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Uvod

U pacientti s obstrukéni zloutenkou podstupujicich operac¢ni zakrok je riziko
septickych komplikaci, které jsou také pricinou zvySené morbidity a letality téchto
nemocnych. Extrahepatalni biliarni obstrukce indukuje fadu zmén, které vyustuji
v jaterni poskozeni. Experimentalné bylo prokazano, ze jaterni poskozeni navozené
cholestazou je provazené oxidacnim stresem a poklesem obsahu glutationu v jatrech,
respektive poklesem antioxida¢ni kapacity jater. PferuSeni enterohepatalniho obchu
zlucovych kyselin navozuje zvySeni stievni propustnosti a podporuje portalni
endotoxémii. Experimentdln¢ navozend cholestdza je provdzena dysfunkci
mononukledrniho  fagocytdrniho systému, respektive Kupfferovych bunék a
hypersenzitivitou k endotoxinu. Vyviji se vyrazna prozanétova reakce se zvySenou
produkci cytokinii a orgdnovym poskozenim. Endotoxémie a naslednd systémova

zanétova reakce vedou k prohloubeni cholestatického poSkozeni jater.

Vyznamny podil na rozvoji cholestatického poskozeni jater ma oxidac¢ni stres,
ktery miize mit pod i na mitochondrialni dysfunkci. Pferuseni enterohepatalniho ob&hu
zlucovych kyselin navozuje zvySeni propustnosti a podporuje portdlni endotoxémii.
Vyviji se vyraznd prozanétova reakce se zvySenou produkci cytokinii a orgdnovym
poskozenim. Endotoxémie a naslednd systémova zanétova reakce vedou ke zhorSeni
cholestatického poskozeni jater. U pacientl podstupujicich operacni zakrok je za téchto

podminek zvysené riziko septickych komplikaci.

Literarn€ dostupné experimentélni studie z predchozich let zaméfené na moznost
zmirnéni rozvoje jaterniho poSkozeni navozeného cholestdzou sledovaly zejména
ucinek latek s antioxida¢nim plisobenim. Jejich vysledky vSak nebyly presvédcivé.
Studium protizdnétové a imunosupresivné pusobicich latek pfineslo slibnéjsi zavéry,
avSak problémem pro vyuziti v klinické praxi mize byt moznost jejich nezddoucich
imunosupresivnich u¢inkd.

Z tohoto pohledu se urcitym pfislibem staly latky s potencidlnim vlivem na
aktivitu Kupfferovych bunék, neutrofill a nasledné¢ produkci zanétovych cytokint.

Statiny jsou v klinické praxi pouzivany jako hypolipidemika, ale roste mnoZstvi

informaci o jejich protizanétovych a antiproliferativnich G¢incich, coZz by mohlo vést
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k rozsiteni spektra jejich vyuziti. Cilem prace bylo ovéfit, zda by mohly byt i vhodnymi
Iéky branicimi rozvoji jaterniho onemocnéni, jehoz mechanizmus spoc¢iva v oxida¢nim
a zanétovém poskozeni, a do jaké miry se na tomto piipadném ucinku mize podilet
doba podavani a davka podavané latky. Vzhledem k zavaznosti problematiky rozvoje
komplikaci u chirurgickych pacientii s cholestdzou se ocekavané vysledky jevily jako
vhodny ptedpoklad pro dalsi prace sledujici etiopatogenezu téchto komplikaci a postupy

pfi jejich 16ebe.

1.1 Jatra — morfologické a funkcni zaklady

Jatra jsou u dospélého Clovéka ulozena v pravém podbrani¢nim prostoru a
Castetné svym levym lalokem ptesahuji stfedni caru smérem doleva. Jatra jsou
anatomicky rozdélena na Ctyfti Casti, pravy a levy lalok, lobus dexter et sinister (tyto dva
laloky jsou rozdéleny pribéhem vazu ligamentum falciforme hepatis), lobus caudatus a
lobus quadratus. Déle je muzeme rozdélit na 8 segmenti dle Couinauda, ktery
respektuje anatomické rozlozeni jaternich zil (Miiller, 1997). Jatra naléhaji svymi
plochami na jedné stran¢ k branici, kde popisujeme tzv. facies diaphragmatica, a
druhou stranou tzv. facies visceralis jsou piivracena k organlim dutiny bfiSni, se kterymi
jsou ve velmi uzkém vztahu. Viscerdlni sténa jater je rozdélena dvéma sagitdlnimi
Carami, pravou a levou a pficn€ ji d€li tzv. porta hepatis. Soulésti ligamentum

hepatoduodenale je arteria hepatica propria, vena portae a ductus hepaticus communis.

Povrch jater je téméft cely pokryt vrstvou peritonea — funica serosa, existuje v§ak
misto piechodu facies diaphragmatica k facies visceralis, které vrstvou peritonea neni
kryto, nazyva se area nuda. Vrstva peritonea je k jatrim samotnym pifipojena pomoci
tela subserosa, coz je tenkd vrstva vaziva, ktera spojuje tunica serosa a tunica fibrosa,
neboli capsula Glissoni. Jedna se o pevny vazivovy povrch jaterni tkané, ktery

prostupuje jako vazivova septa mezi jednotlivymi hepatocyty (Cihak et al., 2002).

Spolecnymi  cestami od ligamentum hepatoduodenale az k jaternimu
parenchymu prochazi a vétvi se arteria hepatica propria a vena portae. Z prvnich
vétvenich téchto velkych kmenl vznikaji arteriae (aa.) et venae (vv.) interlobulares,

tyto struktury nalézame v portobilidrnich prostorech jako trias hepatica (Martini et al.,
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2012). Dalsim vétvenim se rozdé€luji tfi pficné vétve k sousedicim jaternim lobulim
jako aa. et vv. circumlobulares. Z téchto cév jiz vychazeji arterioly a venuly do
jednotlivych jaternich lobulll a vstupuji do jaternich sinusoid. V centru kazdého laliicku
vstupuji do vena centralis lobuli. Timto se formuje odtokovy Zilni systém z jater,
jednotlivé vv. centrales se spojuji ve vetsi vv. sublobulares a dale ve vv. hepaticae. Ty
poté opoustéji jatra a vstupuji vétSinou ve dvou zilach z pravého laloku a jedné zile

z levého laloku ptimo do vena cava inferior.

Slozeni extracelularni matrix (ECM) v jatrech neni za fyziologickych podminek
homogenni. Pouzdro, septa, prostory provazejici cévy a zlu¢ové kanalky jsou bohaté na
kolagen typu I, III, V, fibronektin (Schuppan, 1990), zatimco Disseho prostor obsahuje
pfedev§im kolagen typu IV, VI, laminin a fibronektin. Za patologickych podminek,
které indukuji fibrotizaci jater, se tvoii depozita kolagenu IIl a I, a to i v Disseho

prostoru, coz naruSuje vymeénu latek mezi krvi a hepatocyty (Poli, 2000).

Vzhledem ke komplexni struktufe jater je obtizné definovat zakladni jednotku
jater odpovédnou za jaterni funkce (Ehrmann et al., 2010). Existuji dva pohledy na
definovani zakladni jaterni struktury - morfologicky a funk¢ni. Z morfologického
hlediska tvofi zaklad jaterni lalic¢ek - lobulus. Je situovan kolem jaterni Zily —
v. centralis a je slozeny ztramcu jaternich bunck uspofddanych odstredivé kolem
centrdlni Zily (Obr. 1). Tramce obsahuji dvé vrstvy hepatocytii, mezi nimiz jsou zlucové
kanalky, které wvyUstuji do terminalnich ZzluCovodli uloZenych v septech mezi
sousednimi lalicky. Krev je do jater pfivadéna v. portae a a. hepatica, jejich terminalni
vétve jsou rovnéZ v septech. Termindlni ZluCovody, terminalni portdlni venuly a
terminalni jaterni arterioly tvofi v septech jiz zminovanou portdalni triadu.
K jednotlivym hepatocytim rozvadeji krev jaterni sinusy, které jsou lemovany
endotelovymi bunikami a jaternimi makrofagy — Kupfferovymi buitkami. Prostor mezi

sinusy a hepatocyty je ozna¢ovan jako Disseho prostor.

Pfiuziti funkéniho hlediska k urceni zékladni jaterni jednotky se vychazi
z krevniho zasobeni hepatocytil jaterni krvi a zakladni jednotku tvofi portalni acinus
(na Obr. 1 oznaceno jako jaterni acinus). Jedna se o tutvar, jehoz prostor je vymezen

strukturami mezi dvéma centralnimi Zilami a mezi dvéma portalnimi triadami.
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Portélni laltcek Jaternf acinus

e
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‘I — lll. zéna

Jaterni laltG¢ek

Obr. 1 Zakladni jednotka jaterni tkané

Acinus je rozdélen do 3 zon:

I - nejblize pfivodnym cévam, proto jsou hepatocyty zdsobeny krvi s nejvySsim
obsahem kysliku a Zivin. Pfevazuji zde oxidacni procesy (B-oxidace mastnych

kyselin, glukoneogeneze, glykogenolyza, tvorba cholesterolu a tvorba Zluce),
II - ptechod mezi zénou I a 111,

III - nejblize centralni zile, krev s nizkym obsahem kysliku a Zivin. Probihaji zde
procesy jako glykolyza, syntéza glykogenu, lipogeneze, biotransformacni pochody a

syntéza zlu¢ovych kyselin.

Metabolicka aktivita hepatocytli se v jednotlivych zénach miize liSit (zonalni
heterogenita). Pfislusné enzymy mohou byt pfitomny ve vSech zonach, avSak mezi
periportalnimi a periven6znimi hepatocyty se vytvari gradient enzymové aktivity, nebo
je enzym piitomen pouze v né€kterych hepatocytech a v hepatocytech jiné zény ho nelze

detekovat.

Vedle fady jinych funkci se jatra vyznamné podileji na eliminaci latek télu

vlastnich nebo cizorodych (xenobiotika), i kdyz zfidka jsou vyluCovany v nezménéné
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podobé¢. Vétsinou podstupuji biotransformacni zmény, které vedou ke zvySeni jejich
rozpustnosti ve vod¢ (polarity), coz usnadiiuje jejich vylouceni z organizmu. To se dé&je

ve dvou fazich:

1 - biotransformace: fada chemickych reakci (pfedevsim hydroxylace), které zvySuji
polaritu latky. Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy patficimi do systému

cytochromu P450.

2 - biotransformace: dochazi k vazbé€ na vysoce polarni endogenni latku - konjugace
a vznikd konjugat. Konjugovdna muze byt latka ptivodni nebo po piedchozi
upravé ve fazi 1. Konjugace je mozna s kyselinou glukuronovou, sulfatem,

acetatem, n¢kterymi aminokyselinami (glycin, derivat cysteinu - taurin), metylaci.

Na membrané hepatocytii lze rozliSovat 2 zdkladni domény — bazolateralni
(obsahujici sinusoidalni a lateralni oblast) a apikalni (kanalikularni). Tyto domény se
1isi rozdilnym zastoupenim lipidl a proteini a vykazuji rozdilné funkce (strukturdlni a
funkéni polarita hepatocytll). Hepatocyty tak mohou transportovat latky z krve pres
sinusoidalni membranu a po intracelularni biotransformaci latky vyluovat zpét do krve
nebo pies kanalikularni membranu do Zluci (Obr. 2). Ztrata polarity hepatocytli mé za
nasledek poruchu sekrece Zlu¢i a jaterni poskozeni (Arias et al., 1993). Zaisadni
strukturou pro udrZeni polarity jsou tight junctions — spoje, které tvoii bariéru mezi
bazolateralni a apikalni doménou, tedy mezi lumen kanalku a krevnim systémem jater, a

kontroluji difuzi touto tzv. paracelularni cestou (Cereijido et al., 2008).
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Pro zajisténi vSech jaternich funkei jsou kromé hepatocytti nezbytné i dalsi bunky.
Kupfferovy buniky ptfedstavuji jaterni makrofagy, které jsou soucasti mononuklearniho
fagocytarniho systému. Fagocytuji potencialné skodlivé latky ptivadéné portalni krvi a

zabranuji tak jejich vstupu do systémového krevniho fecisté.

Itovy bunky (hvézdicovité, stelatni, HSC) jsou za klidovych podminek znamé
jako bunky skladujici vitamin A, jsou také zdrojem bilkovin extracelularni matrix.
Predstavuji asi 5 - 8 % z celkového poctu jaternich bunék. Jsou uloZeny v Disseho
prostoru mezi hepatocyty a endotelem jaternich sinusoid. Jejich plivod neni zcela jasny,
byvaji povazovany za bunky mezenchymalniho piivodu (Moreira, 2007). Tyto bunky
vSak mohou byt aktivovany celou fadou signali doprovézejicich jaterni poskozeni.
Ztraceji poté vitamin A, transformuji se do buné¢k podobnych myofibroblastim se
schopnosti proliferace a fibrogeneze (Gressner, 1996). Jakmile jsou HSC aktivovany,
zvySuji genovou expresi pro komponenty extracelularni matrix, pro enzymy degradujici
matrix a jejich inhibitory, coZz vede k remodelaci matrix a jeji kumulaci v misté

aktivovanych HSC (Bataller et Brenner, 2005).

Vedle HSC jsou potencialnim zdrojem pojivové tkané portalni fibroblasty. Tvofi

malou populaci bun¢k obklopujici portalni zilu. Za normalnich podminek jsou podobné
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ostatnim fibroblastim, pfi chronickém poskozeni jater se transformuji do

myofibroblastl a produkuji ECM (Dranoff et Wells, 2010).

Vystelku jaternich sinusoid tvoii endotelové bunky, které maji velké mnozstvi

fenestraci a predstavuji filtr mezi sinusoidéalni krvi a Disseho prostorem.
Cholangiocyty jsou epitelové buiiky zlucovych cest, které se podileji na tvorbé
zlu¢i (Ehrmann et al., 2010). Jejich tloha je probrana v ptislusné kapitole.

Ovaln¢ bunky pfedstavuji progenitorové bunky, které jsou lokalizovany
v Heringovych kanélcich. Jsou aktivovany a proliferuji v momenté, kdy je regeneracni
kapacita hepatocytll vlivem poSkozeni omezend a mohou se nasledné diferencovat do

hepatocyti i cholangiocyt (Dabeva et Shafritz, 1993; Michalopoulos et al., 2005).
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1.2 Zludové cesty

Zludové cesty jsou soustavou kanalk®, které se postupné spojuji do vétsich
pramért a vyustuji spoleCnym vyvodem ductus choledochus do duodena v oblasti
Vaterovy papily. Cely tento vyvodny komplex je nazyvan zluCovym stromem (Grim et

Druga, 2005).

Zludové cesty lze rozdélit dle toho, kterymi oblastmi prochézeji, na intra- a
extrahepatalni cesty. Anatomie jednotlivych usekt zlucovych cest (Obr. 3), predevSim
extrahepatdlnich, mize byt u kazdého ¢lovéka jina a existuje nékolik moznych variant

prabéht a vétveni zluCovych cest.

‘l\'__' .\

JATRA N, |

F b f
/ /
{ /
] /
' I__/

4
b 5
t r,.-"‘!
DUCTUS HEPATICUS DX. .---’

- — = 22N
g - ™ G
: SR

! i e Ty
! he ZLUCNIK ‘-‘
A\

i - ".;;.,--'—'-"‘\::.-?-

. o
1 - .
1 /‘,’ DUQWS,VM
7 @ PXNCREATICUS
N PANCREAS
PAPILLA DUODENI MAJOR M,.aa‘
b g

-

DUODENUM

Obr. 3 Schéma extrahepatdlnich Zucovych cest (vlastni kresba)

1.2.1 Intrahepatalni Zluéové cesty

Pocate€nim mistem vyvodného systému k odtoku Zzlu¢i je hranice dvou
sousednich hepatocytli, které mezi sebou vytvareji prostor tzv. zZluCovy kanalek neboli

zlucovou kapilaru — canaliculus bilifer. Tyto kandlky mezi sebou vytvaieji sit, ze které
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je odtok zlu¢i sméfovan ze sbérnych prostor opaénym smérem nez je tok krve
v jednotlivych laltccich, Zlu¢ tedy odtéka centrifugalné — od centra smérem na periferii
lalicku. Mezi jednotlivymi hepatocyty neni kanalek tvofen epitelovou vystelkou.
Intrahepatalni zlucové cesty se na obvodu jednotlivych lalacka, které jsou tvoreny
nékolika hepatocyty, spojuji ve vétsi tzv. Heringovy kandlky neboli intralobularni
zlucovody — ductuli biliferi. Ty jsou vystlany kubickym jednovrstevnym epitelem —
cholangiocyty, které se postupné se zvétSujicim se primerem zlucovych cest preménuji
v epitel cylindricky (Junguiera et al., 1999). V dal§im priab¢hu jatry se tyto Zlu€ovody
spojuji ve ZluCovody portalnich tridd. Tyto interlobularni portobilidrni prostory jsou
u ¢loveka tvoteny z vena interlobularis (jednotliva vétvicka v. portae), a. interlobularis
(vétev z a. hepatica propria) a interlobularniho Zlu¢ovodu — d. bilifer interlobularis.
K tomuto systému portobiliarni triddy se ptifazuji jeste piisluSné lymfatické cévy
(Junguiera et al., 1999). Cela tato tridda cév se nazyva Glissonovou triddou neboli trias
hepatica (Cihak, 2002). Interlobularni Zlu¢ové cesty se spojuji postupné do Zludovodi o
vétSich primérech, opousteji interlobularni prostory a vytvareji zlucovody segmentélni
na urovni jednotlivych jaternich segmentii dle anatomického rozdéleni jater. Tyto
segmentalni Zlu¢ovody se nakonec spoji ve dva hlavni vyvody: z pravého jaterniho
laloku jako ductus hepaticus dexter, ktery vzniké spojenim ramus anterior et posterior a
z levého jaterniho laloku jako ductus hepaticus sinister (z ramus medialis et lateralis),
kdy v oblasti zvané porta hepatis opoustéji jaterni parenchym. Déle jiz hovofime o

cestach extrahepatalnich (Cihak, 2002; Grim et Druga, 2005).

