peroxynitritovych
radikald. Poloha katecholové skupiny je znazorn€na téZ v obr. 8 [84]. Epikatechin a rutin se
diky ptitomnosti katecholové skupiny ve struktufe fadi mezi silné lapace radikalt a inhibitory
lipidové peroxidace in vitro [90]. Pti oxidaci kruhu B u flavonoidi, které maji katecholovou
skupinu, se vytvafi pomérné stabilni orthosemichinonovy radikél, ktery je velmi silnym
lapacem volnych radikalt [91]. Konjugaci mezi kruhy a a B dochazi ke vzniku rezonan¢niho
efektu aromatického jadra, ktery se podili na stabilizaci flavonoidového radikalu [77].

Také vyskyt, poloha, struktura a celkovy pocet cukernych zbytka hraje dualezitou roli
v antioxidacni aktivité¢ flavonoidl. Aglykony jsou uc€inngj$imi antioxidanty neZ jejich
odpovidajici glykosidy [81, 92].

Stupent polymerace ma vliv na antioxidacni schopnosti jednotlivych flavonoidd.
Se zvySujicim se stupném polymerace se zvySuje uc¢innost napiiklad u prokyanidini, kter¢ jsou
fazeny mezi nejsilnéjsi antioxidanty vitbec. Dimery a trimery prokyanidinli maji vy$s$i G¢innost

vychytavat superoxidové anionradikaly nezZ monomery. Tetramery prokyanidint vykazuji vyssi
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aktivitu vac¢i peroxynitritovym radikdliim a superoxid anionradikdliim nez trimery.
Signifikantn€ nejveétsi schopnost vychytavat superoxid anionradikdly maji heptamery
a hexamery prokyanidinti [77].

DalSi aktivita flavonoidii manifestujici se v lidském organismu

Flavonoidy maji fadu pozitivnich u¢inkl na lidsky organismus. Flavonoidy piisobi
hepatoprotektivn€, maji antibakteridlni a antivirové ucinky, podileji se na protizanétlivych
procesech v lidském organismu a maji také protirakovinné ucinky.

U tady flavonoidt, napt. katechin, apigenin, kvercetin ¢i rutin byla prokézana jejich
hepatoprotektivita. Anthokyany jsou dikladné studovany v souvislosti s jejich pozitivnim
vlivem na priibéh chronickych jaternich onemocnéni [77].

Silymarin obsazeny v semenech a ,,mléku* rostliny ostropestiec maridnsky se sklada ze
tii strukturnich podjednotek: silybinin, silydianine a silychristine. Bylo prokazéano, ze silymarin
stimuluje aktivitu DNA-dependentni RNA polymerasy 1 andasledné pak biosyntézu RNA
a proteinll, coz mé za nasledek proliferaci a regeneraci jaternich bunék. k regeneraci bun¢k
dochdzi ovSem pouze u poSkozenych jater. Silymarin se klinicky vyuziva pro 1é€bu jaterni
cirthosy, ischemickych poskozeni jater apoSkozeni zplsobenymi toxiny hub ¢i
paracetamolem [77, 93]. Je vSeobecné znamé, ze rostliny si flavonoidy vytvafi jako ochranu
proti mikrobidlnim patogenlim, neni proto piekvapujici, Zze byla ufady znich prokdzana
obdobna aktivita v lidském organismu. Mezi takovéto flavonoidy mizeme zatfadit napf.
apigenin, galangin, flavony a flavonové glykosidy [77].

Jednim z mechanism antibakterialniho pisobeni je tvorba komplexu s proteiny. z toho
vyplyva, Ze jejich antimikrobidlni plisobeni muize byt spojeno se schopnosti inaktivovat
mikrobialni adhesiny nebo piisobit na nékteré bakterialni enzymy. Lipofilni flavonoidy mohou
také poskozovat membriny mikroorganismii [94]. Antibakteridlni plsobeni témito
mechanismy bylo in vitro prokézano napt. u Vibrio cholerae a Streptococcus mutans. u Vibrio
cholerae doslo prostfednictvim katechinii k inaktivaci cholera toxinu a v ptfipad€ S. mutans
k inhibici glukosyltransferasy [77].

Zanét je normalni biologicky proces, ktery télo vytvaii jako odpovéd’ pifi poranéni tkang,
infekci mikrobidlnimi patogeny nebo pii podrazdéni chemikaliemi. Zanétlivé procesy jsou
iniciovany uvolnénim medidtori na mist¢ poskozeni a migraci bun€k zodpovédnych za
imunitni odpovéd’. Tento proces je nasledovan uvolnénim bunék zanétu, ROS, RSN a cytokinti
s protizanétlivou funkci za icelem eliminovat patogeny a obnovit poSkozené tkan¢ [77].

Ur¢ité druhy flavonoidl signifikantné ovliviuji funkce lidského imunitniho systému

a protizanétlivé procesy [79]. Mezi takové flavonoidy Ize zatadit hesperidin, apigenin, letuolin
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ovliviiuji aktivitu tyrosin a serin-threonin proteinkinasy [79].

Z hlediska protirakovinnych ucinkii je nezbytné zminit predevsim: ,,downregulaci‘
tumor supresorového genu p53, zastaveni bunécného cyklu, inhibice tyrosinkinasy, inhibice
proteind teplotniho Soku, ovlivnéni vazebné kapacity estrogenového receptoru a inhibice

exprese Ras proteind, které jsou fazeny mezi protoonkogeny [77].

1.7 Dihydromyricetin — reakce s biotransforma¢nimi enzymy

a antioxidacni ucinky

Dihydromyricetin (DHM), n¢kdy také nazyvany ampelopsin, je flavonoid fadici se mezi
flavonoly. Vyskytuje se pfirozen¢ ve velkém mnozstvi ve dvou asijskych rostlinach. Jednou
z téchto rostlin je Hovenia dulcis, Cesky duzistopka sladka, ktera je v ¢inském lékopisu vedena
jako osvédceny 1€k proti kocoviné. Piirozeny vyskyt této rostliny sahd od Japonska, Koreje
a vychodni Ciny az k Himalajim. Je to strom, ktery doriista do vysky 10 metri. Zduznat&lé
stopky plodl tohoto stromu se susi a pro svou sladkou chut’ podobnou rozinkdm jsou hojné
konzumovany. Ve vychodni Asii je H. dulcis pouzivana v tradicnim bylinném Iékafstvi
pfedevsim k 1é¢bé jaternich onemocnéni zptisobenych konzumaci alkoholu [95].

Druhou rostlinou, kterd obsahuje dihydromyricetin je Ampelopsis grossedentata. 1 tato
rostlina je hojné€ vyuZivana v tradi¢ni ¢inské mediciné, a to predevSim pii 1é€bé horecek, kasle
a bolestech hrtanu a hltanu. Dale pak pifi Zloutence a dalSich jaternich onemocnénich.
Dihydromyricetin je v této rostliné hojné zastoupen, jeho obsah v listech se pohybuje kolem
20-30 % jejich suché hmotnosti [96]. Dihydromyricetin ma Spatnou biologickou dostupnost,
coz vyznamné omezuje jeho potencialni klinické aplikace [97]. Nizkou biologickou dostupnost
potvrzuji farmakokinetické faktory — hodnota maximalni koncentrace, kterou mtize dana latka
nabyt v daném prostoru (cmax) a biologicky poloc€as eliminace dané latky (ti2,). Hodnoty pro
DHM pfi perordlnim podani €ini: cmax (21,63 £ 3,62 ng/ml) a t12 (3,70 + 0,99 h) [98].

Omezenou biologickou dostupnost dihydromyricetinu vSak miZeme také casteCné
pficist jeho nizké stabilité. Dihydromyricetin se piisobenim svételného zareni, pepsinu
a pankreatinovych enzymi rozklad4d. Metabolity DHM vznikaji obdobnymi reakcemi jako
ujinych flavonoidd, hydrolyzou, Stépenim kruhu ¢i  redukénimi reakcemi [99].
Dihydromyricetin je u potkanii pfeménovan na sedm metabolitd. Jejich struktura je zndzornéna

na obrazku 9, str. 33 [100].
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Obrazek 9: Struktura dihydromyricetinu (1) ajeho metaboliti (2-8). 5,7,3',5'-
tetrahydroxyflavanonol  (2), 5,7,4',5'-tetrahydroxy-3'-methoxyflavon  (3), 5,7,3",5'-
tetrahydroxy-4'-methoxyflavon (4), 5,7,3".4',5'-pentahydroxyflavanon (5), 3.4,5,7,3',4',5'-
hepthydroxyflavan (6), (2R,3S)-5,7,3',4',5"-pentahydroxyflavanonol (7), a dihydromyricetin-
0O-5-B-D-glukuronid (8). Prevzato z: [97].

Mimo obecné popisovanych vlastnosti flavonoidu je dihydromyricetin schopen zmirnit
zanét ¢i zvysit odbouravani cholesterolu a inhibovat tak vznik ateroskler6zy. Vykazuje také
silné kardioprotektivni U€inky, sniZzuje hladinu glukosy v krvi, atim pozitivné ovliviluje
inzulinovou rezistenci a tlumi kardiopatie pifi diabetu. Zasadni vyznam ma také pfi jaternich
onemocnénich, a to jak zptisobenych alkoholem, tak pfi nealkoholovych jaternich chorobéch.
Pozitivni efekty byly pozorovany i pii akutnim jaternim selhdni. Kromé& toho byl prokézan
protektivni efekt vici Alzheimerové chorobé, Parkinsonov€é nemoci ¢i pii fetdlnim
alkoholovém syndromu. Nezbytné je také poukazat na protirakovinné Uc¢inky
dihydromyricetinu [97].

Jak jiz bylo vySe zminéno, extrakty z Hovenia dulcis jsou komeréné vyuzivany pro
zmirnéni prib&hu kocoviny a pozitivnimu pisobeni na jatra poskozena konzumaci EtOH. Bylo
prokazano, Zze DHM potencuje GABAA receptory, a tim snizuje u¢inky EtOH na tyto receptory.
u experimentalnich potkanli doSlo prostfednictvim DHM ke sniZeni intoxikace EtOH a ke

zmirnéni alkoholového abstinenéniho syndromu [101].
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Dale bylo zjisténo, Ze DHM redukuje v jatrech akumulaci lipid@ vznikajicich v disledku
intoxikace ethanolem. Hepatoprotektivni u¢inky DHM mohou byt spojeny se schopnosti DHM
chranit buiiky proti reaktivnim formam kysliku a zanétlivym reakcim organismu [102]. Bylo
prokazano, ze DHM snizuje mnozstvi ROS prostiednictvim regulacnich mechanismu
a schopnosti lapat volné radikély. Tyto studie probihaly na lidskych endotelovych buiikach
ziskanych z pupeénikové zily (HUVEC) a bunkéch jaterniho karcinomu (HepG2) [102, 103].

Ukazalo se, ze DHM in vitro ochranuje buiniky HUVEC pted oxidacnim stresem skrz
zmény v mitochondridlnich apoptickych drahach prostfednictvim proapoptickych proteinti Bel-
2 a Bax a aktivaci kaspasy-9 a kaspasy-3. Zaroven DHM také indukuje autofagii a redukuje
lipogenezi a akumulaci lipidi [102, 104]. Tato data spole¢né popisuji DHM jako doplnék
stravy, ktery pomahd redukovat nasledky oxida¢niho poskozeni a metabolismu lipidd, ¢imz
podporuje zdravy stav jater. Hepatoprotektivni mechanismy DHM nejsou dosud zcela
pochopeny, protoze k pokusim byly vét§inou pouzity bunécné linie HepG2, které postradaji
funkéni enzymy schopné oxida¢né metabolizovat EtOH [103].

Nejnovejsi studie [103] potvrzuje hypotézu, Ze suplementace DHM zlepSuje
metabolismus EtOH a redukuje lipidovou disregulaci zplisobenou konzumaci EtOH. Bylo
prokdzano, ze DHM signifikantné¢ zvySuje aktivitu aexpresi alkoholdehydrogenasy
a aldehyddehydrogenasy na modelu izolovanych hepatoblastomnich bunék in vivo [103].
v mySim modelu byla pifi suplementaci DHM prokazana signifikantni redukce exprese
cytochromu CYP2E1 [103]. Studie déale popisuje potlaceni tvorby intracelularnich ROS

v souvislosti se zvySenou expresi katalasy in vitro na modelu HepG2 bunék [103].
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2 Cile diplomové prace

Cilem predkladané¢ diplomové prace bylo urceni vlivu dihydromyricetinu na
metabolismus ethanolu ve vztahu k reaktivnim formam kysliku a dusiku za podminek in vitro

a in vivo. Pro dosazeni tohoto cile bylo tfeba splnit nasledujici dil¢i ukoly:

e izolovat hepatocyty z potkant, premedikovat potkany ethanolem, optimalizovat jejich
kultivaéni podminky anasledné¢ wurcit miru poSkozeni hepatocyti plisobenim
EtOH a DHM,

e stanovit mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku v hepatocytech,

e sledovat vliv DHM na metabolismus EtOH na potkanim modelu za podminek
jednorazového podani a opakovaného podani EtOH,

e urcit vliv DHM na expresi ADH v jaternich cytosolarnich vzorcich metodou Western

blot s naslednou imunodetekci.
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3 Material a metody
3.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Discovery, Ohaus Corp. (USA)

Automatické pipety

Reference 2, Eppendorf (Némecko); Nichipet EX, Nichiryo (Japonsko)

Aparatura pro elektroforézu

Mini-PROTEAN® Tetra Cel, Bio-Rad (USA)

Blotovaci systém

Fastblot B43, Biometra (Némecko)

Centrifugy

Centrifuge 5418, Eppendorf (Némecko); Spectrafuge Mini Centrifuge C1301B, Labnet
International, Inc. (USA); ROTOFIX 32, Hettich (Némecko); Sigma 2K15, Sigma
(Némecko); Allegra X-30, Beckman Coulter (USA); Z383K, Hermle Labortechnik
GmbH (Némecko); Optima XPN-90 Ultracentrifuge; Beckman Coulter (USA)

Ctecka mikrotitraénich destiek

Infinite® 200 PRO, Tecan Trading AG (Svycarsko); Sunrise™, Tecan Trading AG
(Svycarsko)

Homogenizator

T 10 basic ULTRA-TURRAX®; IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Némecko)
Inkubatory

SANOY CO; incubator, SANYO (Japonsko); Mini Dry Bath — BS-MINIB-100I,
BioMaker (Cina);

Laboratorni tfepacka

Vortex Genius 3, IKA-Werke GmbH & Co. KG (Némecko), SHO-2D, Witeg (Némecko)
Laminarni box

HeraSafe HS18 (Heraeus, Némecko)

Magneticka michacka

Monotherm, Variomag (Némecko)
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Mikrostiikacka

MICROLITER Syringe 802RN, Hamilton (Svycarsko); MICROLITER Syringe
702RN, Hamilton (Svycarsko)

Mikroskop

Leica DM IL LED, Leica Microsystems (Némecko); LABOVAL 3, Carl Zeiss Jena
(Némecko)

pH metr

HI 2211 pH/ORP, HANNA Instruments (Ceska republika)

Predvazky

KERN EW 600-2M, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Spektrofotometr

Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies (USA)

Stavebnicové Cerpadlo

Stavebnicové &erpadlo SC4, Vyvojové dilny CSAV (Ceska republika)

Vodni lazen

EL 20R (Kavalier, Ceska republika), TW8 Water Bath (Julabo, Némecko)

Zdroj pro elektroforézu

PowerPac Basic, Bio-Rad (USA)

3.2 Pouzity material a chemikalie

APIChem (Cina)

Dihydromyricetin

BIOLOGIX Research Company (Cina)
Stérka na tkanové kultury (Cell Scraper)

B.Braun Medical s.r.o. (Ceska republika)

aqua pro injectione

Bio-Rad (USA)

TGXtv FastCastrm Acrylamide Kit 10%, peroxodisiran amonny, Immun-Blote
polyvinylidenfluoridovd (PVDF) membrana, Precision Plus Protein™ Dual Color

Standards

Cayman Chemical (USA)
Dihydrorhodamine 123 (DHR)
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Gibco® by life technologies™ (USA)

fetalni hovézi sérum, L-glutamin

Fluka (Svycarsko)

dodecylsiran ~ sodny  (SDS), tris(hydroxymethyl)aminomethan  (Tris/HCI),
2— merkaptoethanol, tokoferol

Lachema Brno (Ceska republika)

ethanol, glycerol, kyselina octovd, methanol, vinan sodnodraselny, kyselina
chlorovodikova, bromfenolova modf

Lach-ner (Ceska republika)

pentahydrat siranu meédnatého, dihydrogenfosfore¢nan draselny,
dihydrogenfosforecnan sodny, bezvody uhli¢itan sodny, hydrogenfosfore¢nan draselny,
hydrogenfosfore¢nan sodny, glycin, hydrogenuhli€itan sodny, chlorid sodny, chlorid
draselny

Miékarna Pragolaktos, a.s. (Ceska republika)

trvanlivé mléko 0,5%

PENTA s.r.o. (Ceska republika)

ethanol (96%), hydroxid sodny, Folin-Ciocalteau roztok, chlorid draselny,
dihydrogenfosfore¢nan draselny, siran hofe¢naty, chlorid sodny

ROCHE s.r.o0., Diagnostic Division (Némecko)

kolagen z potkanich ocaskil

Serva (Némecko)

N,N,N*,N-tetramethylethylendiamin, Coomassie brilliant blue R-250, Triton X-100
Schoeller Pharma (Ceska republika)

Mikrotitraéni desticky (Nunclon™ Multidishes)

Sigma-Aldrich (USA)

27,7~ dichlorofluorescin diacetat (DCFDA), dimethylsulfoxid, Dulbecco’s fosfatovy
pufr, dimethylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT), lipopolysacharid z E.coli,
ethylenglycol-bis(2-amino-ethylether)-N,N,N',N -tetraoctovda  kyselina  (EGTA),
glukosa, hovézi sérovy albumin, chlorid sodny (0,9%), chlorid véapenaty, insulin,
penicilin-streptomycin, SigmaFast tablety, trypanovd modf, William’s E medium, tert-
butylhydroperoxid, rekombinantni koniska alkoholdehydrogenasa, difosfore¢nan

tetrasodny
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Whatman (USA)
filtracni papir ¢islo 3
Zentiva Group, a.s. (Nizozemsko)

albumin, heparin, kolagenasa produkovana bakterii Clostridium histolyticum

3.3 Metody

3.3.1 Premedikace potkanii pred izolaci primarnich hepatocyti

Pro izolaci hepatocytii byli jako pokusnd zvitata pouziti dospé€li potkani samci kmene
Wistar. Stafi jednotlivych zvifat bylo vrozmezi 7-12 tydnd. Hmotnost zvifat byla
300-400 gramil. Chov zvitat probihal v akreditovaném zatizeni Farmakologického stavu 1. LF
UK. Chov zvitfat probihal za standardnich laboratornich podminek (volny pfistup k vodé
1 potravé, laboratorni teplota, svételny rezim po 12 hodinach). Pro ti¢ely pokusu byly vytvoteny
2 skupiny zvifat po dvou jedincich v kazd¢ skupin€. Potkanim byla ¢tyfi dny pied izolaci
podéana gavazi davka 9,7 ml 40% ethanolu na kilogram télesné vahy. Dva dny pted izolaci byl
20% ethanol ve vod¢ pro zvifata jedinym pitnym zdrojem. Kontrolni skupiné bylo namisto
ethanolu podéno gavazi 9,7 ml roztoku fosfatového pufru (PBS) na kilogram télesné vahy.
Potrava byla obéma skupinam odebréna 18 hodin pied provedenim izolace hepatocytii.

Prace s pokusnymi zvifaty probéhla v souladu s vyhldskou Ministerstva zemé&délstvi
€. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvifat a byla schvalena Odbornou komisi pro

praci s pokusnymi zvifaty 1. LF UK.

3.3.2 Izolace hepatocyti

Hepatocyty byly izolovany pomoci standardni dvoufdzové kolagenasové perfuze [105]
s malymi modifikacemi podle [106].

Experiment byl provadén ve spolupraci s Mgr. Anetou Skotnicovou.

Pro izolaci byly pfipraveny nésledujici roztoky:

Roztok I. 14M NaCl; 53,7mM KCI; §,ImM MgSOs; 3,4mM Na,HPOs4.12H,0;
4,4mM KH>PO4

Roztok II: 1,2M NaCl; 48,3mM KClI; 9,6mM KH>PO4; 12,0mM MgSO4

Pracovni roztok A: 26,1mM NaHCO3; 0,5mM EGTA; 11% (v/v) roztok I

Pracovni roztok B: 26,1mM NaHCOs3; 4,0mM CaCls.; 11% (v/v) roztok I

Pracovni roztok C (Krebs-Henseleitiiv pufr): 23.8mM NaHCOs; 4,5mM glukosa;
11% (v/v) roztok II
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Pracovni roztoky byly nasledné upraveny probublanim karbogenem (95% Oz + 5% CO2) po
7 minut. Hodnota pH byla nésledné¢ poupravena na 7,4. Vodni lazen (EL 20R) byla
vytemperovana na 37 °C. Do kadinky bylo pfipraveno 250 ml pracovniho roztoku A. Kadinka
byla umisténa do 1azné. k 150 ml pracovniho roztoku B bylo pfidano 50 mg kolagenasy. v 75 ml
pracovniho roztoku C bylo rozpusténo 1,0 g albuminu. Pfed samotnou izolaci byl potkan uspan
etherovou anestezii ve sklenéném zvonu a nasledné pfemistén na polystyrenovou podlozku, na
které probihala operace a zafixovan. Potkanovi byla k cumdku umisténa kadinka s vatou
navlhéenou etherem, kterd slouzila k udrzovani anestezie. Anestezie byla regulovana pomoci
vzdalenosti kadinky od ¢enichu potkana. Potkanovi byla nasledné rozstfizena btisni dutina.
Stfeva byla odhrnuta na pravou stranu ven z bti$ni dutiny. Orgény byly omyty gazou, ktera byla
namocena ve fyziologickém roztoku. Do vena cava bylo aplikovano 0,2 ml heparinu. Vena
portae byla zhruba v délce 1 cm oc€isténa od tuku. Pod Zilou byly v tomto tiseku pomoci pinzety
provléknuty dvé nité, kdy horni nit byla upevnéna uzlem, zatimco spodni nit nebyla zcela
utazena. Poté byla Zila nastfizena ocnimi ntizkami a do zily byla zasunuta kanyla. Nasledn¢
byla utdhnuta spodni nit za ucelem fixovani kanyly. Kanyla byla napojena na perfuzni
aparaturu. Perfuzni aparaturou byly jatra s pomoci stavebnicového cerpadla (SC4) napustény
pracovnim roztokem. v okamziku, kdy doslo ke zvétSeni a zmén¢ barvy jater, byl uzavien
privod roztoku A. Jatra byla néasledné odstfizena a vyjmuta z bfi$ni dutiny potkana a omyta
fyziologickym roztokem. v kadince s roztokem a umisténé ve vodni lazni byla jatra omyvéna
dalsi 3,5 minuty. Dale byla jatra promyvana pracovnim roztokem B po dobu 16 minut.
v poslednim kroku byly hepatocyty krouzivym pohybem uvolnény do plastové kadinky, ktera
obsahovala 30 ml Krebs-Hensleitova pufru. Vznikla suspenze byla pienesena do plastovych
zkumavek pomoci plastového trychtyfe vyloZeného mulem. Centrifugace probihala pfi
400 otackach za minutu (RPM) na pfistroji Sigma 2K15 po 3 minuty. Supernatant byl odsan
a buiiky resuspendovany v 5 ml pracovniho roztoku C. Druhé centrifugace resuspendovanych
bunék probihala za stejnych podminek. Po této centrifugaci byl odebran supernatant a buiiky

byly ptemistény do jedné zkumavky.