1.2.2 Extrahepatalni Zluéové cesty

Extrahepatalni zlucové cesty jsou svou stavbou odliSné oproti intrahepatalnim
zluCovym cestdm. Sténu vyvodu tvofi smérem od lumen k periferii sliznice, mukoza,
svalova vrstva a jeho povrch je kryt vrstvou peritonea. Sliznice extrahepatalnich
zlucovych cest je hladka, bez tas a vystlana vysokym cylindrickych epitelem, soucasti
jsou i hlenové zlazky. Svalova vrstva neni po celém obvodu a délce ZluCovych cest
uplnd, pouze v mistech svéracii se mnozstvi svalovych vldken vyrazné mnozi a vytvari

funk¢ni svérace (viz nize).

20



Extrahepatélni zlu€ové cesty pfimo navazuji na cesty intrahepatalni v oblasti jiz
zminované porta hepatis. Tato v ptekladu jaterni brana je prostorem, ktery obsahuje tfi
hlavni struktury: vena portae, arteria hepatica propria a ductus hepaticus communis.
Tento spolecny jaterni vyvod vznikd bud’ pfimo zde ¢i distalnéji spojenim ductus
hepaticus dexter et sinister. Ductus hepaticus communis je dlouhy cca 2 — 5 cm,
variabilita je zde znacnd, a vstupuje do ligamentum hepatoduodenale spole¢né s portalni
zilou vzadu, hepatickou artérii vpiedu vlevo (Grim et Druga, 2005). Toto ligamentum je
jednim z dualezitych anatomickych ohranieni vstupu do omentdlni burzy. V dal§im
prabéhu ductus hepaticus communis se 2 — 4 cm od porta hepatis spojuje s ductus
cysticus — vyvodem zlucniku, a vytvaii tak ductus choledochus — Zlu¢ovod. Ten
vyust'uje nejcastéji spolecné s pankreatickym vyvodem na papilla duodeni major Vateri
na descendentni Casti duodena. Ductus choledochus méti asi 6 — 9 cm, ma v primeéru asi
8 — 9 mm a je mozné ho rozdélit vzhledem k jeho pribéhu do nékolika Casti: pars
supraduodenalis — Cast nejproximalnéjsi, kde prochazi ligamentum hepatoduodenale,
poté sméfuje kaudalnéji za duodenum — pars retroduodenalis, pokracuje mezi hlavu
pankreatu a duodenem — pars pancreatica a nakonec se jako pars intramuralis vnotuje
do stény duodena a usti do jeho lumen na Vaterové papile, kterd je umisténa ve sténé
descendentni Casti duodena v misté¢ pojmenovaném plica longitudinalis duodeni, kde
svym pribéhem Zlu¢ovod nadzvedava sténu duodena a vytvaii zmitiovanou fasu (Cihak,
2002; Grim et Druga, 2005). Vyusténi Zlucovych cest je velmi variabilni zélezitosti.
Kranidln¢ nad Vaterovou papilou mizeme jesté ve sténé duodena najit jeden vystup,
kde vyustuje na papilla duodeni minor Santorini ductus pancreaticus accesorius, €i
stav, kdy vyustuji ductus choledochus, ductus pancreaticus a ductus pancreaticus
accessorius zcela samostatné. Existuje mnoho alternativ, jakym zplsobem spolecné
ductus choledochus vyustuje na Vaterské papile s ductus pancreaticus. NejCastéjsi
variantou je jejich spolecné vyusténi. To se objevuje ptiblizné u 77 % ptipadi. V téchto
ptipadech je papilla duodeni major rozsSitena v dutinu jako znak spolecného usti —
ampulla hepatopancreatica, avSak kazdy vyvod, ZluCovod i pankreaticky vyvod,
vyustujici do tohoto rozsifeni ma svou vlastni cirkuldrni svalovinu, kterd je funkcéné
zéavisla na pfitomnosti ¢i nepiitomnosti obsahu potravy v zaludku ¢i ve stteveé. Vyhodou
tohoto oddélené¢ho systému svaloviny je fakt, ze pfi prichodu potravy Zaludkem a

nasledné duodenem se uvoliiuje svalovina zlucovodu musculus sphincter ductus
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choledochi neboli tzv. Oddiho sverac, aby byla zachovana moznost dal$iho Stépeni a
rozvoliiovani potravy, kdezto svalovina pankreatického vyvodu, musculus sphincter
ductus pancreatici zistava stazena (Cihak, 2002). Tento mechanizmus je pro danou
oblast velice vyhodny, protoze zabranuje poskozeni vlastni tkdné pankreatu eventudlni
pfitomnosti zluce ¢i stievniho obsahu, ktery by mohl narusSit vnitini prostiedi slinivky a
zpusobit tak zadvazné poskozeni tkan¢ pankreatu, které se projevi jako akutni zanét

slinivky bfisni neboli pancreatitis acuta.

Soucasti zlucovych extrahepatalnich cest a zaroven jedinym rezervodrem Zluéi,
kde dochazi k dalsimu zahustovani zluéi, je Zluénik, vesica fellea, billiaris. Zluénik je
vakovity organ, svym tvarem pfipominajicim tvar hrusky a nachazejici se v podjaterni
krajin€ ve fossa vesicae felleae hepatis, o objemu mezi 30 — 80 ml za fyziologickych
podminek, tedy bez jakychkoliv prodélanych ¢i probihajicich patologickych stavii

7lu¢ovych cest a v okoli zluéniku samotného (Cihdk, 2002).

Z anatomického hlediska Ize zlu¢nik rozd€lit na fundus, corpus a collum vesicae
felleae. Fundus vesicae biliaris — slepé dno Zlu¢niku, je ¢asti, kterd pfesahuje okraj jater
asi 0 1 cm a v celém jeho rozsahu ho kryje visceralni ¢ast peritonea, naléhd na sténu
btisni a promita se do oblasti priiseCiku medioklavikularni ¢ary a 9. zebra vpravo, kde
zpravidla pfi klinickém vySetfeni ¢loveka s bolestmi bficha pro bilidrni koliku €1 jinou
patologii Zluéniku bude mit vySetfovana osoba jedno z velmi palpacné citlivych mist —
tzv. Murphyho symptom (Grim et Druga, 2005). Fundus Zlu¢niku zcela volné pfechazi v
corpus vesicae biliaris — t€lo ZluCniku, které je vazivoveé piipojeno ve fossa vesicae
felleae k povrchu jater, kde peritoneum kryje pouze jeho volny prabéh. Dale se
postupné télo Zluéniku zuzuje do ¢asti krcku — collum vesicae biliaris. Misto prechodu
téla zlu¢niku v jeho kréek se klinicky popisuje jako infundibulum vesicae biliaris. Kréek
se postupné dorsalnim smérem zuzuje a prechazi az do struktury zvané ductus cysticus.
Délka tohoto duktu je velmi variabilni, asi 2 — 4 cm s primérem asi 3 mm. Klinicky
dilezitym mistem je tzv. Hartmannova vychlipka, kterd se nachazi na hranici krc¢ku
zluéniku a zacatku ductus cysticus. Tato vychlipka je predispoziénim mistem pro
ukladani zlu€ovych kamenti (van Eijck et al., 2007). Ductus cysticus se spojuje s ductus
hepaticus communis a spolecné vytvareji vyse zminénou strukturu ductus choledochus

(Cihak, 2002).
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1.3 Zlué
1.3.1 Slozeni zZluci

Zlu¢ obsahuje vodu, ve které jsou organické a anorganické latky v rozpu§téné
nebo suspenzni formé (Obr. 4). Ve vzorku zluci ziskaném z ductus choledochus byla
zjisténa mirn¢ vyssi koncentrace sodiku, drasliku, vapniku a bikarbonatu ve srovnani
s plazmou, zatimco koncentrace chloridovych anionti byla mirné nizs$i. Koncentrace
zlu¢ovych kyselin (ZK) se pohybuje mezi 2 — 45 mmol/l, koncentrace Zlu¢ovych barviv
mezi 0,5 — 5 g/l. ZIu¢ obsahuje rovnéZ proteiny, globuliny v ni pfevazuji nad albuminy,
a je bohatd na lipidy. Koncentrace fosfolipidu je ptiblizn¢ 0,25 — 8 g/l, cholesterolu 0,6
— 2 g/l. Hlavnim reprezentantem fosfolipidl je lecitin. Koncentrace volnych mastnych
kyselin, monoglyceridt a diglycerida je nizka, triglyceridy v podstaté nejsou ptitomny.
Pomér fosfolipidi ke ZK piedstavuje v priméru 0,3 a cholesterolu ke ZK 0,07 (Esteller,
2008; Reshetnyak, 2013).

proteiny Zlu€ova barviva
cholesterol o/ o

Obr. 4 Zastoupeni jednotlivych sloZek Zluci
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1.3.2 Tvorba Zluci

1.3.2.1 Kanalikularni tvorba Zluci

Produkce Zluci za¢ina na trovni zlucového kanalku. Lumen Zlu¢ového kanalku
je tvofeny apikalni casti cytoplazmatické membrany sousedicich hepatocyti a
strukturami tight junction lokalizovanymi v misté kontaktu hepatocytd. Sekrece zluci je
zalozena na aktivnim transportu osmoticky aktivnich latek z hepatocytt do Zlu¢ovych
kanalkii pfes kanalikularni membranu, ktery je nasledovan pasivnim pohybem vody
(Arrese et Trauner, 2003). Voda muze pfestupovat paracelularné (pfes spoje mezi
dvéma sousednimi hepatocyty — tight junction) nebo transcelularné ptes bunku
(Marinelli, 2004). V tomto ptipad¢ je nezbytna ptitomnost transportéri (aquaporini 9 a
8). Kanalikularni membréana je v porovnani se sinusoiddlni méné propustnd pro vodu,
jeji propustnost se vSak zvysuje cAMP regulovanou inzerci aquaporinu 8§ (AQP 8) do
kanalikularni domény. Tento proces muze byt stimulovan glukagonem a sekretinem
(Marinelli et al.,, 1997; Gradilone et al., 2003). Transcelularni cesta tak ma
pravdépodobné hlavni podil na vyluovani Zluc¢i. Hlavni osmotickou aktivitu vyvijeji
7K, nicméné produkce Zlu¢i miize probihat i nezavisle na ZK zejména u¢inkem
redukované ¢i oxidované formy glutationu nebo bikarbondtu. Osmotickou aktivitu
vyvijeji 1 vyluCované ionty a proteiny.

1.3.2.2 Uprava Zluci v duktulech

Po sekreci zluci do Zlu€ovych kanalkl se az ze 30 % na jeji dal$i upravé podileji
cholangiocyty (Bogert et LaRusso, 2007). Vylucovani bikarbonatu za ucasti
transportéru AE2 (anion exchanger 2) je mozné vyménou za CI°, ktery vstupuje do
cholangiocytii po koncentraénim gradientu. Gradient mezi zlucovodem a cholangiocyty
je udrzovan vylu€ovanim Cl° pfes kanalikularni membranu pomoci CFTR (cystic
fibrosis transmembrane regulator). VyluCovani bikarbonatu mize byt stimulovano
sekretinem, VIP (vasoactive intestinal peptide) nebo bombesinem, jejich G¢inkem tedy
vznikd Zlu¢ bohatd na HCOs;. Zkrve se voda dostdvd pies cholangiocyty diky
pfitomnosti aquaporinu 4 (AQP 4) vsinusoidalni a aquaporinu 1 (AQP 1)
v kanalikularni membrané. AQP 1 muize byt stimulovan sekretinem. Nékteré ZK, ale i

dalSi osmoticky aktivni latky mohou byt ze zlu¢i v kanédlku rezorbovany. Absorpce
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vody a elektrolytl ze zlucovodu zavisi na osmotickych pomérech vznikajicich témito
presuny mezi zluci a krvi.

1.3.2.3 Uprava Zluci ve Zluéniku

Hepatocyty produkuji zlu¢ kontinualné, vétSina je skladovana ve zluéniku, ve
kterém probiha stale rezorpce vody a vétSiny elektrolytd. Transport sodiku ma aktivni
charakter ptes epitelovou vystelku zlucniku a je nasledovan chloridovymi ionty, vodou
a dalsimi rozpustnymi slozkami. Bézné se ZzluC koncentruje pétindsobné, mozné
maximum je dvacetinasobné.

1.3.2.4 Syntéza Zlucovych kyselin, konjugace a sekrece do ZIuci

Zluéové kyseliny mohou byt de novo syntetizovany v hepatocytech
oxidaci cholesterolu nebo mohou do hepatocytii vstupovat z krve piivadéné ze stfeva
v. portae pii enterohepatalnim ob&hu. ZK jsou syntetizovany z cholesterolu kaskadou
16 reakci (Chiang, 1998). Lidské hepatocyty produkuji ZK predevsim tzv. klasickou
cestou za vzniku primarnich ZK — cholové (CA) a chenodeoxycholové (CDCA).
Prvnim a limitujicim krokem v syntéze je 7a-hydroxylace cholesterolu enzymem
patficim k cytochromu P450 — CYP7AL1, ktery se vyskytuje pouze v jatrech. Vznikaji
primarni ZK cholova a chenodeoxycholova v ekvivalentnim mnoZstvi. Aktivita tohoto
enzymu zavisi na mnozstvi vstfebanych ZK. Hydroxylasa CYP8BI reguluje podil
cholové kyseliny ku chenodeoxycholové. Alternativni cesta syntézy je zahajovédna
oxidaci cholesterolu hydroxylasou CYP27Al, nasleduje konverze na 7o, 27-
dihydroxycholesterol hydroxylasou CYP7B1 a cilovym produktem je kyselina
chenodeoxycholova (Obr. 5). Enzymy CYP27A1 a CYP7B1 jsou exprimovany
v riznych tkénich, av§ak pouze jatra obsahuji vSechny enzymy nezbytné pro syntézu
ZK (Murray et al., 1998; Monte et al., 2009). Produkty v jinych tkanich oxidovaného
cholesterolu v§ak mohou byt nasledné transportovany do jater a zde konvertovany na
7K. Alternativni cesta se podili u lidi na syntéze ZK pouze z 10 %, aviak jeji podil
nariistd u pacientl s jaternimi onemocnénimi (Axelson et Sjovall, 1990), produkovéana

je takto pfedevsim chenodeoxycholova kyselina.
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cholova kyselina chenodeoxycholova kyselina

Obr. 5 Syntéza Zucovych kyselin

7K jsou pred vstupem do Zlude konjugovany s glycinem a taurinem. Reakci
katalyzuji transferazy SULT2A1 (dehydroepiandrosteron sulfotransferaza) a UGT2B4 a
UGT2B7 (UDP-glukuronosyl transferaza). Za fyziologickych okolnosti jsou volné ZK
pfitomny ve Zlu¢i jen zfidka. S ohledem na vyznamné mnoZstvi sodiku a drasliku ve
zluci a alkalické pH zluci se zlu€ové kyseliny a jejich konjugaty vyskytuji ve forme soli
(Murray et al., 1998). U lidi ptevazuji konjugaty s glycinem. Tak se zvySuje polarita, a
tim 1 rozpustnost téchto molekul. Polarita je ovlivnéna i poctem hydroxylovych skupin
v molekule a orientaci hydroxylovych a metylovych skupin. o orientace OH skupiny
&ini molekulu hydrofilngjsi, zatimco CH3 skupina v B poloze zvysuje hydrofobitu. ZK
mohou podstupovat i glukuronidaci nebo sulfonaci, zvySend rozpustnost piispiva

k jejich vylucovani moci a do stiev.

Z hepatocytil jsou ZK do zlu¢ového kanalku vyludovany transportérem BSEP
(bile salt export pump). Jednd se o transportér specificky pro jatra (Arrese et
Ananthanarayanan, 2004). Takto jsou vyludovany konjugované monovalentni ZK,
divalentni konjugované kyseliny jsou transportovany pomoci MRP2 (multidrug-
resistence-associated protein 2). MRP2 transportér se podili na vylucovani dalSich
organickych aniontli — glutationovych konjugétti, oxidovaného a méné i redukovaného
glutationu, glukuronidovych konjugatl bilirubinu apod. Jatra jsou hlavnim mistem
produkce glutationu, hlavniho bunééného antioxidantu. Pfedpokladd se existence
transportéru s vysokou afinitou pro glutation, vySe zminény MRP2 vykazuje nizkou
afinitu. Bikarbonat je vedle ZK a glutationu, dalii vyznamna latka pro sekreci zlugi. Je

vyluCovan do zluCového kanalku vyménou za CI prostfednictvim transportéru AE2
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lokalizovanym v kanalikularni membrané. Skupina MDR prenasecii funguje pro

vyluCovani fady hydrofobnich latek. MDR3 je vyznamny transportér pro fosfolipidy.
1.3.2.5 Enterohepatdlni obéh Zlucovych kyselin

Vétsina ZK vylougenych do ZIudi je opét rezorbovéana v ileu nebo distalngji.
Jedna se prevazné o aktivni proces, na kterém se podili transportér ASBT (apical
sodium-dependent bile acid transporter). Obdobné¢ jako jaterni transportér NTCP
prenasi ZK v kotransportu se sodikem. Tento systém ve stievé funguje piedeviim pro
resorpci konjugovanych ZK, vykazuje vyssi afinitu pro dihydroxylové ZK (CDCA a
DCA — kyselinu deoxycholovou) nez pro trihydroxylové (CA). Do krve jsou ZK
z enterocytu prenaseny transportérem OST (organic solute transporter). Pouze 5 %
z celkového mnoZstvi ZK se dostava do tlustého stieva, odkud je jesté moZna rezorpce
nekonjugovanych ZK pasivni cestou. Pievazna ¢ast ZK vyloudenych do Zlugi se tak
vraci k jatrim a miZe byt znovu do zluéi vyloudena. Uinkem stievnich baktérii
podstupuji ZK strukturalni a funkéni zmény — dekonjugaci G¢inkem hydrolaz, oxidace,
dehydroxylace. Dehydroxylaci primarnich Zlu¢ovych kyselin vznikaji sekundarni ZK —
z kyseliny cholové (obsahuje 3 OH skupiny) vznika kyselina deoxycholovd s 2 OH
skupinami a z chenodeoxycholové kyseliny s 2 OH skupinami vznika litocholova
kyselina, ktera vykazuje velmi nizkou solubilitu. Vzhledem k tomu, Ze je v jatrech
konjugovana, pasivni rezorpce v tlustém stieve je velmi nizka, a proto je zastoupeni této
kyseliny ve Zlu¢i malé. Bakteridlni oxidaci CDCA vzniké kyselina 7-ketolitocholova,

z ni se v jatrech syntetizuje ursodeoxycholova kyselina (terciarni ZK).

Vstup ZK z krve do hepatocytii pies bazolateralni membranu je zavisly nebo
nezéavisly na Na" NTCP (Na'-taurocholate co-transporting polypeptide) pienasi do
buriky Na" v symportu se zluCovymi kyselinami, které jsou pfedev§im v konjugované
form¢. Nekonjugované kyseliny jsou timto transportérem pienaSeny malo. Méné
specifickym transportérem ZK je na Na' nezavisly OATP (organic anion-transporting
polypeptide). Pfrenasi nejen ZK, piedeviim nekonjugované, ale také endogenni

organické anionty (napf. nekonjugovany i konjugovany bilirubin), xenobiotika.
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1.3.2.6 Regulace syntézy Zlucovych kyselin

7K plisobi negativni zpétnou vazbou na svou vlastni syntézu. Tato kontrola je
nezbytna vzhledem k tomu, Ze ZK jsou ve vysokych koncentracich toxické. Regulace
probiha pies aktivaci jadernych receptort (trankripcnich faktorti), které maji vyznam
pro transkripéni kontrolu krokd vyznamnych nejen pro syntézu ZK a tvorbu Zludi, ale
také pro biotransformacni procesy a metabolizmus glukozy a tukli. Vyznam téchto zmén
spodiva predev§im v omezeni vstupu ZK do hepatocyttl, syntézy ZK de novo, podpote
procest vedoucich k jejich vylouceni (Trauner et al., 2011). FXR (farnesoid X receptor)
je hlavnim intracelularnim receptorem zlucovych kyselin. Fyziologickymi ligandy FXR
jsou kyseliny chenodeoxycholova, deoxycholova, litocholova a cholova (Parks et al.
1999). FXR plni piedeviim regula¢ni ulohu v syntéze ZK, jeho aktivaci dochazi
k omezeni genové transkripce CYP7A1 (Chiang et al., 2001). FXR je vysoce
exprimovan i vileu, jeho aktivace ZK nésledné vede k indukci FGF19 (fibroblast
growth factor) u lidi, resp. FGF15 u mysi (Inagaki et al., 2005). FGF19, 15 je portalni
krvi transportovan do jater, kde aktivuje membranovy receptor FGFR4. Tim se spousti
kaskada signalnich dé&ju, jejichZ vysledkem je mj. inhibice genové transkripce CYP7A1
(Inagaki et al., 2005, Song et al. 2009, Yu et al. 2005). Zatimco FXR negativné plisobi
na syntézu ZK, aktivitou tohoto trankripéniho faktoru jsou indukovény transportéry
v kanalikularni membrané, které se podileji na sekreci Zlu¢i — BSEP (bile salt export
pump) a OST (Ananthanarayanan et al., 2001; Landrier et al., 2006), MRP2 (Kast et al.,
2002) a MDR3 (Huang et al., 2003). Aktivita FXR sehravd i vyznamnou ulohu
v regulaci transportéru NTCP, ktery prenasi ZK pies bazolateralni membranu (Zollner

et al., 2005).

1.3.3 Regulace sekrece zluci

Jak bylo zminéno vySe, vyznamnou silou podporujici tvorbu zluci predstavuji
zlucové kyseliny a jejich osmoticky ucinek. K tomu se pfiddva stimulacni ucinek
sekretinu, ktery muze sekreci vice nez zdvojnéasobit (Guyton a Hall, 2011). Sekretin je
produkovan S bunkami lokalizovanymi ve sliznici duodena (Polak et al., 1971).
Sekretinova mRNA byla prokdzdna i1 v centrdlnim nervovém systému (mozecku,
mozkovém kmeni, hypofyze, hypotalamu), (Samson et al., 1984). Sekretin podporuje

vylu¢ovéani bikarbonatu epitelidlnimi buikami zlucovych kanalkii, nepiisobi vSak na
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produkci zluci na trovni hepatocyti. Na sekreci zluci regulované sekretinem se podileji
cholangiocyty, které lemuji vétsi zluCovody (Alpini et al., 1997). Exprimuji sekretinovy
receptor a transportér k vymeéné ClI” a HCOs, ktery je lokalizovany v apikalni ¢asti
membrany (Martinez-Ansd, 1994). Epitel mensich zlucovodii se na sekreci regulované
sekretinem nepodili. ZvySeni exprese a sekrece sekretinu velkymi cholangiocyty a
S bunikkami bylo zaznamenano u modelové navozené cholestazy. Stimulace vylu¢ovani
HCOs™ sekretinem by mohlo byt zasadni pro ochranu biliarniho epitelu pied poskozenim

hydrofobnimi zlucovymi kyselinami (Beuers et al., 2010; Hohenester et al., 2012).
1.3.4 Funkéni vyznam ZluCi

Z1u¢ umoziuje vyluéovani fady latek (bilirubin, cholesterol, produkty jaternich
biotransformacnich procest). Vyznamnou soucasti zluci jsou zlucové kyseliny, nejen
s ohledem na jejich tlohu jiz pfi samotné sekreci Zluci. Jak bylo zminéno vySe, Zlu€ové
kyseliny funguji v jatrech jako ligandy jadernych receptorti (zejména vyse zminéného
FXR) a ovliviuji tak transkripci fady pfenasect sinusoidalni a kanalikularni membrany
nebo biotransformaénich enzymi. Zlutové kyseliny navic zvysuji rozpustnost

lipofilnich latek a vaZou kationty téZkych kovii vylu¢ovanych bilidrni cestou.

V tenkém stievé zlu¢, resp. zluCové kyseliny sehravaji dvoji tlohu. Pusobi
detergen¢né na lipidové Castice v potravé sniZzenim jejich povrchového napéti, a tak se
¢astice rozpadaji na mensi, pro lipdzy z pankreatické Stavy pfistupnéjsi. Druhd, jesté
vyznamnéj$i uloha, spocivd v podpofe absorpce mastnych kyselin, monoglyceridd,
cholesterolu a dalSich lipidl ze stfeva tvorbou micel, které usnadnuji transport tukovych

latek k enterocytiim. Bez nich by se az 40 % natravenych tuki nevstiebalo.

Ve stievé funguji zlucové kyseliny jako ochrana pfed pfemnozenim bakteridlni
flory (Pande et al., 2009). Mechanizmus neni zcela jasny, ale urCity vyznam je
ptisuzovan FXR, ktery je pfitomen nejen v jatrech, kde se podili na regulaci syntézy

zlucovych kyselin, ale i ve stfevé (Inagaki et al., 20006).

1.4 Cholestaza
Tvorba Zlu¢i je podminéna spravnou funkci fady transportérli v membrané

hepatocytli a cholangiocytli a strukturalni i funk¢ni integritou systému zluCovych cest.
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Cholestadza vznikéd na zékladé poruchy sekrece a toku ZIu€i (Zollner et Trauner,2008)
s naslednym nedostatkem zlu¢i ve stfevé a kumulaci potencialné¢ toxickych latek

v jatrech a systémové cirkulaci (Trauner et al., 1998).

Je-1i pficina v jatrech, jednad se o intrahepatilni cholestazu, pfi mimojaterni

pficin€ je cholestaza oznacovéna jako extrahepatalni (Ehrmann et Hulek, 2014).
Z klinického hlediska s ohledem na etiopatogenezi je mozno cholestazu délit na:
nezanétové — navozené hormonalné, 1éky, sepsi; vrozené poruchy sekrece,
zanétové — cholestatické virové hepatitidy, alkoholova cholestaza,
pri poskozeni Zluéovodu — primarni biliarni cirhéza, primérni sklerdzujici
cholangitida, syndrom mizejicich zlu¢ovodu,

mechanické cholestazy - navozené tumory, konkrementy, strikturami,

sten6zami, extraluminalni kompresi.

U lidi se nejcastéji vyskytuji extrahepatéalni cholestazy, z 50 % jsou navozeny
malignimi onemocnénimi, poté cholelithiazou. Jako casta pfi¢ina cholestazy také
figuruji septické stavy, polékové cholestazy (5 — 10 %), virové a autoimunitni hepatitidy

(5 -7 %), (Ehrmann a Hulek, 2014).

Cholestaza je provazena tfadou klinickych a biochemickych zmén. Ke klinickym
nalezim patii rizny stupenn Zloutenky a pruritus, k biochemickym, vedle zvySené
koncentrace ptedevSim konjugovaného bilirubinu, v séru zvySené aktivity ALP
(alkalickeé fosfatazy) a GGT (gamma-glutamyltransferazy), zvySend koncentrace

zlucovych kyselin a cholesterolu.

1.4.1 Mechanizmy cholestatického poskozeni jater

Cholestatické poruchy mohou byt vrozené na zakladé genetickych defekth
transportérli  vyznamnych pro sekreci Zzlu¢i, podstatné castéjsi je vSak vyskyt
cholestatickych poruch ziskanych vlivem zanétu, hormont nebo 1€kii. Tyto pfic¢iny

navozuji zmény exprese, popi. aktivity hepatobiliarnich transportérii na transkripéni,

30



posttranskrip¢ni, popt. posttransla¢ni tirovni béhem dnti, hodin ¢i minut (Roma et al.,

2008).

Pro cholestatické poskozeni jater je charakteristicka kumulace hydrofobnich
zluCovych kyselin v hepatocytech, které mohou vykazovat cytotoxicky ucinek. Pro
studium cytotoxicity zlucovych kyselin jsou pfedev§im vyuzivany in vitro modely, které
umoziuji sledovat Gc¢inky Sirokého spektra koncentraci zlucovych kyselin a porovnat
ucinky mezi jednotlivymi zluCovymi kyselinami. Cytotoxicita zlucovych kyselin se
zvySuje s jejich hydrofobicitou a vykazuje ¢asovou a koncentracni zavislost (Rolo et al.,
2002). V in vitro podminkach byla zluCovymi kyselinami navozena apoptéza nebo
nekréza hepatocytl v zavislosti na pouzit¢ davce (Rolo et al.,, 2003). Kyselina
glykochenodeoxycholovd (GCDCA) je vséru a zluci cholestatickych pacientl
zastoupena nejvice a vykazuje vyS$i toxicitu ve srovnani s ostatnimi Zlu€ovymi
kyselinami. Hydrofobni zluc¢ové kyseliny mohou ve vysokych koncentracich ptimo
poskozovat bunééné membrany. Je vSak nepravdépodobné, Zze by koncentrace
zlucovych kyselin dosahovaly pii cholestaze tak vysokych hodnot, aby detergencni
ucinek vedl k masivnimu poSkozeni bunéénych membran a tento mechanizmus byl pro
poskozeni hepatocytt klicovy (Attili et al., 1986; Rolo et al., 2003; Utanohara et al.,
2005).

Jako vyznamny mechanizmus poskozeni hepatocytli Zlucovymi kyselinami je
uvadéna mitochondridlni dysfunkce (Kridhenbiihl et al., 1995; Gores et al., 1998; Rolo et
al., 2001; Rolo et al.,, 2002). V literatute byly popsany zmény jako ,bobtnani‘
mitochondrii, zvySeni permeability vnitini mitochondridlni membrany (MPT -
mitochondrial permeability transition je charakterizovano otevienim poru, ktery umozni
zvySeni permeability vnitini mitochondridlni membrany pro latky s molekularni
hmotnosti do 1,5 kDa) a kolaps membranového potencidlu mitochondrii. Zlu¢ové
kyseliny mohou rovnéZ sniZzovat respiraci v mitochondriich izolovanych
z cholestatickych jater, resp. inhibovat aktivitu respiracnich komplexti (Younes et al.,
2007). Poskozeni mitochondrii je ddvano do souvislosti s rozvojem oxidacniho stresu.
Na modelu cholestazy podvazem Zlucovodu byla prokdzdna zvySena lipoperoxidace,
tvorba ROS (reaktivnich kyslikovych radikalil) a pokles antioxidanti v mitochondriich

(Krdhenbiihl et al., 1995; Huang et al., 2003; Wang et al., 2007).
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Mitochondrialni zmény sehravaji vyznamnou tlohu v apoptotické odpovédi na
cholestazu (Arduini et al., 2012). Bylo vSak prokazano, Ze ZluCové kyseliny mohou
indukovat apoptozu i vnéjsi cestou, tedy pres aktivaci tzv. death receptory (Fas —
protein ze skupiny TNF proteind , TRAIL — TNF-related apoptosis-including ligand,,

TNFR — tumor necrosis factor receptor).