3.3.3 Stanoveni Zivotnosti hepatocytii a jejich celkového poctu v suspenzi

Pro stanoveni zivotnosti hepatocytl byla suspenze bun¢k vhodné zifedéna pracovnim
roztokem C. Na podlozni sklicko bylo napipetovano 10 pl suspenze bun¢k a 10 ul 0,4% roztoku
trypanové modii. Pfi zvétSeni 25x0,5 byly pod mikroskopem (LABOVAL 3) pocitany zivé

a mrtvé bunky v Sestnécti az dvaceti nahodné vybranych polich. Mrtvé ¢i poSkozené buniky jsou
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trypanovou modii barveny namodro. Vysledna Zivotnost bunck je uvadéna jako procentudlni
pomér poctu zivych bunek k celkovému poctu bunék vybranych k hodnoceni.

Pro ur¢eni poc¢tu bun¢k byla pouzita Biirkerova komiirka. Suspenze izolovanych bun¢k
byla nejprve 100x nafedéna pracovnim roztokem C. Do Biirkerovy komurky bylo pipetovano
20 pl takto zfedéné suspenze. Pod mikroskopem (LABOVAL 3) byly pifi zvétSeni 12x5
pocitany bunky v péti a péti ¢tvercich po Sestnécti okénkach. Vysledny pocet bun¢k udava

pocet bun¢k v milionech na mililitr.

3.3.4 Kaultivace hepatocytii

Kompletni medium: William’s E medium obsahujici 100 IU/ml penicilin;

10 mg/ml streptomycin; 1uM insulin; 0,2M glutamin; 5% (v/v) fetalni hovézi sérum

Pro kultivaci hepatocyti byly pouzity sterilni dvacetityfjamkové (24-WP)
a Sestijamkové  (6-WP) mikrotitraéni  desticky. Veskera manipulace s destickami
a chemikaliemi probihala pted kultivaci 1 béhem kultivace za sterilnich podminek v laminarnim
boxu (HeraSafe HS18). Pfed samotnou kultivaci bunék je nezbytné, aby byl na povrch vSech
kultivac¢nich desticek rovnomérné potazen kolagen. Roztok kolagenu byl pfipraven
rozpus$ténim lyofilizovaného kolagenu v 20mM kyseliné octové tak, aby vysledné koncentrace
roztoku ¢inila 1,8 mg/ml. Do kazdé z jamek na 24-WP bylo davkovano 200 pl a do 6-WP
800 ul pracovniho roztoku kolagenu. Roztok kolagenu byl v jamkach ponechdn minimalné
15 minut. Po uplynuti této doby byl kolagen odsén a jamky byly pro neutralizaci pH promyty
fyziologickym roztokem. Do 24-WP bylo pipetovano 0,5 ml a do 6-WP 2 ml fyziologického
roztoku. Fyziologicky roztok byl z desticek odsan tésné pred nanesenim hepatocytii, aby bylo
zabranéno vyschnuti jamek.

Na zaklad¢ vypoctenych hodnot zivotnosti hepatocytl (viz kapitola 3.3.3, str.40) byly
builkky pfed nanesenim na mikrotitracni desticky nafedény zhruba na denzitu 666 667
hepatocytii na 1,0 ml kompletniho media. Nafedéné hepatocyty byly nanaseny v kone¢ném
objemu 0,3 ml na 24-WP (zhruba 200 000 bunék na jamku) a 1,5 ml na 6-WP (pfiblizn¢
I milion bun€k na jamku). Pfi nanaSeni bunék na plotny byl kladen diiraz na pravidelné
promichévani suspenze, aby nedochazelo k nezddoucimu usazovani hepatocyti na dné
zkumavky. Hepatocyty byly nasledné kultivovany 3 hodiny za standardnich kultiva¢nich
podminek v inkubatoru (SANYO CO») pti teploté 37 °C, 95% vlhkosti a 5% CO,. Neuchycené
hepatocyty byly odsany a poté bylo ptidano 0,3 ml do 24-WP a 1,5 ml do 6-WP kompletniho
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media temperovaného na 37 °C. Po vyméné media byly desti¢ky v inkubatoru kultivovany za
standardnich podminek piiblizn¢ 21 hodin.

Nasledné bylo medium odsano a k buitkam bylo ptidéno 0,3 ml do 24-WP a 1,5 ml do
6-WP pracovnich roztoku s pfislusSnymi testovanymi latkami. Pro pfipravu pracovnich roztoka
bylo pouzito medium bez fetalniho hovéziho séra. Jako testované latky byly pouzity: ethanol
ve vysledné koncentraci 300 mM, LPS (lipopolysacharid) o koncentraci 15 pg/ml
a dihydromyricetin rozpustény v ethanolu o vyslednych koncentracich 1, 10, 50, 100
a 1000 uM. v disledku vyparovani ethanolu bylo po sedmi hodinach kultivace k hepatocytim
kultivovanym s ethanolovym roztokem piiddno 72 pl do 6-WP a 14,4 pl do 24-WP 300 mM
ethanolu. Inkubace vSech hepatocytii probihala 22-23 hodin pii teploté 37 °C a 5% COa.

3.3.5 Zpracovani vzorki

Hepatocyty z 24-WP byly ihned pouzity pro dalsi stanoveni (viz kapitola 3.3.6, str. 42;
3.3.10, str. 45 a3.3.11, str. 45). Sestijamkové desticky s hepatocyty byly po celou dobu
zpracovavani vzorkli udrzovany pii 4 °C. Nejprve bylo z kazdé jamky odebrano medium do
mikrozkumavek pro dal$i biochemické analyzy (viz kapitola 3.3.7, str. 43 a 3.3.8, str.43). Po
odebrani media byly buiikky promyty 2 ml fosfatového pufru (4 °C). Nésledn¢ bylo do jamek
pipetovano 200 pl ledového fosfatového pufru, ve kterém byly hepatocyty uvolnény ze dna
jamky pomoci stérky pro tkanové kultury. Uvolnéné hepatocyty ze tfech jamek pfislusné
skupiny byly pfeneseny do jedné mikrozkumavky a centrifugovany 5 minut pti 5000 RPM
ateplot¢ 4 °C. Po odséni supernatantu byly pelety ihned zmrazeny a déle skladovany

v kapalném dusiku.

3.3.6 Stanoveni Zivotnosti hepatocyti pomoci MTT

MTT test je kolorimetrickd metoda, ktera vyuZziva tetrazoliové soli
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromidu pro stanoveni miry cytotoxicity
a proliferace bun¢k [107]. Pomoci tohoto testu je mozné detekovat pouze zivé buiiky, které jsou
ve svych mitochondriich schopné Stépit tetrazoliovy kruh cinidla za vzniku barevného
produktu [107].

Nejprve byl pfipraven pracovni roztok MTT rozpusSténim praSkové smeési MTT
o vysledné koncentraci €inila 1 mg/ml. Takto pfipraveny roztok byl nasledné pétkrat nafedén
kompletnim mediem bez fetdlniho hové€ziho séra abyl pfiblizné 10 minut temperovan
v inkubatoru na teplotu 37 °C. Medium ze vSech jamek na 24-WP bylo odsano a bylo pfidano
300 pul vytemperovaného pracovniho roztoku MTT. Desticky byly nasledné po tfi hodiny



-43 -

inkubovany v inkubatoru (SANYO CO») pii teplote 37 °C a 5% COas. Po tfech hodinach byl
pracovni roztok MTT odséan. Do vsSech jamek bylo aplikovano 500 pl dimethylsulfoxidu.
Desticky byly po cca 10 minut promichavany kyvavym pohybem za ucelem rozpusténi
krystalki formasanu v zivych bunkach. z kazdého vzorku bylo odebrano 2x po 100 pl do

96jamkové desticky a byla méfena absorbance pii 540 nm (SunriseTM).

3.3.7 Stanoveni aktivity alaninaminotransferasy

Alaninaminotransferasa, EC 2.6.1.2, je enzym fadici se mezi transferasy, ktery se
pfevazné vyskytuje v jatrech, méné Casto pak v Cervenych krvinkach, bunkach srdecni
a kosterni svaloviny, ve slinivce aledvinich. Alaninaminotransferasa je zodpovédna za
katalyzu premény a-ketokyselin na aminokyseliny za pfenosu aminoskupiny, coz je zasadni
krok v procesu glukoneogeneze a degradace aminokyselin. Metoda je zaloZena na reakci
L-alaninu a 2- oxoglutaratu, jejimiz produkty jsou L-glutamat apyruvat. Reakce je
katalyzovana pravé ALT a kofaktorem reakce je pyridoxalfosfat. Pyruvat vznikly reakci
podléha dale redukci na D-laktat, za katalyzy enzymu laktadtdehydrogenasa a spotieby NADH.
Ubytek NADH mé za néasledek pokles absorbance pti 340 nm. Pokles absorbance je mirou
katalytické aktivity ALT [108].

Roztok R1: 140mM Tris pH 7,15; 700mM L-alanin; > 38,3 pkat/l LDH
Roztok R2: 85mM 2-oxoglutarat; ImM NADH

Pro stanoveni katalytické koncentrace ALT v kultiva¢nim mediu, které bylo odebrano
z 6-WP (viz kapitola 3.3.5, str. 42), byl pouzit komeréni kit (|ALT (GPT) kit). Reagenty,
standard i blank byly pfed samotnym meéfenim vytemperovany na teplotu 37 °C. Teplota
reagencii je pro stanoveni kli¢ovym faktorem. Byl vytvofen pracovni roztok smichanim roztoku
R1 aR2 vpoméru 4:1. Do kiemenné kyvety bylo aplikovano 1,0 ml pracovniho roztoku
a 100 pl ptislusného vzorku a nasledné probihala po 60 sekund inkubace. Absorbance byla
méfena (Cary 60 UV-Vis) pii 340 nm v nultém Case a po 1, 2 a 3 minutach. Vzorky byly méfeny
v triplikatech.

3.3.8 Stanoveni ALT metodou ELISA

Metoda ELISA (,,enzyme-linked immunosorbent assay*) je hojné¢ vyuzivana, vysoce
specifickd imunologickéd technika. JiZ z nazvu metody vyplyva, Ze mimo imunochemické
interakce antigen-protilatka je vyuzivan enzymovy konjugéat pro detekci. Mezi nejCastéji
pouzivané enzymy patii alkalicka fosfatasa Ci kienova peroxidasa. Metodu ELISA 1ze provadét

v nékolika uspotadanich. Nami pouzity komer¢ni test (Rat ALT SimpleStep ELISA kit)
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vyuziva ,,sandwichové* uspotadani, kdy je jedna z protilatek navdzana na povrchu jamky a na
ni se vaze antigen ze vzorku. Druhd protilatka (sekundarni protilatka) je konjugovana
s enzymem a slouzi k detekci antigenu. Zména zbarveni sekundarni protilatky je detekovana
spektrofotometricky.