Otéazkou vubec je, do jaké miry se na cytotoxicit¢ navozené cholestazou v in
vivo podminkéach podili apoptdéza a nekréza. Data z poslednich let totiz poukazuji
pfedevs§im na nekrotickou smrt (Mitchell et al., 2011; Zhang et al., 2012; Woolbright et
al., 2013) zprostfedkovanou zanétovou reakci. Infiltrace jaterni tkané neutrofily je
povazovana za kli¢ovou pricinu jaterniho poskozeni béhem akutni biliarni obstrukce
(Allen et al., 2011). Dochazi k syst¢émové aktivaci neutrofildi, jejich akumulaci
v jaternich sinusoidech a portélnich venulach a migraci do parenchymu (Gujral et al.,
2003). Akumulaci neutrofili podporuje celd fada cytokini (napf. TNFa, IL-1a a B).
Infiltrace jater neutrofily byla pozorovana béhem tii, resp. 6 hodin po modelovém
podvazu choledochu (Saito, 2000; Woolbright et al., 2013). Neutrofily navozuji vyrazny
oxidacni stres vedouci ke smrti hepatocyti pfedev§im prostfednictvim tvorby ROS
(Jaeschke et Hasegawa, 2006). ROS produkované neutrofily difunduje do hepatocytl
(Jaeschke et al., 1999), kde mohou navodit nekrozu mechanizmy, které zahrnuji
otevieni MPT poéru, pokles membranového potencidlu mitochondrii a depleci ATP
(adenosintrifostat), (Nieminen et al., 1997). ROS produkovany neutrofily vSak
nenavozuje v hepatocytech MPT piimo, ale plisobi oxidaéni stress, pii kterém se
zvySuje jinak velmi nizké mnozZstvi vapniku v jejich cytosolu, tvoii se ROS
v mitochondriich, které indukuji MPT (Nieminen et al., 1997; Jaeschke, 2011). Jeden

tyden po podvazu Zlucovodu byla také dokumentovana akumulace makrofagu.

Jaterni onemocnéni je Casné provazeno zvySenou permeabilitou stfevni stény
(Parks et al., 1996; Parks et al., 2000; Fouts et al., 2012). To umoznuje prestup Zivych
bakterii a jejich produktid ze stfev do mezenterickych uzlin, systémové cirkulace a
dalsich organti (Berg et Garlington, 1979; Clements et al., 1998). U cholestazy dochazi
k bakterialni translokaci soucasné se zmnozenim bakteridlni floéry. U jinych typa
jaterniho poskozeni bakterialni translokace pfedchdzi zménu ve slozeni a zmnozeni

bakterialni flory (Fouts et al., 2012). Bakteridlni translokace se uplatituje v rozvoji
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infekénich komplikaci a sepse. Vyznamnou ulohu pfi tom sehravaji Kupfferovy bunky,
které jsou zdrojem prozanétovych cytokinl (zejména TNF-a, IL-1, IL-6) a pfispivaji
k rozvoji zanétové odpovédi na endotoxin (Jones et al., 2013). Po experimentalné
navozeném podvazu zlu¢ovodu byla prokdzana zvysend senzitivita na endotoxin (Lazér
et al., 2002; Miyaso et al., 2005; Lv et al., 211; Jones et al., 2012) zprostfedkovana
zménami v Kupfferovych bunikach. Endotoxémie a nasledna systémova zanétova reakce

vedou ke zhorSeni cholestatického poskozeni jater (Liu et al., 2001; Brown et al., 2003).

Perzistujici jaterni poSkozeni mulze byt provazeno fibrotizaci. Dochazi
k nadmérné tvorb¢ pojivové tkané a jejimu nedostate¢nému odbourdvani. V porovnani
s normalnim stavem nartistd predev§im mnozstvi kolagenu (Gressner, 2006). Bézn¢ je
extracelularni matrix odbourdvana metaloproteindzami, jejichz aktivita je vSak pfi
jaternich poskozenich sniZzend. Postupné se vyviji cirhdza s ubytkem funk¢ni jaterni
tkané, tvorbou sept a uzlovitou prestavbou tkané. V patogenezi fibrozy maji svou tlohu
vyse zminované hvézdicovité bunky. Dochazi k jejich aktivaci, resp. transdiferenciaci
do myofibroblastim podobnych bun€k snovymi vlastnostmi — zvySenou schopnosti
migrace a adhese, proliferace a predevSim ziskanim profibrogenni kapacity (Marra,
1999; Moreira, 2007). V aktivaci HSC se uplatiiuji produkty oxidacniho stresu, ktery
provazi jaterni poSkozeni a rGzné dal§i mediatory uvolfiované hepatocyty,
Kupfferovymi  buikami, endotelovymi  buiikami, neutrofily.  Vyznamnym
profibrogennim cytokinem je TGF-f, ktery je produkovan piedev§im Kupfferovymi
buitkami a PDGF. Profibrotické ucinky u cholestatického poskozeni jater ma i cytokin
TNF-a. Pokud u knokautovanych mysi nebyl pfitomen TNF-a nebo receptor pro TNF-
a, doslo ke zmirnéni jaterniho poskozeni i fibrozy (Gabele et al., 2009; Tarrats et al.,
2011) nebo alespon fibrozy, i kdyz bez zlepSeni jaterniho poSkozeni. TNF-o vSak
pravdépodobné nepftispiva k aktivaci HSC a tvorbé kolagenu (Osawa et al., 2013), ale
spiSe se podili na inhibici degradace extracelularni matrix (Arthur, 2000) tim, Ze
podporuje produkci inhibitoru metaloproteindz (Osawa, 2013), které odbourdvaji
extracelularni matrix. Depozita ECM v Disseho prostoru narusuji strukturu jaternich

sinusoid s normalné pfitomnymi fenestracemi (kapilarizace sinusoid).

Ztratou otvord v sinusoidach dochazi k naruseni obousmérné vymény obsahu

mezi portalni krvi a hepatocyty a tak se latky, které by mély byt v hepatocytech
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metabolizovany nebo degradovany, dostavaji rovnou do systémové cirkulace
(portosystémovy zkrat), (Moreira, 2007). Je tfeba zminit, Ze HSC nejsou jedinymi
bunikami, které se uplatnuji v rozvoji fibrozy. Portalni fibroblasty mohou byt rovnéz
aktivovany a diferencovat se na myofibroblasty produkujici ECM. Zalezi
5 dni po BDL (potkani s podvazem choledochu bez podéni fluvastatinu) zdrojem
myofibroblastil z vice jak 70 %. S progresi poSkozeni klesal podil portalnich fibroblastl
na populaci myofibroblastii a 14. a 20. den po BDL se na jejich populaci podilely
predevsim HSC (Iwaisako et al., 2014).

Biliarni fibroza zacind v periportalni oblasti, coz odpovidda mistu vyskytu
aktivnich HSC a zanétlivych zmén (Bataller et Brenner, 2005). Pozdéji progreduje za
vzniku porto-portalnich fibrotickych sept ohranicujicich uzle jaterni tkdn€. Tento typ
fibrézy se vyviji pfi zachovani spojeni mezi centralni Zilou a portadlnim traktem a je

spojeny s intenzivni proliferaci zlu¢ovych kanalki a periduktuldrnich myofibroblastt.

1.4.2 Adaptacni mechanizmy na cholestazu

Radou mechanizmti zminénych vyse se béhem cholestazy rozviji poskozeni jater
vyust'ujici do cirhdzy. Béhem cholestdzy jsou nicméné aktivovany zmény, které mohou
do urcité miry pulsobit hepatoprotektivné. Hlavnim principem je omezeni vstupu
zlucovych kyselin z krve do hepatocyti a tvorby zlucovych kyselin de novo. Na modelu
cholestdzy byla na bazolateralni membran¢ prokdzéna nizs§i exprese Ntcp a QOatp
transportujicich ZK a dalii latky z krve do hepatocytu a zvysend exprese Mrp a Ost
transportéri pienasejicich ZK ven z buiiky (Slitt et al., 2007). Vyznam zmén exprese
jednotlivych transportért v adaptacni odpovédi se vSak 1isi. Indukci fazi 1 a II
biotransformacnich procesi je pii cholestaze zajiStovana vySSi hydrofilita
kumulovanych Zlucovych kyselin. Produkty biotransformace jsou vylucovany
alternativni cestou pfes bazolateralni membranu do systémové cirkulace a eliminovany
ledvinami (Li et al., 2000). Pasivni glomerularni filtrace, aktivni rendlni tubularni
sekrece a omezeni rezorpce Zlu€ovych kyselin z tubulll podporuji eliminaci Zlu€ovych
kyselin ledvinami pfi cholestdze (Brandoni et al., 2006). Pfi obstrukéni cholestdze

dochdzi sekundarné k nizs8i expresi transportéri na kanalikularni membrané hepatocyti,
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coz muze napomahat v ochrané zlucovodii pfed mechanickym poskozenim zvySenym
tlakem Zlugi, popt. pred poskozenim cholangiocytl toxickym paisobenim ZK (Lamireau
et al., 2003; Marschall et al., 2006; Wagner et al., 2003). 7K jsou navic pti obstrukcni
cholestaze z bilidrniho prostoru zvySené rezorbovany pies cholangiocyty. Pfitom
enterohepatalni cirkulace ZK je snizena, mnoZstvi ZK rezorbovanych ze stieva a
nasledné vstupujicich do jater se tak snizuje (Sauer et al., 2000). Molekularni zmény
pozorované na experimentalnich modelech odpovidaji fadé zmén provazejicich
chronicka cholestatickd onemocnéni lidi, avSak vice nez na transkripéni urovni,
pozorované Casto na zvitecich modelech, je to spiSe na posttranskripéni a posttranslaéni
urovni. Inhibice transportérii zajiStujicich transport latek z krve do hepatocytu pies
bazolateralni membranu byla dokumentovana u alkoholové cholestatické hepatitidy
(Zollner et al., 2001), v pozdnim stadiu primarni bilidrni cirhézy (Zollner et al., 2003),
u primarni sklerézujici hepatitidy (Oswald et al., 2001), ¢i extrahepatélni bilidrni atrézie
(Shneider et al., 1997). Adaptace transportérii exportujicich latky z hepatocytu ptes
bazolateralni membranu byla popsana v pozdnim stadiu primarni biliarni cirhézy (Ros
et al.,, 2003; Barnes et al., 2007), u biliarni atrézie a biliarni obstrukce nasledkem
karcinomu Zluc¢ovych cest nebo pankreatu (Scheffer et al., 2002; Shoda et al., 2001). Na
kanalikularni membrané se vyvijeji obdobné zmeény jako po modelovém podvazu
ZluCovodu, avSak vétSinou az v pozdnich stadiich cholestdzy (Kullack-Ublick et al.,

2002).

V regulaci adaptac¢nich zmén sehrévaji svou roli jaderné receptory. Jedna se o
ligandem aktivované transkripéni faktory, které se podileji nejen na fizeni tvorby a
vyluovani Zluci, ale také na metabolizmu glukézy, lipidl, zanétovych, fibrotickych a
regeneraénich procesech v jatrech. Rada soudasnych poznatkti o transkrip&nich
faktorech ale vychazi z modelovych cholestatickych zmén navozenych na zvifeti a
nebyla doposud potvrzena u lidi (Roma et al., 2008). Jak bylo zminéno vySe, na
zvitecich modelech jsou adaptivni zmény pozorovany ve velké mife pravé na
transkripéni Urovni, av§ak u lidi nemuseji mit tak velky podil. Za regulaci tvorby a
sekrece 7lu¢i jsou zodpovédné piedev§im jaderné receptory aktivované ZK — FXR,

PXR, VDR. Jako ligandy mohou ptsobit 1 jiné sou€asti zluci, napt. bilirubin pro CAR
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(constitutive androstane receptor) nebo PPAR (peroxisome proliferator-activated

receptor) je aktivovan mastnymi kyselinami.

Tato adaptacni reakce vSak neni schopna zcela zabranit rozvoji jaterniho
poskozeni. Z toho vyplyva nutnost hledat dalsi terapeutické moznosti pro zmirnéni

cholestatického poskozenti jater.

1.5 Moznosti zmirnéni rozvoje cholestatického poskozeni jater
V rozvoji cholestatického jaterniho poskozeni hraji roli kumulujici se ZK, které
pusobi cytotoxicky. Lécba jaterniho poSkozeni navozeného cholestazou je proto cilena
predevsim na snizeni mnoZstvi cytotoxickych ZK v hepatocytech a ochranu hepatocyti
pred dalsimi potencidlné toxickymi latkami, které se v hepatocytech a popt. ve
zluCovodech pii cholestize hromadi. Lécba by proto méla piedevsim podpofit
vyludovani ZK a dalsich potencialng toxickych latek z hepatocytii do krve, stimulovat
biotransformacni procesy v hepatocytech podporujici vznik vice hydrofilnich latek, coz
snizuje jejich piipadny toxicky G¢inek, ochrafiovat cholangiocyty pred ptisobenim ZK,

inhibovat rozvoj fibrozy.

V piipadé obstrukéni cholestazy je jednou z moznosti, jak omezit kumulaci ZK,
drenaz zlucovych cest. Vliv drenaze zlucovych cest u pacientii s obstrukénim ikterem se
zkouma jiz nckolik desitek let. Biliarni obstrukce je Castym problémem u malignit
pankreatu. Prvnim, kdo popsal a vyuzil moznych vyhod drenaZze ZluCovych cest, byl
americky chirurg Allen Whipple. V roce 1935 Whipple popsal a provedl na kolumbijské
univerzité prvni operaci slinivky biiSni ve dvou dobéch. Principem prvni operace bylo
vytvofit komunikaci mezi gastrointestinalnim traktem a Zlu€ovymi cestami pii obstrukci
v extrahepatalnich zluCovych cestach. Byla tedy vytvofena gastroenteroanastomoza,
spojka mezi zaludkem a klickou tenkého stieva, dale podvazan zlucovod a zlucové
cesty vydrénovany cestou samotného zlu¢niku, tzv. cystikogastroanastoméza. Ve druhé
dobé byla provedena pankreatoduodenektomie, tj. k odstranéni hlavy pankreatu a
ptilehlého dvanéctniku (Whipple et al., 1935). Divodem operace provadéné praveé ve
dvou dobach bylo piesvédeni Whippleho o vyhodach drendze ZluCovych cest, mezi
kterymi zmifluje hlavné zménu patofyziologického stavu cholestdzy v intra- i

extrahepatalnich zluCovych cestach na fyziologické poméry nebo na stav fyziologicky.
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Od této doby probéhlo mnoho studii o vyhodach a moznostech drenaze zlucovych cest
jako prevence komplikaci u cholestatickych pacientli. Na zvitfecich modelech provadéna
drendz zluCovych cest s naslednym uvolnénim tlaku v nich zlepSuje jaterni funkce,
vyzivové parametry, aktivuje slozky imunitniho systému k redukci endotoxémie a

zmirnuje cytokinové reakce (Van der Gaag et al., 2009).

Drenaz zlucovych cest 1ze v dnesni dob¢ rozd¢lit na dvé metody: vnitini a zevni.
Ob¢ patti k pomérné dobfe dostupnym metodam. Vnitini drenaz zluCovych cest je
provadéna metodou endoskopické retrogradni cholangiopankreatikografie (ERCP).
Predstavuje metodu neinvazivni, méné zatézujici a s niz$im poctem moznych zavaznych
komplikaci spojenych se zdkrokem nez drendz zevni. Vedle této metody stoji metoda
invazivni — zevni drenaz zlucovych cest. Provaddi se pomoci tzv. perkutdnni
transhepatické cholangiografie (PTC) zavedenim katétru po punkci jater do
intrahepatélnich Zlu¢ovodi. Ob¢ tyto metody umoziuji vliozit do lumina Zlu¢ovych cest
stent, ktery zajisti jejich prichodnost. Mezi komplikacemi drenaze zluCovych cest se
objevuje pankreatitida, cholangoitida nebo cholecystitida, perforace zlucovych cest,

krvaceni, okluze stentu, nebo potieba jeho vymény (Van der Gaag, 2010).

V dne$ni dobé se nazory na drendz zluCovych cest méni a zdaleka nejsou
jednotné. Zatimco diive se 1ékati spiSe ptiklanéli k predoperacni drenazi Zlucovych cest,
postupem c¢asu vznikly dalsi studie a v ramci evidence based medicine (EBM) byly
publikovany ¢lanky studii, které jsou svymi vysledky velmi kontroverzni. DileZitym
meznikem ve zméné pfistupu k drenazi zlu€ovych cest se stala randomizovana studie
DROP-trial (DRainage vs. Direct OPeration - drendZ vs. operace), kterd srovnava
drenaz zlu¢ovych cest (zevni i vnitini) s naslednou pankreatoduodenektomii a ¢asnou
pankreatoduodenektomii bez drenaZe ZluCovych cest. Jsou zde pozorovani pacienti
s obstruk¢énim ikterem s malignitou pankreatu. V této randomizované studii s 210
pacienty jsou srovnavany dvé pravé jmenované skupiny pacientii. Vysledkem je sdé€leni,
ze kterého vyplyva nizsi pooperacni morbidita u pacientl, ktefi predoperacné drenaz
zlouCovych cest nepostoupili (Van der Gaag, 2007). Dalsi studie nepfinesly jasné
vysledky, které by ukazaly jednoznacnou cestu, kam by se méla terapie obstrukéniho
ikteru u téchto pacienti vyvijet (Lai, 2014). V hodnoceni téchto studii se také objevuji

nazory, ze rizika predoperacni drenaze zlucovych cest u pacienti s maligni obstrukci
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zluCovych cest prevazuji nad moznymi benefity feSeni zloutenky (Van Hooft, 2011). Ve
vSech zkoumanych piipadech se vSak setkavame s hodnocenim pacient s primarnim
onemocnénim slinivky bfiSni, v drtivé vétSin¢ piipadi karcinomu slinivky bfisni. Je
proto tieba vzit v Givahu, Ze karcinom slinivky diky svému velmi vysokému procentu

letality mize vysledky vyznamné ovlivnit.

V soucasné dobé je farmakologicka 1écba cholestatickych onemocnéni ztzena
pouze na ursodeoxycholovou kyselinu (UDCA), kterd vykazuje cholereticky uc¢inek a
podporuje sekreci Zluci kanalikuldrnimi transportéry na transkripéni a posttranskripéni
urovni. In vitro byly prokdzany i imunomodula¢ni ucinky UDCA. Lécba primarni
ptiznivé klinické vysledky. Naproti tomu pouziti UDCA u cholestazy obstrukéniho typu
se jevi jako nevhodné. Experimentalné bylo prokazano, ze pouziti UDCA na modelu
cholestazy navozeném BDL (bile duct ligation — potkani s podvazem choledochu bez
podani fluvastatinu) pasobi rupturu Herringovych kanalki a nésledny unik zluci do
okolniho jaterniho parenchymu vede ke smrti hepatocytl (Fickert et al., 2013).

Utinkem UDCA tak dochazi ke zhorseni cholestatického poskozeni.

V pribé¢hu minulych let se objevovaly prace, které vychdzely predevSim
z mechanizm popisovanych jako vyznamné v rozvoji cholestatického posSkozeni jater.
S ohledem na prokazany rozvoj oxidacniho stresu b&hem cholestdzy a pokles
antioxidacni kapacity jater nékteré studie tak sledovaly ucinek latek s antioxida¢nim
ucinkem. Jejich vysledky nejsou zcela jednoznaéné. KdyZ po 28 denni aplikaci doslo ke
zlepSeni antioxida¢ni kapacity jater, parametry svédCici pro jaterni poSkozeni a
cholestazu se nezmirnily (Soylu, 2006; Tahan, 2007), popf. nebylo prikazné ani
zlepSeni antioxida¢niho stavu jater (Hagymasi, 2002). Co se tyce antifibrotického
ucinku téchto latek, hodnoceného métenim obsahem kolagenu v jatrech, nalezy byly po
jejich 28 dennim podavani protichiidné (Tahan, 2007; Soylu, 2006).

Dalsi trend s presvédcivéjsimi vysledky piineslo studium protizanétové a
imunosupresivné pusobicich latek. Jiz po 7 dennim, resp. 14 dennim podavéni téchto

latek byl zaznaenan signifikantni pokles markeri jaterniho poSkozeni, cholestazy,

zlepsila se antioxidacni kapacita jater 1 histologicky nalez jaterniho posSkozeni
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(Karaman, 2006; Eken, 2006). Problémem pro vyuziti v klinické praxi vSak muaze byt

moznost nezadoucich imunosupresivnich Gc¢inkt.

V poslednich letech pfibyva mnozstvi informaci o jadernych receptorech jako
cile terapie cholestazy vzhledem k jejich uloze v regulaci pochodii vyznamnych pro
rozvoj cholestatického poskozeni. FXR (farnesoid X receptor) je aktivovan piirozen¢ se
vyskytujici CDCA, ale také (semi)syntetickymi ligandy. Aktivaci FXR dochazi
k ovlivnéni transkripce fady gentl, které maji vyznam pro sniZeni transportu ZK z krve
do hepatocytl, snizeni syntézy ZK, stimulaci detoxikace a sekrece ZK. Zvysuje
se rovnéz podil fosfolipidi a bikarbonatu ve zlu¢i a tim se sniZzuje jeji toxicita
(Halilbasic et al., 2013). Zmirnéni jaterniho poskozeni ucinkem obeticholové kyseliny a
GW4060 bylo prokdzano na modelu cholestdzy navozeném estrogeny (Fiorucci et al.,
2005). Podavanim kyseliny obeticholové doslo 1 ke zmirnéni jaterni fibrézy indukované
BDL (Fiorucci et al., 2004; Liu et al., 2003). Ke zmirnéni biochemickych markert
jaterniho poskozeni doslo i u lidi s PBS (primérni biliarni skler6za) po 12 tydennim

podavani kyseliny obeticholové (Kowdley et al., 2012).

Pregnane X receptor (PXR) a constitutive androstane receptor (CAR) reguluji
geny vyznamné pro detoxikaci a eliminaci potencidlné toxickych exogennich a
endogennich latek (Kliever et al.,, 2002). Cilovymi jsou geny pro enzymy
v biotransformacnich procesech i1 fada transportéri umoznujici vylouceni latek. Jejich
aktivaci dochazi navic i kutlumu syntézy ZK. Jako aktivator plisobi cela fada
strukturalné odlignych latek véetné ZK a bilirubinu. Klasickym aktivatorem PXR je
rifampicin, ktery pusobil efektivné pii 1écbé pruritu provazejicim PBS (Yerushalmi et
al., 1999). U obstrukéni cholestdzy navozené experimentalné podvazem choledochu
vedlo podavani aktivatori PXR a CAR ke sniZzeni sérovych markerid cholestazy
(Wagner et al., 2005). Vedle toho mize mit PXR 1 antifibrotické a protizdnétlivé
ucinky. Stimulaci PXR byl inhibovan ptfechod hvézdicovitych bunék do myofibroblasti

a doslo ke sniZeni exprese profibrogenniho cytokinu TGF (Haughton et al., 2006).

Vitamin D receptor (VDR) je aktivovan kalcitriolem a ma vyznam pro regulaci
hladiny Ca?*. Ve stfevé ho aktivovuje i sekundarni ZK — kyselina litocholova (LCA),
(Makishima et al., 2002). Stimulace VDR ve stievé mysi vedla ke zvySené expresi

transportéru  ASBT na apikdlni membrané a MRP3, fungujici jako pumpa na
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bazolaterdlni membrané pro transport ven z builky. Zatimco v hepatocytech neni
exprimovan, neparenchymové bunky v jatrech (Kupfferovy, biliarni, endotelidlni,
HSC) ho exprimuji na vysoké urovni (Gascon-Barré¢ et al., 2003). Pokud byly izolované
HSC aktivovany, exprese VDR se snizila, ale bylo ji mozné opét zvysit ucinkem
vitaminu D. ZvySenad exprese VDR pak byla provazena snizenim proliferace HSC a
antifibrotickym t¢inkem (Abramovitch et al., 2011). Antifibroticky potencial VDR byl

dokumentovan i v podminkach in vivo.

PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor) je vysoce exprimovan ve
tkanich, které utilizuji tuky — jatra, srdce, ledviny, svaly, tenké a tlusté stievo (Braissant
et al., 1996) a stimuluje B-oxidaci mastnych kyselin. Aktivatory PPARa jsou fibraty,
které indukuji expresi konjugacnich enzymu II. fize biotransformacnich procesti a
rovnéZ transportéru ASBT ve stfevé a cholangiocytech (Barbier et al., 2003; Bariber et
al., 2009; Fang et al., 2005; Jung et al., 2002). Ligandy PPARa jsou schopny i tlumit
syntézu ZK (Marrapodi et al., 2000). Utlum syntézy ZK a podpora jejich
biotransformace pfi podavani fibrati byla zaznamenana také u pacientl v Casné fazi

PBC (Honda et al., 2013).

V dobé wvzniku této prace zaCal nartistat zdjem o statiny nejen jako
mohlo vést k rozsifeni spektra jejich vyuZiti. V rozvoji cholestatického poSkozeni se
uplatiiuji vyrazné zanétlivé zmény spojené s oxida¢nim stresem, proto by zasah do d&jt
spojenych s aktivitou Kupfferovych bun¢k, neutrofili a nasledné produkci zanétlivych
cytokini mohl pfinést zmirnéni jaterniho poskozeni (Adam a Laufs, 2008).
Experimentalni podavani statinii po dobu 7 — 14 dnii vedlo k prokazatelnému zmirnéni
jaterniho poskozeni, soud¢ dle zmén aktivity jaternich transamindz, ukazateld
cholestazy a histopatologického néalezu (Demirbilek 2007). Tyto sporadické vysledky
nas vedly k hlubSimu zkoumani vlivu u¢inka statini na cholestatické poskozeni jater,

které je soucasti této prace.
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1.6 Modely cholestazy v experimentu
Pro studium cholestazy je mozno vyuzivat experimentalni zvitfata nebo in vitro
modely, pfedevSim izolovand perfundovana jatra, jaterni homogenaty nebo kultury

hepatocyti.

In vitro metodiky jsou pouzivany zejména pro farmakologické studie zaméiené
na hodnoceni metabolizmu a biliarni exkrece testovanych latek v podminkach

cholestazy.

Studie provadéné in vivo umoznuji ziskavani informaci o zménach navozenych
cholestazou jak v séru, tak v jaterni tkani, véetné¢ zmeén jaterni morfologie. Velmi Casto
jsou pouzivané 1 v experimentech hodnoticich ucinky latek s potencidlnim
anticholestatickym efektem. Vzhledem k tomu, Ze cholestaza miiZze navodit i rozvoj
cirhozy, existuji také modely cirh6zy navozené cholestazou na zvifeti. Nejcasteji jsou

k indukeci cholestazy pouzivani potkani a mysi.

1.6.1 Intrahepatalni cholestaza

1.6.1.1 Lipopolysacharidem indukovand cholestdza

Lipopolysacharidy jsou glykolipidy pfitomné ve wvnéjSi membrané vsSech
gramnegativnich bakterii, jeZ maji schopnost navodit zanétlivou reakci. Hlavni tlohu
v odstranéni lipopolysacharidu (LPS) z organizmu maji jatra (Nakao et al., 1994).
Fyziologicky gramnegativni bakterie kolonizuji tlusté stievo, odkud se mohou samy
nebo jejich produkty dostat portalni krvi do jater. Zde sehravaji vyznamnou imunitni
ulohu Kupfferovy buiiky, ke které pfispiva i jejich lokalizace v jaternich sinusoidach
drénujicich krev z gastrointestindlniho traktu. I pfi experimentalnim intraven6znim

podéani LPS zvifeti doslo k jeho distribuci do jater (Mathison a Ulevitch, 1979).

LPS v jatrech indukuje tvorbu prozanétlivych cytokint TNFa, IL-1pB, IL-6,
jejichz zdrojem jsou zejména aktivované Kupfferovy buiiky, ale také endotelové buiiky,
hepatocyty a cholangiocyty (Kovalovich et al., 2000; Luster et al., 1994). LPS aktivuje
Kupfferovy buiitky cestou CD 14 receptoru, ktery je za normalnich podminek sice malo
exprimovan, avSak dostate¢né pro zminénou aktivaci (Antal-Szalmas, 2000). ZvySena

exprese CD 14 byla dokumentovdna u rluznych jaternich poSkozeni vcetné
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cholestatického (Su et al., 2002). Vyznam zmén exprese CD 14 sice neni objasnén, ale
jeho piitomnost ptispiva ke zvyseni citlivosti na LPS (Su, 2002). CD 14 je receptorem
na povrchu bunék bez transmembranové komponenty, k pienosu signalu do buiky

slouZi toll like receptory (TLR). TLR4 je specificky pro LPS gramnegativnich bakterii.

Podanim LPS zvifeti (intraperitonealné a nejcastéji hlodavcim), lze navodit
cholestazu inhibici tvorby zluce. Experimentalné bylo prokazano, ze LPS pfimo nebo
prostiednictvim stimulace tvorby prozanctovych cytokin snizuje expresi klicovych
transportérit ZluCovych kyselin na bazolateralni a kanalikuldrni membrané. SniZeni
exprese NTCP na bazolateralni membrané bylo mozné na transkripcni i posttranskripcni
urovni (Trauner et al., 1998). Jak bylo zminéno vyse, Ntcp u zvitat resp. NTCP u lidi
slouzi k transportu Zlucovych kyselin z krve do hepatocytl. SniZeni exprese tohoto
transportéru po endotoxinu miize byt soucasti adaptacni reakce na kumulaci zlucovych
kyselin v hepatocytech pii cholestaze. Obdobn¢ byla prokazana snizena exprese dalsiho
transportéru na bazolaterdlni membrané pro ptrenos zluCovych kyselin a organickych
anionti — OATP (Geier et al., 2005). Faktorem, ktery je rozhodujici pro rozvoj
cholestazy po podani LPS, je poSkozeni transportu téchto latek z hepatocytu pres
kanalikularni membranu. Po podani LPS byla prokazana down-regulace kanalikularniho
transportéru Mrp2 1 jeho redistribuce z membrany do intracelularniho kompartmentu
(Saeki et al., 2011). Tim dochazi ke kumulaci Zlucovych kyselin a jinych potencialné
toxickych latek v hepatocytech. Ur€ity stupen exkrece Zlucovych kyselin bude ale
pravdépodobné po LPS zachovan vzhledem k tomu, Ze kanalikularni transportér Bsep

nevykazuje tak vyrazné zmény exprese jako Mrp2.

1.6.1.2 Estrogeny indukovand cholestdza

Podanim syntetického estrogenu ethinyl estradiolu Ize navodit poskozeni
transportnich mechanizmli na bazolateralni a kanalikularni membrané a nasledné
sniZeni produkce Zluci (Simon et al. 1996). Obdobné& jako po LPS bylo popsano sniZeni
exprese a funkce Ntcp a down-regulace Oatp, zatimco exprese Bsep zlstala ¢astené

zachovana (Takikawa et al., 1998; Geier et al., 2003).
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Hlavni Gcinek je pfisuzovan konjugovanému metabolitu ethinyl estradiolu
estradiol-17B-D-glukuronidu, u kterého bylo v zavislosti na pouzité davce prokazano
snizeni sekrece zluCovych kyselin a produkce zluci u potkani (Meyers et al., 1980).
Jeho uc¢inkem doslo i ke snizeni transporni aktivity kanalikularniho transportéru Mrp2
(Mottino et al., 2002). Ethinyl estradiol a estradiol-17B-D-glukuronid zvysily také
permeabilitu spojeni tight junction, které normaln¢ omezuje pruchod latek mezi krvi a

zluci, a prispély tak ke zpétnému navratu latek tvoticich soucast zluce do krve.

1.6.2 Extrahepatalni cholestaza

1.6.2.1 Cholestdza navozend podvazem Zlucovodu

Tento model simuluje obstrukéni typ cholestazy a je frekventované pouzivan pro
studium cholestazy. Provadi se Uplnym uzavérem ductus choledochus. Rada nalezi

provazejicich cholestatické zmény byla popsana pravé na tomto modelu.