Vsechny reagencie byly uvedeny na laboratorni teplotu. Nejprve byla pfipravena
kalibra¢ni fada aplikaci 50 pl standardu a vzorku (rekombinantni potkani ALT protein)
o koncentracich 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250; 500 a 1000 ng/ml do 96jamkové mikrotitracni
desticky. Vzorky media, které byly odebrany z 6-WP po ukonceni kultivace hepatocyti,
(viz kapitola 3.3.5, str. 42) byly nejprve centrifugovany 10 minut pti 1220 RPM (Centrifuge 5418).
Objem 50 pl vzorku byl nandSen v triplikatech. Nasledn€ bylo do kazdé jamky vneseno po 50 pl
roztoku oznaceného vyrobcem ,,Antibody Cocktail“. Po pfikryti mikrotitracni desticky pomoci folie
probihala inkubace po 60 minut na laboratorni tfepacce (SHO-2D) pti 400 RPM za laboratorni
teploty. Po ukonceni inkubace byly vSechny jamky promyty 5x 200 pl roztoku ,,1X Wash Buffer
PT*. Dale bylo do kazdé jamky naneseno 100 ul ,,TMB Development Solution* a desticka byla
inkubovana na laboratorni tfepacce pii 400 RPM po 10 minut. v poslednim kroku bylo piidano

100 pl ,,Stop Solution® do vSech jamek a po 60 sekundach byla métena absorbance pii 450 nm.

3.3.9 Stanoveni koncentrace proteinu v bunkach podle Lowryho

Ke stanoveni celkového obsahu proteinii ve vzorcich byla pouZita modifikovana
Lowryho metoda. Lowryho metoda je vylepSenim méné citlivé biuretové metody. Metoda je
zaloZzena na chelataci méd’natého iontu imidovymi strukturami polypeptidového fetézce
v bazickém prostiedi, na cemz se podili Folin-Ciocalteauvo c€inidlo, které se béhem procesu
redukuje. Folin-Ciocalteauvo ¢inidlo je smés kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové,
které jsou redukovany tyrosinovymi zbytky proteini. Stanoveni koncentrace modrie
zabarveného produktu se méii spektrofotometricky pii 650 nm [109].

Roztok A: 7,1mM Na-K-vinan; 0,85M NaCOs; 0,45M NaOH
Roztok B: 78,7mM Na-K-vinan; 44,5mM CuSOs; 0,1M NaOH

Vzorky pouzité pro stanoveni koncentrace byly zpracovany dle kapitoly 3.3.5, str. 42.
VSechny vzorky byly pro méfeni pfipravovany v paralelnim provedeni. k 10 pul homogenatu
hepatocytti bylo pfidano 190 pl destilované vody. Nasledné byla ptipravena fada kalibra¢nich
roztoki fedénim zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu o koncentraci 0,1 mg/ml. Ke
vSem analyzovanym vzorkim bylo pfidano 200 pl roztoku A. VSechny zkumavky byly
promichany na laboratorni tfepacce (Vortex Genius 3) a ndsledné inkubovany 10 minut ve

vodni 1azni pti 50 °C. Po deseti minutach byly zkumavky vyjmuty z vodni 1lazné¢ a do vSech
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bylo pfidano 20 pl roztoku B. Po opétovném promichani na laboratorni tfepacce byly vzorky
inkubovany 10 minut pii laboratorni teploté. Na zavér bylo do v§ech zkumavek ptidano 600 pl
Folin-Ciocalteauova Cinidla, které bylo pifedem zfedéno 1:14 destilovanou vodou
s Folin-Ciocalteauovym cinidlem byly vzorky inkubovany po 10 minut ve vodni lazni pfi

50 °C. Po ochlazeni vzorkil na laboratorni teplotu byla métena absorbance pii 650 nm.

3.3.10 Stanoveni mnoZstvi reaktivnich forem Kkysliku a dusiku pomoci

DCFDA

Latka 27,7 -dichlorofluorescin diacetat je nejCastéji pouzivanou fluorescencni sondou
pro stanoveni mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku v bunéénych kulturach [110].
Princip detekce ROS spociva v deacetylaci sondy uvniti buitkky pomoci bunéénych esteras, kdy
deacetylovana forma vykazuje pti kontaktu s ROS silnou fluorescenci pfi 525 nm po excitaci
svétlem okolo vlnové délky 488 nm [111, 112].

Pracovni roztok DCFDA o koncentraci 20 M byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku
o koncentraci 5 mg/ml fosfatovym pufrem. z24-WP bylo po ukonceni kultivace (viz
3.3.5, str. 42) odsano medium a do vsSech jamek bylo aplikovano 300 ul pracovniho roztoku
DCFDA. Desticky byly nasledné inkubovany 60 minut ve tmé pii 37 °C. Po inkubaci byl roztok
odsdn avSechny jamky byly promyty 300 pl PBS. Fluorescence byla méfena pfi
Ex/Em = 485/535 nm na ¢tecce mikrotitracnich desticek Infinite® 200 PRO (Tecan Trading
AQ).

3.3.11 Stanoveni mnoZstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku pomoci DHR

Dihydrorhodamine 123 je hojné¢ vyuzivanou latkou pro detekci urCitych druhid
reaktivnich forem kysliku a dusiku, zejména hydroxylového radikalu ¢i peroxynitritu [113].
DHR vstupuje do bunék, kde se pti kontaktu s ROS pfeméniuje na siln€ fluoreskujici rhodamine
123. Rhodamine 123 se vzhledem ke svému pozitivnimu naboji a lipofilit¢ akumuluje
v mitochondriich. Fluorescenci rhodaminu 123 Ize méfit pii 536 nm po excitaci svétlem kolem
vinové délky 500 nm [114].

Pracovni roztok DHR o koncentraci 20 uM byl piipraven fedénim zasobniho roztoku
o koncentraci 2 mg/ml fosfatovym pufrem. z 24-WP bylo po ukonéeni kultivace (viz kapitola
3.3.5, str. 42) odsano medium a do vSech jamek bylo vneseno 300 pl pracovniho roztoku DHR.

Desticky byly nésledné inkubovany 60 minut ve tmé pti 37 °C. Po inkubaci byl roztok odsan
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a vSechny jamky byly promyty 300 pl PBS. Fluorescence byla méfena pii Ex/Em = 500/536 nm
na ¢te¢ce mikrotitracnich desti¢ek Infinite® 200 PRO (Tecan Trading AG).

3.3.12 Vliv DHM na metabolismus EtOH v modelu potkana

Experiment byl provadén ve spolupraci se Silvii Vargovou.

Pro pokus byli jako pokusnd zvifata vybrani potkani samci kmene Wistar o hmotnosti
300400 g. Chov zvifat probihal v akreditovaném zafizeni Statniho zdravotniho ustavu pii
volném pfistupu k vod¢ i granulované potravée, regulované laboratorni teploté a 12hodinovém
svételném rezimu.

Potkani samci byli zvaZeni a rozdéleni do dvou skupin po Etyfech jedincich o ptiblizné
stejné hmotnosti, dva potkani byli uréeni jako kontrolni skupina. Potkani byli oznaceni znackou
na ocasku. Prvni skupiné byla gavazi do zaludku podéna dle hmotnosti davka 40% ethanolu
odpovidajici 3 g ethanolu na kilogram télesné hmotnosti. Druhé skupiné potkanli byl mimo
shodné davky ethanolu podan dihydromyricetin rozpustény v piislusSném 40% ethanolovém
roztoku o koncentraci 0,8 g/l. Krev byla odebirdana z o¢i potkana ve ctyfech casovych
intervalech — 5, 15, 30 a 60 minut po gavazi. Potkan byl pfed odbérem nejprve narkotizovan
pomoci CO; ve sklenéném zvonu. Nésledné€ byla odebirdna krev z oka pomoci kapilary, ktera
byla pfed odbérem naplnéna 50 pl heparinu (Zentiva). Odbéry potkana probihaly z obou oci
tak, ze po sob¢ jdouci odbéry byly vzdy provadény z opacného oka. Krev (100 ul) byla ithned
po odbéru pienesena do sklenénych nadobek urcenych pro ,.headspace analyzu a smisena
s 160 pl terc. butanolu, jakoZto interniho standardu. Nadobky byly ihned uzavirany hlinikovymi
vicky, aby nedochézelo k tniku acetaldehydu. Kazdy krevni vzorek byl pro tcely ,,headspace*
plynové chromatografie pfipraven v triplikatech. Paralelné byla pfipravena sada kalibracnich
roztoki, pro kterou byla pouZzita krev potkana z kontrolni skupiny. Koncentrace ethanolu
a acetaldehydu v krevnich vzorcich byla métena jeste tyz den.

Polovina zvifat z obou skupin byla nasledujici den podrobena dalSimu testovani.
Potkanim byla gavaZi podana dle hmotnosti davka 40% ethanolu odpovidajici 3 g na kilogram
télesné hmotnosti a byla odebirana a zpracovavana krev dle postupu popsané¢ho vyse. Vzorky
byly opét méteny jesté tyZ den. Stanoveni koncentrace ethanolu a acetaldehydu ve vzorcich
pomoci ,headspace” plynové chromatografie bylo provadéno na Centralni toxikologické
klinice, Na bojisti 1771/1 v Praze. Méfeni provadéla RNDr. Miroslava Bursova, Ph.D..

Zvitatim, kterd byla opakované premedikovana ethanolem a kontrolni skuping zvitat
byla po usmrceni odebrana jatra pro ucely dalSich biochemickych stanoveni. Jatra byla ihned

ulozena do -80 °C.
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3.3.13 Izolace cytosolarni frakce z jaterni tkané

Pufr P1: 0,15M KCI; 0,05M Tris/HCI; pH 7,4; tokoferol v methanolu (v kone¢né koncentraci
50 uM)
Pufr P2: 0,1M Na4P207 (upraveno pomoci 1mM HCl na pH 7,2)
Pro piipravu cytosolarnich jaternich frakci byla pouzita jatra potkani po opakované
premedikaci ethanolem (viz kapitola 3.3.12, str. 46), ktera byla uloZena pii -80 °C.

Pro izolaci cytosolarni frakce byla pouzita metoda standardni diferencialni centrifugace
[115]. Veskeré ukony byly provadény v chlazené mistnosti pii4 °C. Veskery material a roztoky
byly ptedem vychlazeny také na 4 °C. Jatra byla rozdrcena v tfeci misce s tlouckem predem
vychlazené na suchém ledu. Tkan byla zvazena a dikladn€ promyta pufrem P1. Nésledn¢ byla
takto predpiipravend tkan homogenizovdna pomoci sklenéného homogenizatoru
Potter-Elvehjem v pufru P1. Mnozstvi pufru P1 pro homogenizaci bylo voleno tak, aby na
1 gram tkéné byly pouzity 4 ml pufru P1. Homogenat byl centrifugovan 10 minut pii 600xg pfi
teplot¢ 5 °C na centrifuze z 383K (HERMLE), rotor 220.86 (HERMLE). Byl odebran
supernatant a pelety byly znovu rehomogenizovany v pufru P1 —na 1 gram tkané bylo pouzito
250 pl pufru P1. Takto rehomogenizované pelety byly znovu centrifugovany za stejnych
podminek (600xg, 10 minut, 5 °C). Nasledné byly odebrané supernatanty z obou centrifugaci
smiseny a centrifugovany po 20 minut pfi 15 000xg pii teplot¢ 5°C na centrifuze
Allegra X-30R (Beckman Coulter); rotor F0630 (Beckman Coulter). Supernatant byl opatrné
odebran abyl nasledné ultracentrifugovan pifi 123 000xg po 90 minut pii 4 °C na
ultracentrifuze Optima XPN-90 Untracentrifuge (Beckman Coulter); rotor Ti45 (Beckman
Coulter). Supernatant vznikly po ultracentrifugaci (cytosolarni frakce) byl odebran do

mikrozkumavek a ihned uloZen do -80 °C.