Vlivem poruseni odtoku Zzlu¢i se wvyvijeji casné ultrastrukturdlni zmény
(Baumgartner et al., 1995). Podvazem zlucovodu se v bilidrnim prostoru zvysSuje tlak a
dochazi k vyznamnému naruSeni funk¢ni integrity spoju tight junctions (Rahner et al.,
1996). Bézn€ jsou cholangiocyty mitoticky inaktivni. Béhem 24 hod. dochéazi k
proliferaci bilidrniho epitelu. Je pravdépodobné, ze cholangiocyty vykazuji uréitou
heterogenitu a oblast, kde proliferace probiha, se 1i$i podle pfic¢iny poskozeni. Po BDL
je predstavovana bunikami vystylajicimi Zlu¢ovody od 15 pm vice v praméru (Alpini et
al., 1996), zatimco napi. parcidlni hepatektomie nebo akutni poskozeni jater
tetrachlérmetanem navodily proliferacni odpovéd’ mensich cholangiocytii (Alpini et al.,
1998). Na modelu podvazu Zzlu€ovodu mysi bylo pozorovano prvni maximum
proliferace 2. a 3. den ve velkych zluCovodech a 5. den v malych (Georgiev et al.,
2006). Proliferace tedy smeéfuje od extrahepatdlnich ZluCovodli smérem
k intrahepatalnim. Kolem 14. dne je jiZ proliferace cholangiocytl ve vSech Zlucovodech
nizka. Alternativnim zdrojem cholangiocyti mohou byt nejspise i hepatocyty zejména z
periportalni oblasti nebo ovalné bunky v Heringovych kanalcich (Michalopoulos et al.,
2005). Proliferace hepatocytti kulminovala 5. den po BDL, coz je asi za 48 hodin po
maximalnim hepatocelularnim poSkozeni (Georgiev et al., 2006). Zahy po BDL se

zvySuje exprese kolagenu I, avSak u potkanl je na rozdil od mysi progrese fibrozy
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vyrazna, takze se mize vyvinout béhem 2 tydnt (Kountouras et al., 1984) a od 3. tydne
jsou patrny znamky cirhozy ve formé uzla a sept. Cholestatické poSkozeni jater tak

muze v pokrocilejsim stadiu slouzit také pro studium fibrozy jater.
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2 Cile prace

V dobé¢ vzniku projektu rostl zajem o statiny nejen jako o hypolipidemika, ale i pro
jejich protizdnétové a antioxidacni Uc¢inky, coz bylo pfislibem k rozsifeni spektra jejich
vyuziti. Tato prace m¢la dat alespont ¢astecné odpovéd’, zda by statiny byly vhodnymi Iéky
k omezeni rozvoje cholestatického poskozeni jater, jehoz mechanizmus spoc¢iva v oxida¢nim
a zanétovém poskozeni, a do jaké miry se na tomto pfipadném ucinku miize podilet davka a
doba podavani této latky. To by mohlo byt dobrym piedpokladem pro dalsi studium a

prevenci komplikaci u chirurgickych pacientii s cholestazou.

2.1 Hodnoceni miry jaterniho cholestatického poskozeni
v zavislosti na davce a dobé podavani fluvastatinu

Prvnim cilem bylo na modelu extrabiliarni cholestazy navozené podvazem zlu¢ovodu
sledovat Uc¢inek vybraného statinu — fluvastatinu na rozvoj jaterniho poSkozeni, resp. zda
muze rozvoj tohoto poskozeni omezit podavani fluvastatinu. Z tohoto diivodu byla provadéna
vySetfeni séra, kterd slouzila k hodnoceni poSkozeni jater — ALT, AST, k urceni stupné
cholestazy — GGT, ALP, celkovy a konjugovany bilirubin a k hodnoceni proteosyntetické

funkce jater — albumin.

V chirurgii pfevazuji cholestazy z extrahepatalnich pticin. Model podvazu Zlu¢ovodu
na zviteti, pouZzity i v nasi studii, simuluje zmény navozené extrahepatalni cholestazou, ke

studiu cholestazy je frekventované pouzivany a umoziuje az 28 denni trvani cholestazy.

Hodnoceni t¢inku fluvastatinu v nasi studii ma dva aspekty — vliv jeho rtizné davky (1

a 5 mg/kg té€lesné hmotnosti) a dobu jeho podavani (piivodné planovany 1, 2 a 3 tydny).

2.2 Hodnoceni mechanizma ucinka fluvastatinu na zmény
navozené cholestazou

Vzhledem k tomu, ze oxidac¢ni stres, zanétove, fibrotické zmény a funkce mitochondrii
jsou nejcastéji zminovany v souvislosti s cholestatickym poskozenim, byl sledovan uc¢inek
fluvastatinu na parametry hodnotici jejich intenzitu. Rovnéz tak byli vybrani zdstupci
transportérli, jejichz exprese se meéni vlivem cholestazy v ramci adaptacni reakce. Byl

hodnocen dopad podavani fluvastatinu na jejich expresi.

Nasim druhym cilem bylo tedy studium mechanizmii u¢inkl fluvastatinu na zmény

navozené cholestazou:
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vliv fluvastatinu na oxidac¢ni stres provazejici cholestazu,

vliv fluvastatinu na produkci prozanétovych a profibrogennich cytokini pfi
cholestaze,

vliv fluvastatinu na funkci mitochondrii pii cholestaze,

hodnoceni exprese vybranych transportérti na sinusoidalni a kanalikularni membrané.
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3 Metodické postupy

3.1 Laboratorni zvirata

K pokustim byli pouziti potkani — samci kmene Wistar (Bio Test, Konarovice)
o pocatecni hmotnosti 310 — 380 g. Potkani byli umisténi ve vivariu, v mistnosti o teploté 23
+ 1 °C, relativni vlhkosti 55 + 10 %, s vyménou vzduchu 12 — 14 x / hod. a stfidanim svétla a
tmy po 12 hod. (6.00 — 18.00). Potkani méli volny piistup k vod¢ a standardni laboratorni
diet¢ (DOS 2B, Velaz, Praha). Pokusy byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zviiat
proti tyrani pfi Univerzit¢ Karloveé v Praze, Lékatské fakulté v Hradci Kralové (povoleni €. j.
11 829/2007 - 30 ze dne 20. 4. 2007), nyni ozna¢ovanou jako Odborna komise pro zajistovani

dobrych zivotnich podminek pokusnych zvitat.

3.1.1 Hodnoceni pfijmu potravy u potkant

Potkani byli chovéni ve vivariu po 6 — 10 a kazdy den bylo méfeno mnozstvi
spotfebované diety pfipadajici na tento pocet zvifat. Vysledek je vyjadfen jako primérna
spotfeba diety na 1 zvife. Vzhledem k tomu, Ze nebyla méfena skutecnd spotfeba diety
ptipadajici na 1 zvife, nejsou vysledky uvedeny se smerodatnymi odchylkami a nemohlo zde

byt provedeno statistické hodnoceni.

3.1.2 Hodnoceni zmény télesné hmotnosti potkanu

Potkani byli kazdy den v 7.00 — 7.30 hodin vaZeni. K uréeni rozdilu hmotnosti byla
pouzita hmotnost na pocatku pokusu (tj. v den operace pied jejim provedenim), kterd byla
odectena od hmotnosti méfené den pred ukoncenim pokusu. V piipad¢ pfibyvani hmotnosti
jsou tedy rozdily pozitivni, v pfipadé hubnuti zvifat negativni.

3.1.3 Operacni zakroky

Operacni zékroky byly provadény v éterové anestézii. Po provedeni horni stfedni
laparotomie byl v pravém subchondriu v podjaterni krajin¢ identifikovan ductus cysticus a
nasledné ductus choledochus. Setrnou disekci byla provedena jeho izolace, nalozeny dvé
ligatury, jedna centrdln¢, druhd periferné a mezi témito dvéma ligaturami byl ductus
choledochus pterusen. Nasledovala sutura stény biiSni pokracovacim stehem v jedné vrstveé
silonovym vlaknem a seSiti kiize, nasledné provedena dezinfekce sutury rany. Poté byla
anestézie ukoncena a potkan byl po zaschnuti dezinfekéniho prosttedku ulozen do
observacniho prostoru vivaria. Kontrolni skupiné potkani byla obdobné provedena

laparotomie s uvolnénim zlu¢ovodu od okolni tkang.
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3.1.4 Aplikace Iéku

Potkanim byl podavan fluvastatin (Lescol, Novartis) v ddvce 1 nebo 5 mg/kg télesné
hmotnosti. Fluvastatin (80 mg) byl rozpustén ve 160 ml, resp. 50 ml aqua pro injectione a
aplikovan v objemu 0,2 ml/100 mg, resp. 0,3 ml/100 g hmotnosti. Testovana latka —
fluvastatin nebo u kontrol aqua pro injectione byla v odpovidajicim objemu aplikovana 1x
denn¢ sondou do zaludku v dopolednich hodinach. Prvni dévka byla poddna ihned po

provedeni operace, posledni davka den pied ukonc¢enim pokusu.

3.1.5 Ukoncéeni pokusu

Potkani byli usmrceni vykrvacenim z bfi$ni aorty. V éterové inhalacni anestezii byla
provedena laparotomie a z bifurkace bfisni aorty byla odebrana krev do sterilnich stiikacek
bez protisrazlivého €inidla. Jaterni tkan byla uvolnéna od okoli a po vyjmuti oplachnuta ve

fyziologickém roztoku. Tkai byla ihned zpracovéana pro nasledna méteni.

3.2 Biochemicka vySetreni séra

Enzymové aktivity byly vySetfovany automatickymi pfistroji Ustavem klinické
biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové. Analyty byly méfeny na piistroji MODULAR
(Roche, Basel, Svycarsko) s vyuzitim pfisluinych set.

3.2.1 Stanoveni aktivity ALT a AST

Pro aktivaci ALT je nezbytné nutnd pfitomnost kofaktoru pyridoxalfosfatu. ALT
katalyzuje pfenos aminoskupiny z alaninu na 2-oxoglutarat za vzniku glutamétu a pyruvétu.
V nasledujicim kroku je pyruvat redukovan na laktat za souc¢asné oxidace NADH na NAD".

Rychlost fotometricky méfeného ibytku NADH je pfimo iimérna aktivité ALT.

Pro aktivaci AST je nezbytna piitomnost kofaktoru pyridoxalfosfatu. AST katalyzuje
pfenos aminoskupiny z aspartatu na 2-oxoglutarat za vzniku glutamétu a oxalacetatu.
Oxalacetat je v dal$i fazi redukovan na malat za soucasné oxidace NADH na NAD". Tuto
reakci katalyzuje enzym maldtdehydrogendza. Rychlost fotometricky méfené¢ho ubytku
NADH je pfimo timérna aktivité¢ AST.

3.2.2 Stanoveni aktivity GGT

GGT katalyzuje pfenos y-glutamylového zbytku na akceptor za vzniku barevné

slouceniny, jejiz piiristek je piimo imérny aktivité GGT.
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3.2.3 Stanoveni aktivity ALP

Celkova ALP byla stanovovana spektrofotometricky na zaklad¢ principu $tépeni 4-

nitrofenylfosfatu na 4-nitrofenol a fosfore¢nan. Nartist 4-nitrofenolu je itmérny aktivit¢ ALP.

3.2.4 Stanoveni aktivity CK

Celkové kreatinkinaza (CK) byla stanovovana na principu 3 reakci. V prvni vznika
kreatin a ATP uc¢inkem kreatinkinazy, v dals$i dochazi k fosforylaci D-glukézy na D-gluk6zo-
6-fosfat za pritomnosti ATP a v posledni reakci se oxiduje D-gluk6zo-6-fosfat na 6-
fosfoglukonat ptisobenim glukézo-6-fosfatdehydrogendzy. Béhem této reakce je redukovéan
NADP* na NADPH a fotometricky je méfen piirastek NADPH, ktery odpovida aktivité
kreatinkindzy.

3.2.5 Stanoveni koncentrace bilirubinu

Koncentrace celkového bilirubinu v séru byla stanovovéna v laboratofich Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky FN Hradec Kralové. Stanoveni probihalo diazo metodou, pii které se
celkovy bilirubin v pfitomnosti vhodného solubiliza¢niho c¢inidla spojuje s diazoniovymi

ionty v siln¢ kyselém prostiedi (pH 1 - 2) a vytvaii azobilirubin.
kyselina

bilirubin + diazoniovy iont — azobilirubin

Intenzita zabarveni vytvateného azobilirubinu je pfimo imérna koncentraci celkového

bilirubinu a byla zméfena fotometricky na piistroji MODULAR (Roche, Basel; Svycarsko).

3.2.6 Stanoveni koncentrace albuminu

Koncentrace albuminu byla stanovovana fotometricky s ,,end-point” metodou.
Principem je, Ze pfi pH 4,1 ma albumin povahu kationtu, je schopen se vazat na brom-
krezolovou zelenn (BCG) — aniontové barvivo a vytvaret modrozeleny komplex. Intenzita

modrozelené barvy je pfimo umérna koncentraci albuminu.

3.2.7 Stanoveni koncentrace malondialdehydu

Malondialdehyd (MDA) je jednim ze sekundarnich produkti peroxidace lipidd. Za
zvySené teploty se tvoii v kyselém prostiedi Cerveny komplex s kyselinou thiobarbiturovou

(TBA). Pro zvysSeni specificnosti reakce se méfi absorbance vzniklého barevného komplexu
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MDA-TBA pfi tfech vinovych délkach. Korekce absorbance se vypocitava dle Allenova

VZOrce:

A koR = A 532 - [(Aseo — A4ss) X 0,63 + Asgs]

3.3 Stanoveni produkce cytokinti

Produkce cytokinii byla méfena za pouziti komercni soupravy Bender MedSystems
metodou sandwichové ELISA, kdy se na specifickou protilatku proti méfenému analytu
navazanou na sténé jamky véaze cytokin. Do jamek mikrotitraéni desticky se pfidd druha
specificka protilatka proti cytokinu konjugovana s biotinem (Biotin-conjugate). Po inkubaci a
promyti mikrotitracni desticky se do reakce ptfida streptavidin konjugovany s enzymem —
kfenovou peroxidasou (Streptavidin-HRP), ktery se béhem dalsi inkubace navaze na biotin a
vytvoti tzv. sandwich nebo se piida rovnou protilatka znacend kienovou peroxidasou HRP
conjugate. Reakce se vizualizuje tehdy, kdyZ po promyti se do jamek piida roztok Substrate
solution, ktery obsahuje chromogenni latku tetrametylbenzidin (TMB), coz vede ke zméné
barvy. Reakce je zastavena po pfidani 1 M kyseliny fosforecné a vysledny produkt je
nasledné pti odpovidajici vinové délce fotometricky kvantifikovan. Mira absorbance je piimo
umérna koncentraci analytu ve vzorku.

3.3.1 Stanoveni koncentrace cytokinu v séru

3.3.1.1 Stanoveni TNFa

Soucasti soupravy je mikrotitrani desti€¢ka s monoklondlnimi protildtkami proti potkanimu

TNFo.

» jamky mikrotitracni desti¢ky byly 2x promyty 300 pl promyvaciho pufru,

» do jamek pro standard a pro blank bylo napipetovano 100 pl Sample diluent,

* do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 ul Sample diluent a 50 ul vzorku,

= do vsech jamek bylo ptidano 50 ul biotin-conjugate,

= desticka byla inkubovdna 2 hod. pfi pokojové teplot¢ na rotatoru pii 200
otackach/min.,

» jamky mikrotitracni destiCky byly 4x promyty 300 pl promyvaciho pufru,

* do vSech jamek bylo napipetovano 100 pl Streptavidin-HRP,

» desticka byla inkubovdna 1 hod. pfi pokojové teplot¢ na rotatoru pii 200
otackach/min.,

= jamky mikrotitra¢ni desticky byly 4x promyty 300 ul promyvaciho pufru,
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do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl Substrate solution,
desticka byla inkubovana 10 min. ve tmé pti pokojové teplot¢,
enzymova reakce byla zastavena ptidanim 100 pl Stop solution do vSech jamek,

byla métena absorbace pti 450 nm (Tecan).

3.3.1.2 Stanoveni IL-6

Cytokin byl méfen za pouziti komercni soupravy Bender MedSystems metodou

sandwichové ELISA. Soucasti kitu je mikrotitracni desticka s monoklonalnimi protilatkami

proti potkanimu IL-6. Sérum bylo fedéno s pouzitim aqua pro injectione v poméru 1:1.

3.3.2

jamky mikrotitracni desticky byly 2x promyty 300 pl promyvaciho pufru,

do jamek pro standard a pro blank bylo napipetovano 100 pl Assay buffer,

do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 ul Assay buffer a 50 ul vzorku,

do vsech jamek bylo pfidano 50 ul biotin-conjugate,

desticka byla inkubovdna 2 hod. pii pokojové teplot¢ na rotdtoru
200 otackach/min.,

jamky mikrotitracni desticky byly 2x promyty 300 pl promyvaciho pufru,

do vSech jamek bylo napipetovano 100 ul Streptavidin-HRP,

desticka byla inkubovana 1 hod. pfi pokojové teplot€ na rotatoru
200 otackach/min.,

jamky mikrotitrac¢ni desti¢ky byly 3x promyty 300 pl promyvaciho pufru,

do vSech jamek bylo napipetovano 100 pl Substrate solution,

destickabyla inkubovana 10 min. ve tm¢ pii pokojové teplotg,

enzymova reakce byla zastavena pfidanim 100 pl Stop solution do vSech jamek,
byla métena absorbace pti 450 nm (Tecan).