3.3.14 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecylsiranu sodného

Gelova elektroforesa je Siroce pouzivanou elektroforetickou technikou, kterda je
zalozena na déleni proteinii podle jejich velikosti a elektroforetické pohyblivosti. Déleni na
zaklad¢ velikosti proteint je dosaZzeno pomoci dodecylsiranu sodného, ktery svou vazbou na
proteiny udava vSem proteintim zadporny naboj, ktery je umérny jejich velikosti. Pfi pfipojeni

elektrického pole se proteiny separuji na gelu na principu molekulového sita.
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Polymeraéni gely: komer¢ni kit — TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 10%

4X koncentrovany vzorkovy pufr: 025M Tris/HCl; 8%  (w/v) SDS;
20% (v/v) 2- merkaptoethanol; 40% (v/v) glycerol; 0,004% (w/v) bromfenolova modf; pH 6,8
Elektrodovy pufr: 0,025M Tris/HCI; 0,195M glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3

Barvici lazen: 0,25% Coomassie brilliant blue R-250; 46% (v/v) ethanol;
9,2% (v/v) kyselina octova

Odbarvovaci lazen: 25% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octova

Nejprve byla sestrojena aparatura pro piipravu geli. Dle navodu vyrobce byly
pfipraveny roztoky pro piipravu gell o sile 1 mm — separacni gel s hustotou zesitovani 10 %.
Hustota zaostfovaciho gelu neni vyrobcem uvadéna.

Jednotlivé vzorky cytosoldrnich frakci (viz kapitola 3.3.13, str. 47) byly fedény
vzorkovym pufrem a vodou na vyslednou koncentraci proteinu 2 mg/ml a nésledné 5 minut
vafeny pomoci Mini Dry Bath — BS-MINIB-100I a centrifugovany na centrifuze Spectrafuge
Mini Centrifuge C1301B. Do jednotlivych jamek gelu bylo pfeneseno pomoci mikrostiikacky
(Hamilton) 5 pl standardu (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) a 20 pl vzorku.
Gely s nanesenymi vzorky byly umistény do elektroforetické vany (Mini-PROTEAN® Tetra
Cel), ktera byla naplnéna elektrodovym pufrem a pfipojeny ke zdroji konstantniho elektrického
napéti 200 v (PowePac Basic). Elektroforesa byla ukoncena v okamziku, kdy bromfenolova
modr znacici ¢elo doputovala ptiblizné 0,6 cm od spodniho kraje gelu (pfiblizn€ 60 minut).
z gelt byl odstranén zaostfovaci gel. Pro metodu Western blot nebyl gel dale barven. Druhy gel

byl po jednu hodinu barven v barvici 14zni a nasledné odbarvovan v odbarvovaci lazni ptes noc.

3.3.15 Western blot s naslednou imunodetekci

Metoda Western blot je zaloZena na ptfenosu proteinovych molekul rozdélenych dle
molekulové hmotnosti z gelu na membranu (blot). K pfenosu proteinli na membranu
(nitrocelulosovou nebo polyvinylindenfluoridovou) se pouziva nejcastéji elekropfenos pomoci
stejnosmérného proudu. Detekce proteinti na membrané probihd imunochemicky. Protein
je inkubaci se specifickou primarni protilatkou na membrané detekovan konjugatem sekundarni
protilatky a enzymu, ktery umoznuje vizualizaci cilovych proteinli na membrané.

Pienosovy pufr: 0,025M Tris; 0,192M glycin; pH 8,3
PBS Triton X-100: 134mM NaCl; 1,8mM NaxHPO4; 1mM NaH>POs, pH 7,2
Blokovaci roztok: 5% suSené odtucnéné mléko (fedéno v PBS Triton X-100)

Vyvolavaci roztok: 10 ml destilované vody; tableta SigmaFast
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Separacni gely byly po ukonceni elektroforesy umistény do ptfenosového pufru
a inkubovéany 20 minut za stalého michani (tfepacka SHO-2D) pfi laboratorni teploté. Mezitim
byly podle velikosti gelu nastiihany filtra¢ni papiry (Whatman 3) a PVDF membrana. Aktivace
PVDF membrany probihala ponofenim do methanolu (15 sekund), nasledné na 30 sekund do
destilované vody a na zavér na 5 minut do pfenosového pufru. Na anodu blotovaciho pfistroje
(spodni kazeta) byly pfeneseny tfi filtracni papiry (Whatman 3) namocené v pfenosovém pufru,
nasledn¢ aktivovana PVDF membrana, gel ana zavér tii filtratni papiry navlhéené
v prenosovém pufru. Po uzavieni kazety blotovaciho piistroje probihal elektropfenos, nejprve

2 apak dalsich 45 minut pfi 2 mA/cm?. Gel byl po ukonceni

10 minut pii 0,8 mA/cm
elektropfenosu umistén na 60 minut do barvici 1azn¢ a nasledné do odbarvovaci lazné pies noc
(kontrola spravnosti elektropfenosu).

Membrana byla po 60 minut inkubovéana pii 4 °C v blokovacim roztoku (tfepacka
SHO- 2D), aby bylo zabranéno nespecifickym interakcim. Nésledné¢ byla membrana
inkubovana pii 4 °C za stalého michani pies noc v 10 ml blokovaciho roztoku s primarni
protilatkou. Redéni primarni krali¢i protilatky proti ADH bylo zvoleno 1:10000 dle doporugenti
vyrobce.

Nasledujiciho dne byla membrana 4x promyta blokovacim roztokem (pokazdé
2 minuty), poté byla po 60 minut inkubovéana v roztoku sekundarni protilatky za laboratorni
teploty (tfepacka SHO-2D). Redéni sekundéarni protilatky (kozi IgG protilatka proti IgG kralika
s konjugovanou alkalickou fosfatasou) bylo zvoleno dle doporufeni vyrobce 1:1428
v blokovacim roztoku. Po ukonceni inkubace byla membrana 5x promyta (pokazdé 2 minuty)
blokovacim roztokem a nésledné jesté 5x 2 minuty PBS Triton X-100. Pro vizualizaci byla
membrana ponofena na cca 5 minut do vyvolavaciho roztoku ve tmé. k ukonceni vizualizaéni

reakce byla membrana ponotfena do destilované vody. Po usuSeni byla membrana oskenovana.
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4 Vysledky

4.1 Experimenty provadéné na modelu hepatocytu potkana

Pfedmétem vyzkumu predkladané diplomové prace bylo studium antioxida¢nich
vlastnosti dihydromyricetinu a jejich vlivu na metabolismus ethanolu. Nejprve byly
antioxidacni vlastnosti testovany na modelu primarnich hepatocytli potkana. Hepatocyty
izolované z premedikovan¢ho potkana a potkana nepremedikovaného, ktery slouzil jako
kontrola, byly béhem kultivace vystaveny pusobeni ethanolu a dihydromyricetinu o rtiznych
koncentracich. Byla méfena mira oxida¢niho poskozeni hepatocytli prostfednictvim méteni
mnozstvi vzniklych reaktivnich forem kysliku a dusiku pomoci fluorescenc¢nich sond DCFDA
a DHR. Mira hepatotoxického ucinku EtOH byla ovéfovana dale pomoci MTT testu a pomoci

ALT, ktera je markerem jaterniho poskozeni.

4.1.1 Izolace a kultivace primarnich hepatocytii

Pro izolaci hepatocytli byla pouzita standardni dvoufidzovéa kolagenasova metoda.
Hepatocyty byly izolovany z potkana premedikovaného ethanolem a z potkana, ktery nebyl
premedikovéan ethanolem. Thned po izolaci hepatocytii byla stanovena jejich Zivotnost (viz
kapitola 3.3.3, str. 40). Stanovena zivotnost hepatocytll z nepremedikovaného potkana se
pohybovala okolo 80—85 %, zatimco zivotnost hepatocytii z potkana, ktery byl premedikovan
ethanolem byla pfiblizn€ o 10 % nizsi, tedy 70-75 %.

Na zéklad¢ zjisténé Zivotnosti byly hepatocyty nafedény dle ptislusného poméru (viz
kapitola 3.3.4, str. 41) a naneseny na kultiva¢ni plotny. v prib&hu dvacetihodinové kultivace za
standardnich podminek (kapitola 3.3.3, str. 41) doslo ke vzniku ,,monovrstvy* zplostélych
bun¢k dlazdicovitého tvaru na dné kultivacni plotny (viz obrazek 10, str. 51). Kultury

primarnich hepatocytl byly po ukonceni kultivace vyuZzivany v priibehu dalSich experimentt.
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Obrazek  10:  llustracni  mikrofotografie =~ primarnich  hepatocytit  izolovanych
z nepremedikovaného potkana. Hepatocyty tvofici ,,monovrstvu‘ po 20 hodinéch kultivace za

standardnich podminek, pofizeno pfi dvacetindsobném zvétSeni, mikroskop Leica DM IL LED.

Standardni slozeni kultivaéniho media bylo modifikovano pro ucely experimentu
obohacenim o ethanol, LPS a dihydromyricetin. Na zaklad¢ vysledkti uvedenych v diplomové
praci Mgr. Anety Skotnicové [116] byla jako vhodna koncentrace pro navozeni stabilniho
prostiedi oxida¢niho stresu zvolena koncentrace ethanolu 300 mM nebo koncentrace LPS
15 pg/ml. Pii zvolenych koncentracich byly ovlivnény bunééné funkce, ale nedochazelo
k vyraznéjSimu nardstu apoptosy nebo nekrosy. Lipopolysacharid je latka s prokazanou
hepatotoxicitou, kterd je schopna navodit oxidacni stres v bunikach. v této praci byl LPS
vyuzivan pouze jako srovnavaci latka pti sledovani hepatotoxickych uc¢inkti ethanolu na urovni
morfologie bun¢k.

Hepatocyty z ethanolem premedikovaného potkana i nepremedikovaného potkana byly
kultivovany v pfitomnosti ethanolu a DHM rozpusténého v ethanolu o vyslednych
koncentracich 1; 10; 50 a 100 uM. Toto koncentra¢ni rozmezi pro DHM bylo téZ zvoleno na
zékladé vysledkt diplomové prace Mgr. Anety Skotnicové [116].

Pti sledovéani vlivu DHM na primarni hepatocyty po 20 hodinach kultivace v mediu
s/bez EtOH nebo s/bez LPS, bylo mozné rozlisit, ze hepatocytli z potkana premedikovaného
ethanolem je mensi poCet a maji odliSnou morfologii nez hepatocyty z nepremedikovaného
potkana. Bunky mély deformovany tvar a netvofily souvislou monovrstvu. Pozorovany efekt
ethanolu o koncentraci 300 mM a LPS o koncentraci 15 pg/ml byl srovnatelny. Efekt DHM
nebylo mozné vizudlné rozlisit. Vybrané representativni snimky primarnich hepatocyti po 4, 8

a 20 hodinach kultivace viz obrazky 11 a 12, str. 52.
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Primarni hepatocyty z nepremedikovaného potkana, které byly kultivovany v kompletnim
mediu 4 hodiny (Al), 8 hodin (AII) a 20 hodin (AIIl). Primérni hepatocyty z potkana, ktery byl
premedikovan ethanolem, kultivované v kompletnim mediu po 4 hodinach (BI), 8 hodinach
(BII) a 20 hodinach (BIII). Pozorovano na mikroskopu Leica DM IL LED pfi dvacetindsobném

zvétSeni.

Obrazek ]' Reprezantativi mikrofotografickeé sm’mky hepatocytu kutivvanych s EtOH
a LPS. Hepatocyty z nepremedikovaného potkana byly kultivovany v ethanolu o koncentraci
300 mM 4 hodiny (Al), 8 hodin (AIl) a 20 hodin (AIIl). Hepatocyty z nepremedikovaného
potkana kultivované s LPS o koncentraci 15 pg/ml 4 (BI), 8 hodin (BII) a 20 hodin (BIII).