Stanoveni koncentrace cytokini v jatrech

pii

pii

Z jater bylo odebrano 0,6 g tkan¢€ a vzorek ihned zamrazen v tekutém dusiku. Vzorky

byly skladovany pfi teploté - 80 °C. Vzorek jater byl homogenizovan v Ripa pufru pistovym

homogenizatorem ve 12 ml zkumavkach s kulatym dnem. Vzorek byl inkubovan 2 hod. na

ledu a kazdych 15 min. byl protfepan. Poté byla provedena jeho centrifugace pii 2 500

otackach/min., po dobu 10 min. pii teplot¢ 4 °C. Byl odebran supernatant (1,7 ml) do

mikrozkumavky a vzorek byl centrifugovéan pii 10 000 g, 10 min. pfi 4 °C. Supernatant byl

odebran a zamrazen pro pozd¢j$i méteni koncentrace cytokini.
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3.3.2.1 Stanoveni IL-6

Cytokin byl méfen za pouziti komeréni soupravy Bender MedSystems metodou
sandwichove ELISA. Soucasti soupravy je mikrotitratni desticka s monoklondlnimi
protilatkami proti potkanimu IL-6. Piipravené vzorky z homogenatu jater byly fedény ve

2 krocich 114x.
Postup feSeni:

* jamky mikrotitra¢ni desticky byly 2x promyty 300 ul promyvaciho pufru,

» do jamek pro standard a pro blank bylo napipetovano 100 pl Assay buffer,

» do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 ul Assay buffer a 50 ul vzorku,

= do vSech jamek bylo pfidano 50 ul biotin-conjugate,

» desticka byla inkubovdna 2 hod. pii pokojové teplot¢ na rotdtoru pfi
200 otackach/min.,

» jamky mikrotitracni desti¢ky byly 2x promyty 300 pl promyvaciho pufru,

» do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl Streptavidin-HRP,

» desticka byla inkubovana 1 hod. pii pokojové teplot€¢ na rotatoru pfi
200 otackach/min.,

* jamky mikrotitra¢ni desticky byly 3x promyty 300 pul promyvaciho pufru,

» do vSech jamek bylo napipetovano 100 pl Substrate solution,

= desticka byla inkubovana 10 min. ve tmé pii pokojové teplotg,

* enzymova reakce byla zastavena pfidanim 100 pl Stop solution do vSech jamek,

* byla méfena absorbace pi1 450 nm (Tecan).

3.3.2.2 Stanoveni TGFf1

Soucasti kitu je mikrotitracni desticka s monoklonalnimi protildtkami proti potkanimu

TGFp1.
Postup feseni:

* ke200 ul vzorku bylo pfidano 20 pul 1 N HCI a inkubovano 1 hod. pii pokojové
teplote,

= vzorky byly neutralizovany 20 ul 1 N NaOH,

* jamky mikrotitra¢ni desticky byly 3x promyty 300 ul promyvaciho pufru,

* do jamek pro standard a pro blank bylo napipetovano 100 pl Assay buffer,
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» do jamek pro vzorky bylo napipetovano 100 pl nafedénych vzorkd (150 upl Assay
buffer a 50 ul vzorku),

= do vSech jamek bylo piidano 50 pul HRP-conjugate,

= desticka byla inkubovdana 4 hod. pii pokojové teplot¢ na rotdtoru pfi
100 otackach/min.,

* jamky mikrotitra¢ni desticky byly 3x promyty 300 ul promyvaciho pufru,

» do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl Substrate solution,

= desticka byla inkubovana 10 min. ve tmé pti pokojové teplot¢,

* enzymova reakce byla zastavena ptidanim 100 pl Stop solution do vSech jamek,

* Dbyla méfena absorbace pti 420 nm.

3.4 Méreni celkového obsahu glutationu v jatrech

1,5 g cerstvé extirpovanych jater bylo homogenizovano v 10 ml fyziologického
roztoku (4 °C). Homogenat byl centrifugovan pii 3 000 otackach/min., po dobu 5 min., 0,5 ml
supernatantu bylo pfidano do 1 ml 10 % kyseliny fosforecné. Takto pfipraveny vzorek byl
protiepan a centrifugovan pii 13 000 otackdch/min., po dobu 10 min. Supernatant byl
zamrazen na teplotu -80 °C. K méteni byla pouzita metoda HPLC (Hissin et Hilf 1976)
v mirn¢ modifikované formé (Kand’ar et al. 2006). K separaci byla pouZita kolona s reverzni
fazi Discovery C18, 15 cm x 4 mm, 5 pum (Supelco). Po postkolonové derivatizaci o-
ftalaldehydem byla métfena fluorescence pii excitaci 350 nm a emisi 420 nm. Kvantifikace
glutationu byla provedena programem CSW32 (DataApex) z odpovidajici oblasti vrcholu
zaznamu. Vysledky jsou vyjadieny jako mnozstvi glutationu ve vlhké jaterni tkani v umol/g

jater.

3.5 Hodnoceni respiracni aktivity jaternich mitochondrii

Mitochondrie byly izolovany z homogenati jater metodou diferenc¢ni centrifugace
(Hogeboom et Schneider, 1951; Bustamante et al., 1977). Spotfeba kysliku mitochondriemi
byla méfena pouzitim High Resolution Oxygraph 2K (Oroboros; Rakousko). K hodnoceni dat
o spotiebé kysliku byl pouzit program Oroboros (DatLab 4.2).

Byla hodnocena aktivita respira¢niho komplexu I po pifidani glutamatu a malatu
(substrati zavislych na NADH) a ADP a nésledné byl komplex I inhibovan rotenonem. Poté

byla meéfena aktivita komplexu II po pfidani sukcinatu (flavoprotein dependentniho
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substratu). Vysledky jsou vyjadieny jako relativni Cetnost vzhledem ke kontrolni skupiné

(100 % odpovida aktivité¢ komplexu I, resp. Il z mitochondrii intaktnich jater).

3.6 Stanoveni obsahu proteinti
Meéieni bylo provedeno kolorimetrickou metodou podle Bradforda, kdy v kyselém

prostiedi vznika stabilni komplex. Bradfordovo ¢inidlo bylo pfipraveno ze smési:
50 mg Brilliant Blue,
25 ml etanolu (95 %),
50 ml H3 POy,
a doplnéno do 500 ml destilované vody.

K 10 ul vzorku (standardu) bylo ptidavano 300 ul Bradfordova cinidla. Smés byla
protiepana a inkubovana 10 min. ve tm¢. Absorbance byla méfena pfi 595 nm (Tecan;
Svycarsko). V piipadé méfeni proteinti v homogenatu jater byl vzorek homogenatu nejprve

100 x nafedén.

3.7 Stanoveni exprese genu v jatrech

Exprese genli Mdrlb, Mrp3 a Ugtlal byla stanovovana uzitim qRT-PCT analyzy
(Brcakova et al. 2009) na 7500HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems; USA).
Celkovda RNA byla izolovdna z jater pouZitim Qiagen RNeasy Mini Kit (Bio-Consult
Laboratories; Ceska republika) a konvertovana na komplementarni DNA (cDNA) pomoci
High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems; USA). Reakéni smés
obsahovala 30 ng analyzované cDNA. Amplifikace vzorkli byla provadéna v tripletech
s pouzitim TagMan Fast Universal PCR Master Mix a Taq Man Gene Expression Assay for
Mdrlb (Abcblb, Rn00561753 ml), Mrp3 (Abcc3, Rn00589786 ml) a Ugtlal
(Rn00754947 m1) z Applied Biosystems (USA). Casové teplotni profil byl 95 °C po dobu
3 min., 40 cykli 95 °C po dobu 7 s, 60 °C po dobu 25 s. K normalizaci hodnot byly pouzity
dva referen¢ni geny GAPDH (4352338E, Applied Biosystems; USA) a Ywhaz (GENERI
BIOTECH s.r.0.; Ceska republika).

3.8 Jaterni histologie
Vzorek jaterni tkané byl fixovan ve 4 % paraformaldehydu. Po standardnim

zpracovani na Ustavu patologické anatomie ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové byly
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vzorky barvené hematoxylin — eosinem hodnoceny patologem. Sledovany byly zndmky

cholestazy: edematozni zmény, zanétova infiltrace, duktularni proliferace, fibrotizace.

3.9 Statistické metody

Ke statistickému zhodnoceni vysledkti byl pouzit program GraphPad Instant 3.06 for
Windows (GraphPad Software; USA). Hodnoceni statistické vyznamnosti bylo provedeno
jednofaktorovym ANOVA testem. K vicecetnému porovnani mezi skupinami slouzil Tukey-
Kramertv post hoc test. V ptipad€ nenormalniho rozlozeni hodnot byl pouzit neparametricky
Kruskal-Wallistiv test s Dunnovym post hoc testem. Vysledky jsou vyjadfeny jako
aritmeticky primér + smérodatnd odchylka priméru. Statistickd vyznamnost je vyjadiena

pomoci hodnot * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4 Vysledky

4.1 Hodnoceni miry jaterniho cholestatického poskozeni
v zavislosti na davce a dobé podavani fluvastatinu

Pivodnim planem bylo hodnoceni Gc¢inku podéavani fluvastatinu (Lescol XL, Novartis)
podavaného intragastrickou sondou (rozpustény v aqua pro injectione) ihned po provedeni
podvazu zlu¢ovodu (BDL) a nésledn¢ kazdy den v davce 1 nebo 5 mg/kg t€lesné hmotnosti

po dobu 1, 2 a 3 tydnt.

Potkani byli rozdéleni do Ctyt skupin:

Skupina 1:  kontrolni potkani s laparotomii — LAP

Skupina 2:  kontrolni potkani s laparotomii a fluvastatinem — LAP + FLU
Skupina 3:  potkani s podvazem choledochu bez fluvastatinu — BDL

Skupina 4:  potkani s podvazem choledochu léceni fluvastatinem — BDL + FLU

Ve skupinach 1 a 2 bylo po 6 zvifatech, jednd se o minimalni pocet zvifat, ktery je
v experimentu akceptovan ke statistickému zpracovani. Skupiny 3 a 4, ve kterych byl
provadén podvaz choledochu k navozeni cholestazy, obsahovaly po 10 zvitatech, protoze
zakrok BDL zvySuje riziko umrti zvifete. Kontrolnim potkanim byla aplikovana aqua pro

injectione v adekvatnim objemu.

Zde je nutné piedeslat, ze 14 dni trvajici experimenty byly provazeny tumrtimi zvitat
ve skupiné BDL + FLU, coZ u davky 5 mg/kg zacalo omezovat moZnost statistické¢ho
hodnoceni. Ve 21 dnt trvajicich experimentech narostla iimrtnost ve skupin¢ BDL + FLU
natolik (a to v pfipad¢ obou pouzitych davek fluvastatinu — 1 a 5 mg/kg), ze nebylo mozné
provést statistické hodnoceni vysledkl v tomto ¢asovém intervalu. Z tohoto diivodu tato prace

hodnoti:

a) vliv podavani fluvastatinu v davce 1 mg/kg télesné hmotnosti po dobu 1 tydne
b) vliv podavani fluvastatinu v davce 5 mg/kg télesné hmotnosti po dobu 1 tydne

¢) vliv podavani fluvastatinu v davce 1 mg/kg télesné hmotnosti po dobu 2 tydnu
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Mira jaterniho poskozeni, cholestdzy a ikteru byla posuzovana ze sérové aktivity ALT,
AST, GGT, ALP, koncentrace celkového a konjugovaného bilirubinu a sérové koncentrace
albuminu. Sledovéana byla i aktivita sérové CK jako jednoho z ukazateli myopatie, ktera

muze byt v klinické praxi nezadoucim vedlejsim efektem pii podavani fluvastatinu.

Kazdy den byla kontrolovdana hmotnost potkanii a primérny piijem potravy na 1

potkana.

4.1.1 Vliv podavani fluvastatinu v davce 1 mg/kg télesné hmotnosti po dobu
1 tydne

4.1.1.1 Priimérny prijem standardni laboratorni diety

1. pooperacni den (po laparotomii nebo podvazu Zlu¢ovodu) doslo k poklesu pfijmu
potravy, v nasledujicich dnech dochézi k jeho postupnému zvySovani (Graf 1). Pozvolnéji se
ptijem upravoval v piipadé provedeni podvazu, zejména pokud byl soucasné¢ podavan
fluvastatin. Nicmén¢ nelze provést statistické zhodnoceni, protoze se jednd o primérnou
hodnotu (viz Metodické postupy). Hodnoty jsou uvedeny pro 6 dni, protoze 7. den byl pokus

v dopolednich hodinach ukoncen.
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4.1.1.2 Aktivita ALT a AST v séru

Podvaz zlucovodu (BDL) vedl ke statisticky vyznamnému zvySeni ALT a AST
(p<0,001) ve srovnani s kontrolni skupinou LAP. Podavéni fluvastatinu kontrolni skupiné
nepusobilo Zadné zmény koncentraci ALT a AST. Po BDL a nésledném podavani fluvastatinu
(BDL + FLU) doslo ke statisticky vyznamnému nérlstu sérovych koncentraci ALT a AST ve
srovnani se skupinou LAP + FLU (p<0,001), avSak nedoslo k jejich dal§i zméné ve srovnani

se skupinou po samotném podvazu (Graf 2).

Graf 2

Aktivita ALT a AST v séru

16 - ALT

14 1 mAST

12 1 *** ys LAP + FL
10 - *** vs LAP

pkat/I

H ()} (o]
I

o | sl - Il

LAP LAP+FLU BDL BDL+FLU

58



4.1.1.3 Aktivita ALP a GGT v séru

Obdobn¢ jako v predchozim piipadé doslo vlivem BDL k vyznamnému nartstu aktivit
obou enzymtii ALP i GGT (p<0,001) ve srovnani s kontrolni laparotomovanou skupinou.
Pokud byl proveden podvaz a nasledn¢ podavan fluvastatin, hodnoty ALP a GGT byly
signifikantné¢ vyssi nez v piipadé, kdy misto BDL byla provedena pouze laparotomie —
skupina LAP + FLU (p<0,001). Mezi skupinou po provedeni BDL a skupinou po BDL a

nasledném podavani fluvastatinu nebyl zadny rozdil (Graf 3).
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4.1.1.4 Aktivita CKv séru

Mezi skupinami nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily v aktivité¢ sérové CK
(Graf 4).

Graf 4
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4.1.1.5 Koncentrace celkového a konjugovaného bilirubinu v séru

Po provedeni BDL prudce narostla sérova koncentrace celkového a konjugovaného
bilirubinu v séru (p<0,001) ve srovnéni s kontrolni laparotomovanou kontrolou. Tento nartst
(p<0,001) byl patrny i ve skupin¢ po BDL, ve které¢ byl podavéan fluvastatin, pfi porovnani se
skupinou po laparotomii a pfijmu fluvastatinu (LAP + FLU). Mezi skupinou s BDL a
skupinou s BDL, kdy byl podavan fluvastatin, nebyl zjistén rozdil v hodnotach koncentrace
bilirubinu (Graf 5).

Graf 5
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4.1.1.6 Koncentrace albuminu v séru

Mezi skupinami nedoslo k zadnym rozdiliim v koncentraci albuminu méfeného v séru

pii podéavani fluvastatinu v davce 1 mg/kg t€lesné hmotnosti po dobu 1 tydne (Graf 6).
Graf 6
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4.1.2 Vliv podavani fluvastatinu v davce 5 mg/kg télesné hmotnosti po dobu
1 tydne

4.1.2.1 Priimérny prijem standardni laboratorni diety

Primérny piijem diety byl prvni den po provedeni podvazu nizsi ve srovnani s pouze
laparotomovanymi zvitaty (Graf 7). Druhy den spotieba diety vzrostla ve vSech skupinach,
nicméné po BDL se stale drzela na nizké urovni. Od tfetiho dne byl pfijem potravy po
laparotomii vyrovnany, bez ohledu na pfijem fluvastatinu. Po BDL byl v dalSich dnech
pozorovan kontinudlni vzestup spotiebované diety, avSak pokud byl po BDL podéavan

fluvastatin, pfijem diety se drzel stale na velmi nizké Grovni.
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4.1.2.2 Aktivita ALT a AST v séru

Po podvazu zlucovodu je patrny nartist koncentraci ALT a AST v séru, avsak neni

statisticky vyznamny (Graf 8).

Graf 8

Aktivita ALT a AST v séru
ALT

W AST

*¥** ys LAP + F

.
5_
0 - i = -

LAP LAP+FLU BDL BDL+FLU

4.1.2.3 Aktivita ALP a GGT v séru

Aktivita ALP 1 GGT vzrostla statisticky vyznamné po BDL v porovnani s kontrolou
LAP (p<0,001) — Graf 9. Pii aplikaci fluvastatinu po BDL byly hodnoty ALP i GGT
vyznamné zvysené v porovnani se skupinou, ktera ptijimala fluvastatin po laparotomii — LAP
+ FLU (p<0,001). GGT byla vyznamné zvySena po fluvastatinu podavaném po BDL — BDL +
FLU (p<0,001).
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4.1.2.4 Aktivita kreatinkindzy v séru

Aktivita CK signifikantné vzrostla po BDL a nasledném podéavani fluvastatinu ve

srovnani s kontrolni skupinou i skupinou po provedeni BDL (p<0,001), (Graf 10).