Mikroskop Leica DM IL LED pii dvacetindsobném zvétSeni.
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4.1.2 Sledovani hepatotoxického ucinku ethanolu na primarni hepatocyty

Pro ucely pozorovani antioxida¢nich vlastnosti DHM byla stanovena zZivotnost bun¢k.
Viabilita bunék byla stanovovdna po ukonceni kultivace primarnich hepatocytd pii
optimalizovanych laboratornich podminkach v mediu, které obsahovalo ethanol o koncentraci
300 mM a roztok DHM rozpusténého v ethanolu o koncentracich 1; 10; 50 a 100 uM.

Pro stanoveni zivotnosti bun€k pouzity tii nezavislé metody — MTT test, stanoveni

aktivity ALT a stanoveni ALT metodou ELISA.

Stanoveni viability bunék pomoci MTT testu

Pro tucely studia antioxida¢nich vlastnosti DHM byl pozorovén vliv testovanych
latek — ethanolu a dihydromyricetinu v kultivaénim mediu na Zivotnost bunék. Zivotnost
primarnich hepatocytli byla stanovena po 24 hodinach kultivace s pfislusnymi testovanymi
latkami na 24-WP. Vysledky byly vztazeny ke skupiné hepatocytli z nepremedikovaného
potkana, které byly kultivovany v kompletnim mediu bez testovanych latek.

Na zéklad¢ ziskanych dat bylo mozné urcit rozdily v zivotnosti hepatocytti jednotlivych
testovanych skupin. v piipad¢é skupiny hepatocytl z ethanolem nepremedikovaného potkana
kultivované v mediu bez testovanych latek se wvzristajici koncentraci DHM dochazelo
k poklesu apopticko-nekrotickych zmén (viz obrazek 13, str. 54). Koncentrace DHM 50
a 100 uM vykazuji pro tuto skupinu hepatocytl nejvyssi pozitivni efekt DHM. Vliv DHM na
zivotnost hepatocytli z ethanolem premedikovaného potkana, které byly kultivovany v mediu
obsahujicim ethanol o koncentraci 300 mM, neni patrny.

Zivotnost hepatocytii izolovanych z potkana premedikovaného ethanolem byla oproti
hepatocytiim izolovanym z nepremedikovaného potkana ptiblizné o 10 % nizsi. Pfi kultivaci
hepatocytti z premedikovaného potkana v mediu obsahujicim ethanol je patrné hepatotoxické
plsobeni ethanolu. Zivotnost této skupiny bunék nevykazuje po piidavku DHM vyrazné

ovlivnéni (viz obrazek 13, str. 54).
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Obrazek 13: Vliv DHM na Zivotnost hepatocytii izolovanych z ethanolem premedikovaného
a nepremedikovaného potkana. Premedikace zvitat ethanolem probihala 4 dny podanim 40%
ethanolu. Zivotnost hepatocyti byla stanovena pomoci MTT testu na 24-WP. Jako vztazna
skupina (100% zivotnost) byla zvolena skupina hepatocytii izolovanych z nepremedikované¢ho
potkana kultivovanych za standardnich podminek bez testovanych latek v kultivaénim mediu.
Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim ethanol o koncentraci 300 mM a DHM
o koncentracich 1-100 uM.

Stanoveni aktivity ALT

Viabilita bunék byla dale sledovana na zdkladé mnozstvi uvolnéné
alaninaminostransferasy, kterd je bézn¢ vyuZivanym markerem jaterniho poskozeni. Ke
stanoveni bylo pouZito medium odebrané v posledni den kultivace z 6-WP (viz kapitola 3.3.5,
str. 42).

Vypoctené hodnoty katalytické aktivity ALT ukazuji, ze hepatocyty, které¢ byly
izolovany z potkana premedikovaného ethanolem, byly méné poskozené oproti hepatocytim
izolovanym z ethanolem nepremedikovaného potkana (viz obrazek 14, str. 55). Ethanol
v kultivaénim mediu zvySuje aktivitu ALT. Pfitomnost DHM v mediu snizuje aktivitu ALT.
u hepatocytl z nepremedikovaného potkana, které byly kultivovany v mediu s EtOH se aktivita
ALT v rozmezi koncentraci DHM 1 a 10 uM zvySuje a v rozmezi koncentraci 50 a 100 uM
snizuje. Aktivita ALT hepatocytii z potkana premedikovaného EtOH vykazuje pfesné opacny
trend (viz obrazek 14, str. 55).
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Obrazek 14: Aktivita ALT hepatocytii izolovanych z ethanolem premedikovaného
a nepremedikovaného potkana. Premedikace zvitat ethanolem probihala 4 dny podanim 40%
ethanolu. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim ethanol o koncentraci 300 mM
a ethanolovy roztok DHM o koncentracich 1-100 M. Pro méteni provadéné v triplikatech bylo
vyuzito medium, které bylo odebrano z 6-WP. Pro tcely méfeni aktivity byl pouzit komercni

test (LALT (GPT) kit).

Stanoveni ALT metodou ELISA

Viabilita primarnich hepatocyti pfi kultivaci s ethanolem a dihydromyricetinem byla
hodnocena téz na zakladé mnozstvi ALT v mediu stanoveného metodou ELISA. Pro stanoveni
bylo vyuzito medium odebrané z 6-WP po ukonceni kultivace (viz kapitola 3.3.5, str. 42). Pro
stanoveni koncentrace ALT byl vyuzit komer¢ni test (RAT ALT SimpleStep ELISA kit).

Mezi naméfenymi hodnotami koncentrace ALT jednotlivych testovanych skupin byl
pozorovatelny rozdil. Mnozstvi ALT u skupin bunék kultivovanych v mediu s ethanolem
o koncentraci 300 mM bylo niZ§i nez ubunék kultivovanych v mediu bez ethanolu.
u hepatocyttl, které byly kultivovany v mediu s ethanolem, neni patrny zadny efekt DHM.
Mnozstvi ALT se u skupin hepatocytd kultivovanych v mediu bez EtOH v zavislosti na

vzrastajici koncentraci DHM snizuje (viz obrazek 15, str. 56).
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Obrazek 15: Stanoveni koncentrace ALT v mediu hepatocytii izolovanych z ethanolem
premedikovaného a nepremedikovaného potkana metodou ELISA. Premedikace zvitat
ethanolem probihala 4 dny podanim 40% ethanolu. Hepatocyty byly kultivovany v mediu
obsahujicim ethanol o koncentraci 300 mM a DHM o koncentracich 1-100 uM. Pro méfeni

provadéné v triplikatech bylo vyuzito medium, které bylo odebrano z 6-WP.

4.1.3 Vliv dihydromyricetinu na obsah ROS v hepatocytech

Antioxidacni vlastnosti DHM byly sledovany na priméarnich hepatocytech z ethanolem
premedikovaného a nepremedikovaného potkana po ukonceni kultivace v mediu, které
obsahovalo ethanol o koncentraci 300 mM a DHM o koncentracich 1;10; 50 a 100 uM.
u jednotlivych skupin hepatocytii bylo stanovovano mnozstvi reaktivnich forem kysliku
a dusiku, které jsou pfimym ukazatelem miry oxida¢niho poSkozeni bunék. k tomuto ucelu byly
pouzity dvé fluorescencni sondy s rozdilnou selektivitou vici jednotlivym druhiim reaktivnich

forem kysliku a dusiku — DCFDA a DHR.

Stanoveni ROS pomoci DCFDA

Antioxida¢ni vlastnosti DHM byly ovéfovany pomoci fluorescen¢ni latky DCFDA,
ktera je nejbéznéji pouzivanou latkou pro detekci redoxnich zmén v bunce v souvislosti
s oxida¢nim poSkozenim. Vzhledem k nizké specifité slouzila DCFDA v tomto experimentu
jako celkovy ukazate]l ROS/RNS v bunikach. Pro méfeni byly pouZzity hepatocyty z24-WP
z ethanolem  premedikovaného potkana a nepremedikovaného potkana (viz

kapitola 3.3.5, str. 42).
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Na zaklad¢ hodnot intenzity fluorescence bylo mozno pozorovat rozdily v ramci
jednotlivych skupin hepatocyti. Naméfené hodnoty intenzity fluorescence hepatocytil
z nepremedikovaného potkana jsou vyrazné nizsi nez hodnoty intenzity fluorescence potkana,
ktery byl premedikovan ethanolem. uvsSech skupin je patrny linearni pokles intenzity
fluorescence se vzrastajici koncentraci DHM v mediu. uhepatocytd z ethanolem
premedikovaného potkana, které byly inkubovany s ethanolem, dochazi pti koncentraci DHM

10 umM k poklesu intenzity fluorescence téméi o polovinu (viz obrazek 16).
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Obrazek 16: VIiiv DHM na mnozstvi ROS stanovenych pomoci DCFDA v primarnich
hepatocytech izolovanych z ethanolem premedikovaného a nepremedikovaného potkana.
Premedikace zvifat ethanolem probihala 4 dny podanim 40% ethanolu. Hepatocyty byly
kultivovany v mediu obsahujicim ethanol o koncentraci 300 mM a DHM o koncentracich

1-100 uM. Pro méfeni byly pouZity hepatocyty kultivované na 24-WP po ukonceni kultivace.

Stanoveni mnozZstvi peroxynitritu a jeho derivati pomoci DHR

Antioxidacni vlastnosti DHM byly nasledné ovétovany také pomoci fluorescencni
sondy DHR, ktera je hojn¢ vyuzivana jako indikator peroxynitritu a jeho derivatl, které vznikaji
vbuiice ve vE&tSim mnozstvi v souvislosti soxidacnim poSkozenim. vrdmci naSeho
experimentu slouzila DHR jako dopliikovad sonda pro detekci pfitomnosti peroxynitritu
a hydroxylového radikalu, ktery vznika spontannim rozpadem peroxynitritu pfi oxidacnim
poskozeni bun€k. Pro méfeni byly pouzity hepatocyty z 24-WP z ethanolem premedikovaného

potkana a nepremedikovaného potkana kultivované za laboratornich podminek v mediu, které
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obsahovalo ethanol o koncentraci 300 mM aroztok DHM rozpusténého v ethanolu
o koncentracich 1;10; 50 a 100 uM po 20 hodinéch kultivace (viz kapitola 3.3.5, str. 42).

Na zéklad¢ naméfenych hodnot intenzity fluorescence bylo mozno pozorovat rozdily
vramci  jednotlivych  skupin  hepatocytii.  Intenzita  fluorescence  hepatocyta
z nepremedikovaného potkana je vyrazné vyssi nez hodnoty intenzity fluorescence potkana,
ktery byl premedikovan ethanolem. v ptipad€ obou skupin hepatocytli je mozné se vzrustajici
koncentraci DHM pozorovat linearni pokles intenzity fluorescence. u hepatocytii z ethanolem
premedikovaného potkana dochazi pifi koncentracich DHM 10, 50 a 100 uM k poklesu

intenzity fluorescence (viz obrazek 17).
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Obrdazek 17: Vliv DHM na mnozstvi ROS stanovenych pomoci DHR v primdrnich hepatocytech
izolovanych z ethanolem premedikovaného a nepremedikovaného potkana. Premedikace zvitat
ethanolem probihala 4 dny podanim 40% ethanolu. Hepatocyty byly kultivovany v mediu
obsahujicim ethanol o koncentraci 300 mM a ethanolovy roztok DHM o koncentracich

1-100 uM. Pro méteni byly pouZity hepatocyty kultivované na 24-WP po ukonceni kultivace.

4.2 Vliv dihydromyricetinu na metabolismus ethanolu in vivo

Druhé ¢ast vyzkumu byla vénovéna sledovani vlivu DHM na metabolismus ethanolu na
modelu potkana in vivo. Byl sledovan vliv DHM na rychlost metabolismu ethanolu na zékladé
stanoveni mnoZzstvi ethanolu a acetaldehydu v krvi potkana. Na zavér byl sledovéan vliv DHM
na alkoholdehydrogenasu na trovni proteinové exprese tohoto enzymu v jaternich
cytosolarnich frakcich ziskanych v ramci studia vlivu DHM na rychlost metabolismu ethanolu

in vivo.
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4.2.1 Stanoveni mnoZstvi ethanolu a acetaldehydu v krvi potkana

Byl sledovan vliv dihydromyricetinu na koncentraci ethanolu a acetaldehydu v krvi
potkanl pii jednordzové a opakované premedikaci ethanolem (viz kapitola 3.3.12, str. 46).
Potkantim, kteti byli rozdéleni do dvou skupin, byl gavazi do zaludku podavan 40% ethanol
nebo 40% ethanol s ptfidavkem DHM. Krev byla odebirdna zoka ve ctyfech casovych
intervalech. U¢inky opakované premedikace 40% ethanolem byly ovéfovany za stejnych
podminek na polovin¢ potkanti z obou skupin (viz kapitola 3.3.12, str. 46).

U skupiny potkant, které¢ byl podin DHM dochazi po 30 minutich k poklesu
koncentrace ethanolu v krvi, kterd nasledn¢ opét narista (obrazek 18). Efekt DHM na rychlost
odbouravani acetaldehydu také neni patrny (viz obrazek 19, str. 60). Na zékladé namétfenych

dat neni patrny vliv DHM na rychlost odbouravani ethanolu pfi jednorazovém podani.
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Obrazek 18: Koncentrace ethanolu v krvi potkanii v zavislosti na case pri jednordzovém
podani. Zvitata byla rozdélena do dvou skupin: prvni skupina (n = 4) byla premedikovéana
40% ethanolem; druhd skupina (n = 4) byla premedikovéana 40% ethanolem s pifidavkem DHM.
Krev byla potkanim odebirana z oka ve Ctyfech ¢asovych intervalech (5, 15, 30 a 60 minut).

Mnozstvi ethanolu v krvi bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie (v triplikatech).
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Obrazek 19: Koncentrace acetaldehydu v krvi potkanii v zavislosti na case pri jednordzovém
podani. Zvitata byla rozdélena do dvou skupin: prvni skupina (n = 4) byla premedikovana 40%
ethanolem, druha skupina (n = 4) byla premedikovana 40% ethanolem s ptfidavkem DHM. Krev
byla potkaniim odebirdna z oka ve Ctyfech Casovych intervalech (5, 15, 30 a 60 minut).

Mnozstvi acetaldehydu v krvi bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie (v triplikatech).

Utinky opakovaného podani ethanolu byly ovéfovany nasledujici den. Potkani, ktefi
byli prvni den premedikovani 40% EtOH s ptidavkem DHM vykazuji po opakované
premedikaci 40% EtOH vyrazné vy$s§i koncentraci ethanolu v krvi, nez skupina potkant
opakované premedikovana pouze 40% EtOH. Koncentrace ethanolu u skupiny potkant, ktera
byla premedikovanda DHM v zavislosti na Case, nariistd. u potkanti, ktefi byli opakované
premedikovani 40% ethanolem dochazi v 30 minuté ke stabilizaci koncentrace ethanolu
v krvi — platé faze (viz obrazek 20, str. 61). Koncentrace acetaldehydu v krvi potkant, ktefi byli
poprvé premedikovani 40% ethanolem s DHM, je 15 minut po premedikaci vyrazné niz$i nez
u skupiny potkani premedikovanych opakované 40% ethanolem. Mnozstvi acetaldehydu
u potkant premedikovanych DHM ve 30 minuté vyrazné klesa a v 60 minuté mirn¢ stoupa.
Koncentrace acetaldehydu u potkanti opakované premedikovanych ethanolem ma od 15 minuty

sestupny trend (viz obrazek 21, str. 61).
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Obrazek 20: Koncentrace ethanolu v krvi potkanii v zavislosti na case pri opakované davce
ethanolu. Polovina zvifat z obou skupin (n = 2), kterd byla premedikovana 40% EtOH
a 40% EtOH s DHM, byla premedikovana podruhé 40% EtOH. Krev byla potkaniim odebirana
z oka ve ¢tyfech Casovych intervalech (5, 15, 30 a 60 minut). Mnozstvi ethanolu v krvi bylo

stanoveno pomoci plynové chromatografie (v triplikatech).
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Obrazek 21: Koncentrace acetaldehydu v krvi potkanii v zavislosti na case pri opakované davce
ethanolu. Polovina zvifat z obou skupin (n = 2), ktera byla premedikovana 40% EtOH a 40%
EtOH s DHM, byla premedikovana podruhé 40% EtOH. Krev byla potkaniim odebirana z oka
ve Ctyfech Casovych intervalech (5, 15, 30 a 60 minut). MnozZstvi acetaldehydu v krvi bylo

stanoveno pomoci plynové chromatografie (v triplikatech).
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4.2.2 Studium vlivu dihydromyricetinu na expresi alkoholdehydrogenasy

v cytosolarni jaterni frakci

V jednotlivych vzorcich cytosolarnich jaternich frakei ziskanych z potkani, ktefi byli
opakovan¢ premedikovani ethanolem a potkanti, kterym byl béhem prvni premedikace podan
ethanolovy roztok DHM a b&hem druhé pouze ethanol (kapitola 3.3.12, str. 46), bylo stanoveno
mnozstvi ADH. Na obrazku 22 je patrné, ze DHM podany potkaniim béhem prvni premedikace

neovliviiuje expresi ADH.

PK A B C D E F

S0 kDa  e—

37kDa

Obrdzek 22: Western blot cytosoldrnich jaternich frakci. Elektroforesa probihala na 10%
polyakrylamidovém gelu, do jednotlivych jamek bylo aplikovdno 40 pg proteinu. Vzorky
v redukujicim pufru byly naneseny do jednotlivych drah v potadi: pozitivni kontrola pro
imunodetekci ADH — koniské alkoholdehydrogenasa (PK); cytosolarni jaterni frakce potkana,
ktery byl oba dny premedikovan 40% ethanolem (A, D); cytosolarni jaterni frakce potkana,
kterému byl prvni den podan 40% ethanol a DHM (B, C); potkan kontrolni skupiny, kterému
byla odebirana krev z oka — vliv acidosy (E) a potkan kontrolni skupiny (F).
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5 Diskuze

Nadmeérna konzumace alkoholu je pfi¢inou fady jaternich onemocnéni. Dlouhodobé
probiha Siroky vyzkum a vyvoj potencidlné hepatoprotektivnich latek ¢i latek pozitivné
ovliviiyjicich pribéh odbouravani alkoholu, abstinenc¢ni ptiznaky a projevy kocoviny.
Slouceniny ze skupiny flavonoidl jsou Casto spojovany s moznymi pozitivnimi ucinky na
jaterni metabolismus ethanolu [117].

Flavonoid dihydromyricetin je tradi¢n€ vyuzivan v ¢inské mediciné pii alkoholové
intoxikaci a jako podpurny prostiedek pfti piiznacich kocoviny. Studie [101], ktera se zabyvala
vlivem DHM na metabolismus EtOH, byla podkladem pro tuto diplomovou praci. Cilem
predkladané diplomové prace bylo ovéfit antioxidacni GCinky jak DHM na hepatocytech
potkana in vitro, tak vliv DHM na rychlost metabolismu ethanolu v potkanim modelu in vivo.

Pro studium antioxidac¢nich vlastnosti DHM a jeho vlivu na biotransformacni enzymy,
byly zvoleny primérni hepatocyty, které byly izolovany z ethanolem premedikovaného potkana
a nepremedikovaného potkana, aby bylo mozné pozorovat rozdil u¢inku DHM. Hepatocyty
z obou potkant byly béhem kultivace vystaveny plisobeni EtOH nebo EtOH v kombinaci
s DHM. Pro ucely studia antioxida¢nich vlastnosti DHM bylo nutné nejprve urcit Zivotnost
bun¢k, aby bylo mozné antioxidacni efekty pozorovat v SirSich souvislostech. z divodu
zajisténi vyssi divéryhodnosti dat, byly pro ur€eni Zivotnosti bunék pouzity tfi nezavislé
metody — stanoveni Zivotnosti bunék pomoci MTT testu, stanoveni aktivity ALT a stanoveni
mnozstvi ALT metodou ELISA.

Primarni hepatocyty byly po izolaci kultivovany v kultivacnim mediu, které bylo pro
ucely experimentu obohaceno o latky EtOH, LPS a DHM nebo o jejich kombinace. Na zakladé
vysledkli diplomové prace Mgr. Anety Skotnicové [116] byla zvolena koncentrace EtOH
300 mM jako vhodna pro navozeni oxida¢niho stresu. Jako modelova slou€enina pro porovnani
hepatotoxického efektu na rovni morfologie bunék byl pouzit LPS o koncentraci 15 pg/ml.
Lipopolysacharid byva vzhledem ke svym hepatotoxickym ucinkiim a schopnosti navodit
oxidacni stres hojné€ vyuzivan pfi studiich jaterniho poSkozeni [118]. Vzhledem k rozdilnému
mechanismu toxicity oproti EtOH nebyl LPS pouzivan pfi dalSich experimentech, které byly
na primarnich hepatocytech provadény. Na zaklad¢ publikovanych vysledk bylo pro testovani
vlivu DHM na hepatocyty zvoleno koncentra¢ni rozmezi 1-100 uM [119].

Zivotnost hepatocytll uréena pomoci MTT testu odpovida predpokladanému snizeni
zivotnosti u hepatocytli izolovanych z ethanolem premedikovaného potkana proti hepatocytim

izolovanym z nepremedikované¢ho potkana. Oc¢ekavany pozitivni efekt DHM na zivotnost
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bunck nebylo mozné prokazat (viz obrazek 13, str. 54). Vznik fialového zabarveni roztoku MTT
je spojen s aktivitou mitochondridlni dehydrogenasy, kterd mtize byt vlivem pocinajici
apoptosy zvySena, coz muZe zpusobit zkresleni vysledki. Zivotnost hepatocytd by
pravdépodobné s Casem zacala klesat. Dale je stanoveni zivotnosti pomoci MTT testu zavislé
také na mnozstvi nanesenych bun¢k. Pfi nandSeni bunék a vyméné media v jednotlivych
jamkéch miize Spatnou manipulaci vznikat vyraznd chyba. Na zakladé¢ vySe zminénych
nedostatkh MTT testu bylo jako alternativni moznost urCeni zivotnosti hepatocyti pouzito
stanoveni aktivity ALT. 1 pfes vySe zminéné nedostatky je MTT test diky své jednoduchosti
a rychlosti stale hojn€ vyuzivanou metodou.

Data ziskana pomoci stanoveni aktivity ALT (viz obrazek 14, str. 55) nepotvrdila
vysledky, které poskytlo stanoveni pomoci MTT testu (viz obrazek 13, str. 54). Hepatocyty,
které byly izolovéany z ethanolem premedikovaného potkana, vykazuji mensi uvolnéni enzymu
ALT oproti hepatocytiim izolovanym z nepremedikovaného potkana. z vysledku je ale patrné,
ze ethanol pfitomny v mediu zvySuje poskozeni bunck. Piidavek DHM v zéavislosti na
koncentraci vykazuje u hepatocytii kultivovanych v mediu bez ethanolu mirny protektivni
efekt. Tento vysledek je vsouladu snékolika studiemi, které popisuji pokles hodnot
alaninaminotransferasy, aspartataminotransferasy a laktatdehydrogenasy ptisobenim DHM pfi
navozeni jaterniho poSkozeni v mySim a potkanim modelu [96, 120]. Pro uplnou jistotu
spravnosti namétenych dat bylo provedeno jesté stanoveni ALT metodou ELISA, které by mélo
byt pravdépodobné piesnéjsi, protoze umozituje sledovat enzym na Grovni proteinu.

Stanoveni ALT metodou ELISA nepotvrdilo vysledky obou vysSe popsanych technik
stanoveni zivotnosti hepatocytl. Ethanol v mediu podle vysledkti metody ELISA ziejmé
pusobil protektivné, coZ vysvétluje, ze obsah ALT u skupin bun¢k kultivovanych v mediu
s ethanolem (¢ = 300 mM) byl niZ8i neZ u buné€k kultivovanych v mediu bez ethanolu (viz
obrazek 15, str. 56). Hepatocyty jsou ziejmé& schopné se adaptovat na opakované davky
ethanolu, coz se projevuje zvySenim jejich regeneracni kapacity. Toto pozorovani je v souladu
se studii provadénou na lidskych i potkanich hepatocytech, kterd popisuje vliv ethanolu na
nekrosu a peroxidaci lipida v buiikéch [121]. Protektivni efekt DHM (viz obréazek 15. str. 56)
je stejné jako v ptipad¢ stanoveni aktivity ALT (viz obrazek 14, str. 55) patrny pouze
u hepatocytt kultivovanych bez ethanolu.

Rozporné zavéry ze ziskanych vysledki mohou byt zpisobeny biologickou
interindividudlni variabilitou jednotlivych potkanti. Pro izolaci hepatocytii byl pouzit vzdy jen
jeden potkan premedikovany ethanolem a jeden nepremedikovany. Uéinky cizorodych latek na

jaterni metabolismus se mohou u jednotlivych zvitat lisit. Pro eliminaci biologické variability



- 65 -

byly experimenty provadény opakované (5x) a pro izolaci byli vzdy pouziti potkani samci
stejné¢ho druhu, vahy i véku. Vysledky ziskané v rdmci jednotlivych pokust se shoduji.

Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou pifimym ukazatelem oxida¢niho poskozeni
bunék. Po nejasnych vysledcich, které pfinesla stanoveni Zivotnosti (viz vyse), byly testovany
dalsi markery hepatotoxicity a to pomoci stanoveni mnozstvi ROS/RNS. Pro ucely méteni byly
vybrany dvé fluorescencni latky s rozdilnou selektivitou vici jednotlivym druhtim reaktivnich
forem — DCFDA a DHR (viz kapitola 3.3.10, str. 45 a 3.3.11, str. 45).

Fluorescencni sonda DCFDA, ktera je nejbéznéji pouzivanou latkou pro detekci
redoxnich zmén v butice v souvislosti s oxidacnim poskozenim, slouzila v tomto experimentu
jako ukazatel celkového mnozstvi ROS/RNS v buiikach [122]. Vysledky méfeni potvrdily
ptedpoklad, ze DHM snizuje mnozstvi ROS/RNS (viz obrazek 16, str. 57). V ptipadé obou
potkani — premedikovaného EtOH i nepremedikovaného je viditelny linearni pokles relativni
intenzity fluorescence (coz odpovidd mnozstvi ROS/RNS) v zavislosti na vzrlstajici
koncentraci DHM. Hodnoty intenzity fluorescence u vzorkll hepatocyti z ethanolem
premedikovaného potkana jsou vyrazné vyssi nez u hepatocyti z potkana nepremedikovaného,
coz potvrzuje, Ze nami provadénd premedikace navodila v bunikach prostfedi oxidaéni
nerovnovahy. Tyto vysledky jsou v souladu s nejnovéjsi studii [103], ktera popisuje schopnost
DHM regulovat mnozstvi ROS prostfednictvim indukce jaterni katalasy. Dalsi studie potvrzuje
schopnost DHM rychle snizovat mnozstvi ROS a signifikantné indukovat apoptosu v bunikach
Hep(G2, a zaroven poukazuje na naruseni vnitini redoxni rovnovahy vlivem razantniho poklesu
ROS vbuiice [123]. U hepatocytit z ethanolem premedikovaného potkana, které byly
inkubovdny v mediu s EtOH, zavislost mnozstvi ROS/RNS na koncentraci DHM neni
proporcionalni, nejucinngjsi jsou koncentrace DHM 10 uM a 50 pM zplsobujici vyrazny
pokles relativni intenzity fluorescence (viz obrazek 16, str. 57). Tento jev by pravdépodobné
mohl byt zpisoben adaptaci hepatocytli na opakované davky ethanolu, coz bylo diskutovano
vySe. Druhym vysvétlenim je schopnost EtOH lapat radikdly, atim sniZzovat mnoZstvi
ROS/RNS v buiice [124].

Jako dopliikové stanoveni mnozstvi ROS byla vyuZita fluorescenéni latka DHR, ktera
je bézné¢ vyuzivana pro detekci peroxynitritu ajeho derivatd, které vznikaji v buiice
v souvislosti s oxidaénim poSkozenim [122]. v naSem experimentu byla tato fluorescencni
sonda pouzita pro detekci pfitomnosti peroxynitritu a hydroxylového radikalu, ktery vznika
spontannim rozpadem peroxynitritu pii oxida¢nim poskozeni bunck. Toto stanoveni také
potvrzuje  schopnost ~DHM  snizovat mnozstvi ~ ROS/RNS v hepatocytech
(viz obrazek 17, str. 58).
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Antioxidacni efekt DHM pii intoxikaci EtOH byl tedy potvrzen pomoci obou dvou
latek. Jejich vysledky, ale zcela nekoreluji. Mnozstvi ROS/RNS stanovené pomoci DHR je
vyrazné¢ vyss$i u bunék, které byly izolovany z nepremedikovaného potkana. Rozdily jsou
pravdépodobné zpisobeny rozdilnou selektivitou pouzitych fluorescencnich latek. Obé latky
slouzi spise pro detekci pfedpoklddaného oxida¢niho poskozeni (mnozstvi ROS/RNS), ale
nikoliv pro jeho pfesnou kvantifikaci. Nelze proto vysledky obou stanoveni mezi sebou zcela
porovnavat. Pro tcely kvantitativniho a selektivniho stanoveni jednotlivych druht ROS/RNS
by bylo vhodné vyuzit napt. elektronové paramagnetické rezonance, ktera poskytuje vyrazné
ptesnéjsi vysledky a Ize ji povazovat za metodu absolutni [125].

Druha ¢ast predkladané diplomové prace byla zaméfena na studium vlivu DHM na
metabolismus EtOH in vivo. k tomuto Gcelu byli jako pokusny model vybrani potkani samci
kmene Wistar. v pilotnich experimentech bylo zji§téno, Ze etherova anestezie vyrazné snizuje
aktivitu ADH. Inhibici ADH pfi etherové anestezii potvrzuje n€kolik studii [126—128]. Z tohoto
diavodu byla pro odbéry krve z oka potkana vyuzita anestezie pomoci oxidu uhli¢itého. Byl
sledovan vliv DHM na koncentraci ethanolu a acetaldehydu v krvi potkanii pfi jednordzové
a opakované premedikaci ethanolem.

Potkani byli premedikovani bud 40% roztokem ethanolu nebo 40% ethanolem
s ptidavkem DHM (o koncentraci 0,8 g/l). Vysledky jednorazové premedikace (viz obrazek 18,
str. 59 a obrazek 19, str. 60) nepotvrdily zavéry studie [101], kterd prokdzala pozitivni vliv
DHM na koncentraci alkoholu v krvi. Nami ziskané vysledky ukazuji, Ze DHM nesniZuje
mnozstvi EtOH a zaroven ani koncentrace acetaldehydu neni vlivem DHM v krvi sniZena.
Koncentrace ethanolu v krvi potkani premedikovanych ethanolem béhem prvnich 15 minut
narlsta a po 30 minutach se stabilizuje, zatimco u potkani premedikovanych DHM dochézi po
30 minutach k poklesu koncentrace EtOH a po 60 minutich k opétovnému nartstu. Tento jev
by mohl souviset se schopnosti DHM ovliviiovat redoxni rovnovahu buiky, jak popisuje studie
[123]. Vysledky studie prokazaly schopnost DHM ovliviiovat redoxni stav bunék lidského
jaterniho karcinomu prostiednictvim snizovani mnozstvi ROS.

Rozpor mezi ndmi ziskanymi a publikovanymi vysledky ve studii [101] mlzZe byt
zpusoben rozdilnou formou podani EtOH. Ve zminéné studii byly EtOH a DHM aplikovany
potkaniim intraperitonealné, zatimco v naSem experimentu byla pro pfesnéjsi simulaci oralniho
poziti EtOH pouzita gavaz do zaludku. Nejnovéjsi studie oznacuje pouziti intraperitonealniho
podani pro ucely studia metabolismu EtOH a DHM jako nevhodné [103]. Je tedy mozné, ze

nami ziskana data 1épe odpovidaji podminkam poziti alkoholu a poskytuji spravnéjsi vysledky.
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V nasledném experimentu byla ¢ast potkani vystavena opakované premedikaci 40%
EtOH za tcelem zjisténi vlivu DHM na metabolismus EtOH pii kumulativni intoxikaci. Ze
ziskanych vysledkt vyplyva, ze DHM pfi opakovaném podani EtOH zpomaluje metabolismus
EtOH. Koncentrace EtOH v krvi byla u skupiny s DHM vyrazné vyssi (viz obrazek 20, str. 61).
Nebyla nalezena zadna publikované data, kterd by tyto nami ziskané vysledky potvrzovala ¢i
vyvracela. Prudky nértst koncentrace acetaldehydu 15 minut po gavazi u obou skupin a pokles
ve 30 minuté (viz obrazek 21, str. 61) je typicky pro fluktuace koncentrace acetaldehydu
souvisejici s redukci aktivity cytosolarni aldehyddehydrogenasy u pacientli s alkoholem
indukovanou jaterni chorobou [129].

V zavérecné Casti byl jesté ovéfovan vliv DHM na mnozstvi ADH v jaternich
cytosolarnich frakcich na urovni genové exprese pomoci metody Western blot s naslednou
imunodetekci. Na zdklad€ vysledka (viz obrdzek 22, str. 62) Ize soudit, ze vlivem DHM
nedochazi k vyznamnému zvyseni exprese ADH v cytosolarnich jaternich frakcich. Tato data
potvrzuji vysledky diplomové prace Mgr. Anety Skotnicové, které byly provadény na
primarnich potkanich hepatocytech [116].

Zavérem lze shrnout, Ze DHM je prokazateln€ schopen snizit mnozstvi ROS/RNS
v bunikach, a tim pfispivat ke snizeni piipadného oxidac¢niho stresu zplsobeného intoxikaci
alkoholem. Dihydromyricetin ovSem nesnizuje mnozstvi EtOH ani acetaldehydu v krvi, jak
bylo publikovano [101]. Pfi opakované intoxikaci ethanolem DHM naopak zpomaluje
metabolismus EtOH. Je tieba mit na paméti, Ze vysledky této diplomové prace byly ziskany
v experimentech provadénych na potkanim modelu, ktery je oproti lidskému organismu
v mnohém odligny. Uginky DHM na lidsky organismus je tedy nutné dale studovat na vhodném

modelovém systému.
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6 Souhrn

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium vlivu flavonoidni latky
dihydromyricetinu na jaterni metabolismus ethanolu. Provedené experimenty poskytly tyto

vysledky:

e Zivotnost izolovanych primarnich hepatocytti kultivovanych v piitomnosti EtOH
a DHM stanovena pomoci tii technik — MTT test, stanoveni aktivity ALT a stanoveni
ALT metodou ELISA — nebyla dihydromyricetinem vyrazné ovlivnéna.

e Antioxidacni schopnosti DHM byly potvrzeny na modelu primarnich potkanich
hepatocyti.

e Za podminek in vivo DHM neovliviiuje rychlost metabolismus EtOH pfi jednordzové
premedikaci.

e DHM zpomaluje metabolismus EtOH pii opakované premedikaci in vivo.

e Podani DHM pfi opakované premedikaci ethanolem neindukuje ADH na Grovni genové

cXprese.
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