Graf 10
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4.1.2.5 Koncentrace celkového a konjugovaného bilirubinu v séru

Po BDL celkovy i konjugovany bilirubin signifikantné vzrostl ve srovnani
s laparotomovanou kontrolou (p<0,001). Podavani fluvastatinu po BDL bylo provazeno
zvySenymi hodnotami celkového a konjugovaného bilirubinu v porovnani s kontrolami
(p<0,001), konjugovany bilirubin signifikantn¢ klesl ve srovnani s BDL skupinou (p<0,01),
(Graf 11).
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4.1.2.6 Koncentrace albuminu v séru

Mezi skupinami nebyly shleddny signifikantni rozdily v koncentraci albuminu
meétfeného v séru pii podani fluvastatinu v ddvee 5 mg/kg télesné hmonosti po dobu 1 tydne

(Graf 12).

Graf 12
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4.1.3 Vliv podavani fluvastatinu v davce 1 mg/kg télesné hmotnosti po dobu
2 tydnua
4.1.3.1 Priimérny prijem standardni laboratorni diety
Po podvazu byl pfijem diety nizsi nez po laparotomii. Zatimco od 8. dne se pfijem
diety BDL skupiny vyrovnava s laparotomovanymi skupinami, podavani fluvastatinu po BDL

je provazeno niz$im piijmem diety (Graf 13).
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4.1.3.2 Aktivita ALT a AST v séru

Samotny podvaz — BDL byl sice provazen zvySenim aktivity ALT a AST, avSak nebyl
statisticky vyznamny. Pokud byl po BDL podévan fluvastatin, doslo k signifikantnimu
naristu ALT a AST (p<0,001) v porovnani s BDL skupinou (Graf 14).
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4.1.3.3 Aktivita ALP a GGT v séru

Podvaz — BDL navodil statisticky vyznamné zvySeni GGT a ALP (p<0,001)
v porovnani s LAP kontrolou (Graf 15). K dalSimu signifikantnimu navySeni doSlo pfi

podavani fluvastatinu po BDL v porovnani s BDL skupinou (p<0,001).

Graf 15
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4.1.3.4 Aktivita CK v séru

Aktivita CK v séru byla signifikantné zvySena po BDL pii podéavani fluvastatinu (BDL

+ FLU) v porovnani s kontrolnimi i hodnotami po samotném BDL (p<0,001), (Graf 16).

Graf 16
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4.1.3.5 Koncentrace celkového a konjugovaného bilirubinu v séru

Ob¢ formy bilirubinu stouply po BDL v porovnani s kontrolou (p<0,001). Hodnoty

oproti BDL skupin€ klesly, pokud byl po BDL podéavan fluvastatin, ale nejednd se

o signifikantni zménu v porovnani s BDL skupinou (Graf 17). Hodnoty byly oproti kontrolam
stale zvySené (p<0,001).
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4.1.3.6 Koncentrace albuminu v séru

Samotny podvaz nenavodil signifikantni zménu v koncentraci albuminu (Graf 18).
Albumin v séru klesl pfi podavani fluvastatinu po BDL v porovnani s kontrolni i BDL

skupinou (p<0,001).

Graf 18
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4.2 Hodnoceni ucinku fluvastatinu na zmény navozené cholestazou

Predchozi vysledky nas dovedly k prekvapivému nalezu progrese jaterniho
cholestatického poskozeni pfi podavani fluvastatinu. V nasledujici fazi bylo cilem
dokumentovat, jaky uclinek ma podavani fluvastatinu na oxida¢ni zmény navozené

cholestazou.

4.2.1 Viiv fluvastatinu na oxidacni stres provazejici cholestazu

Mira systémového oxidacniho stresu byla hodnocena na zakladé méfeni koncentrace
malondialdehydu (MDA) v séru (produkt lipoperoxidace). V jatrech byl méfen celkovy
obsah glutationu, ktery poskytuje komplexnéjsi informaci o antioxida¢nim stavu jater. Byla
hodnocena jeho redukovand (GSH) i oxidovana forma (GSSG). K dokumentaci vyvoje
oxidacnich zmén v jatrech, resp. zmény antioxidaéniho stavu jater je uveden obsah

redukované formy glutationu v jatrech a pomér redukované a oxidované formy glutationu.
Koncentrace malondialdehydu v séru

Koncentrace MDA v séru se zvysila po podvazu zlucovodu ve srovnani s kontrolni -
laparotomovanou skupinou (p<0,001) — Grafy 19a, b, c, jeji hodnoty pretrvavaly zvySené v 7 1
ve 14 dennim intervalu. Poddvani fluvastatinu nevedlo ke zvySeni MDA u kontrolni
laparotomované skupiny (LAP + FLU), ani nevyvolalo progresi v produkci MDA po BDL
(BDL + FLU) — Grafy 19a, b, c.
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Graf 19b
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4.2.1.1 Celkovy obsah glutationu v jdtrech

7 dni po BDL by zaznamenan signifikantni vzestup GSH v jatrech v porovnani
s kontrolni skupinou LAP (p<0,01). 14 dni po BDL bylo jeho mnozstvi jiz na Grovni kontrolni
skupiny (Graf 22a). Pii podavani 1 mg/kg fluvastatinu 7 dni po BDL byl obsah GSH obdobny
jako po samotném BDL (Graf 20a) a pievySoval signifikantné kontrolni skupinu (p<0,01). 14
denni podavani 1 mg davky fluvastatinu nebylo provazeno zvysenim obsahu GSH — Graf 22a,
hodnoty byly srovnatelné s kontrolni skupinou i skupinou po BDL. Podéavani fluvastatinu
v davce 5 mg/kg po BDL po dobu 7 dnt vedlo k poklesu obsahu GSH (p<0,01) oproti
skuping, které byl proveden pouze podvaz (BDL) — Graf 21a. Tyto hodnoty vSak neklesly pod

uroven kontrol.

Pomér GSH/GSSG miize béhem 7 dni vlivem BDL signifikantné stoupnout (Graf 21b)
ve srovnani s kontrolni skupinou po laparotomii (p<0,001), avSak nebyl to pravidelny nélez.
V jiné sérii pokusi k tomuto nartstu nedoSlo (Graf 21b) a hodnoty byly obdobné jako
u kontrol. T 14 dnti po BDL byl pomér GSH/GSSG srovnatelny s kontrolni skupinou (Graf
22b). Podéavani fluvastatinu v obou davkach po dobu 7 dntt po BDL bylo provéazeno poklesem
poméru GSH/GSSG ve srovnani se skupinou po BDL (p<0,05; p<0,001) — Graf 20b, resp.
Graf 21b. 14 denni podavani niz8i davky sice také vedlo k poklesu poméru GSH/GSSG oproti
skupiné BDL, avSak nebyl statisticky vyznamny. Hodnoty neklesly pod troven kontrolnich
skupin (Graf 22b).
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Graf 20b
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Graf 22a
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Vysledky dokumentujici poskozeni jaternich bunék a rozvoj oxidaéniho stresu pii
podéavani fluvastatinu po podvazu zlu¢ovodu svédcCily pro rozvoj téchto zmén v zavislosti na
davce a dob¢ aplikace. Parametry planované pro hodnoceni dalSich mechanizmii G¢inku
fluvastatinu (hodnoceni zanétlivych a fibrotickych zmén, zmén mitochondrialni funkce, zmén
exprese vybranych transportérii) byly sledovany ve vybranych vzorcich reprezentujicich
signifikantni progresi cholestatického poSkozeni jater vlivem fluvastatinu. VysSetfeni byla
provedena po 7 dni trvajicim podvazu s davkou fluvastatinu Smg/kg, tedy v podminkach, kdy
lze v naSem experimentu nejdiive detekovat jaterni poskozeni navozené cholestazou a

podavanim fluvastatinu.
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4.2.2 Viiv fluvastatinu na produkci prozanétlivych a profibrogennich cytokint

pri cholestaze

4.2.2.1 Koncentrace prozdnétlivych cytokinti v séru

V séru bylo pozorovano, ze vlivem samotného BDL pouze ojedinéle dochdzi
k signifikantnimu zvySeni koncentrace TNFa a IL6 ve sledovanych Casovych intervalech
(Graf 23 a 24). Podavanim fluvastatinu (5 mg/kg) po BDL vSak dochéazi ke zvySeni

koncentraci obou cytokinill v séru, a to jiz po 7 dnech od provedeni podvazu.
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4.2.2.2 Koncentrace IL 6 v jatrech

V ptipad¢ obsahu IL-6 v jatrech byl pozorovén statisticky vyznamny pokles pfi pfijmu
fluvastatinu po BDL ve srovnani se skupinou po samotném BDL (p<0,05). Hodnota neklesla

pod uroven kontrol (Graf 25).
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4.2.2.3 Koncentrace TGFP v jatrech

Zvyseni produkce TGFB bylo zaznamenano v jatrech potkant (Graf 26), kterym byl
po BDL podéavan fluvastatin, a to ve srovnani s kontrolami i skupinou po BDL (p<0,001,

p<0,01).

Graf 26
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4.2.3 Viiv fluvastatinu na funkci mitochondrii pri cholestaze

Mg¢éfeni respiracni aktivity mitochondrii umoznuje cilené sledovani aktivity vybranych
respiracnich komplexi, je tedy mozno blize specifikovat mitochondridlni dysfunkci. Zvolili
jsme metodiku méteni respirace mitochondrii, nebot’ v literatufe se objevuji udaje o vlivu
statinll i cholestazy na jejich aktivitu.

Respirace byla hodnocena u dvou vstupnich respira¢nich komplexti I a II. Samotny
podvaz (skupina BDL) nevedl po 7 dnech trvani ke zménam respiracni aktivity (Graf 27).
Pokud byl po podvazu aplikovan fluvastatin, byl pozorovan selektivni pokles aktivity
komplexu I, signifikantni byl ve srovnani s intaktnimi mitochondriemi (p<0,01). Pokles

komplexu II nebyl ovlivnén.

Graf 27
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4.2.4 Hodnoceni exprese vybranych transportéru na sinusoidalni

kanalikularni membrané

a

Zatimco po samotném podvazu doslo ke zvySeni exprese kanalikularniho Mdrl a

bazolateralniho Mrp3, podavani fluvastatinu bylo provazeno expresi sice vyssi nez v ptipad¢

kontrol (p<0,05), avSak nizsi nez po samotném BDL (p<0,001). VSe je znazornéno v grafech

28 a 29.
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S ohledem na nélez poklesu koncentrace konjugovaného bilirubinu v ndmi zvolenych
podminkach jsme rovnéz hodnotili uroven exprese konjugacniho enzymu Ugt (Graf 30).
Exprese se oproti kontrole zvysila po BDL (p<0,05), pii podavani fluvastatinu po BDL klesla

exprese na uroven kontrolnich hodnot (p<0,001 vs. BDL).

Graf 30
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4.2.5 Histologické nalezy

Podvaz zlucovodu byl provazen -cholestdzou, proliferaci duktuld, zanétem a
nekrotickymi zménami (Obr. 1B). Aplikace fluvastatinu po podvazu Zlu¢ovodu nevedla ke

zlepSeni morfologického nélezu (Obr. 1C), dokonce byly patrné sporadické fibrotické zmény.

Obr. 1A - Histologicky obraz kontrolnich jater: jaterni parenchym lalickovité

M 4

stavby, portalni pole nerozsifena, sinusoidy a zluCovody jsou piimétené stavby. Hepatocyty

jsou uniformni bez patologickych zmén.

Obr. 1B - Histologicky obraz jater po 7 dni trvajicim podvazu Zlu¢ovodu: jaterni
parenchym lalickovité stavby s cipovité rozSifenymi portalnimi poli s obnazenymi
proliferujicimi diktuly a floridnim zanétlivym infiltrdtem. V oblasti piekrvené limitujici

ploténky zastizena extracelularni i intracelularni cholestaza.
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Obr. 1C - Histologicky obraz jater po 7 dni trvajicim podvazu Zlucovodu a
aplikaci fluvastatinu v davce 5 mg/kg: jaterni parenchym s pocinajici uzlovitou ptrestavbou

s vazivov€ roz§ifenymi portadlnimi poli a tvorbou portoportalnich mistkl, ve kterych jsou

zastizeny Cetné proliferujici duktuly.
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4.3 Souhrn vysledku

Mira jaterniho poskozeni, cholestazy a ikteru byla posuzovana ze sérové aktivity ALT,
AST, GGT, ALP, koncentrace celkového a konjugovaného bilirubinu a sérové koncentrace
albuminu. Sledovéana byla i aktivita sérové CK jako jednoho z ukazatell myopatie, ktera

muze byt v klinické praxi nezadoucim vedlejSim efektem pii podavani fluvastatinu.

Pti aplikaci davky 1 mg/kg po dobu 7 dni nebyly nalezeny zmény parametri
hodnoticich troven jaterniho poskozeni. Po 14 denni aplikaci zacal byt patrny nartst aktivity

enzymu svédcicich pro progresi jaterniho poskozeni ve skupin¢ BDL+FLU.

Pti aplikaci fluvastatinu v davce 5 mg/kg doslo jiz béhem 7 dnl podévani k vyrazné

progresi jaterniho poskozeni (soud€ ze zmén ALT, AST) navozeného podvazem Zlucovodu.

Spolu s jaternim poskozenim byl zaznamenan i signifikantni narast CK, u davky 5

mg/kg jiz po 7 dnech podéavani fluvastatinu (p<0,001), u 1 mg/kg po 14 dnech (p<0,001).

Progrese hepatocelularniho poskozeni jater ve skupin€ s podvazem zlucovodu a
aplikaci fluvastatinu (1 a 5 mg/kg) byla doprovazena i poklesem sérové koncentrace

albuminu.

Pri podavani fluvastatinu v intervalu 14 dnu byla pozorovadna i zvySena letalita zvirat
ve skupiné po podvazu a aplikaci fluvastatinu, zatimco po samotném podvazu zvirata

prezivala bez komplikaci.

Vlivem rozvoje cholestazy po podvazu Zlu€ovodu velmi rychle nartstala koncentrace
celkového a konjugovaného bilirubinu v séru. 7 dni po podvazu byly hodnoty signifikantné
zvySené (p<0,001). V souvislosti s davkou a délkou podavani fluvastatinu cholestatickym
potkantim jsme zaznamenali pokles konjugované formy bilirubinu. Pokles byl pozorovan jiz
po 7 dnech trvajiciho podvazu, pokud byl fluvastatin aplikovan ve vyssi ddvce - 5 mg/kg
(p<0,01).

Oxidacni stres byl posuzovan na zéklad¢ koncentrace malondialdehydu — MDA v séru
a obsahu glutationu v jatrech. ZvySeni koncentrace MDA v séru bylo zaznamenano
v souvislosti s podvazem zlucovodu, podavani fluvastatinu po podvazu nevedlo k jeho dalsi

zmeéné (p<0,001).

Podvaz zlu¢ovodu mohl navodit ptrechodné zvySeni obsahu GSH. Podéavani
fluvastatinu po podvazu nevedlo sice ke snizeni GSH pod kontrolni hodnoty, avSak s pouzitim

vyssi davky byl jeho obsah nizsi nez po samotném BDL. Pomér GSH/GSSG neklesl vlivem
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BDL pod hodnoty kontrol. Poddvani fluvastatinu bylo provdzeno poklesem poméru

GSH/GSSG.

Dalsi vysetfeni, kterd se méla zaméfit na mozny mechanizmus ucinku fluvastatinu,
byla provedena po 7 dni trvajicim podvazu s davkou fluvastatinu Smg/kg, tedy v podminkéach,
kdy lze v naSem experimentu nejdiive detekovat jaterni poSkozeni navozené cholestazou a

podavanim fluvastatinu.

K hodnoceni syst¢tmovych zanétlivych zmén byly méfeny sérové koncentrace
prozanétovych cytokini TNFa a IL6. Samotny podvaz nevedl k jejich zvySeni v séru,
podéavanim fluvastatinu po podvazu doslo k signifikantnimu nardstu obou cytokind. Literarni
udaje svédci o vlivu statint na IL6 v hepatocytech, z tohoto diivodu byla jeho produkce
hodnocena 1 v jatrech. Pfi podavani fluvastatinu byl pozorovan signifikantni pokles IL6
v jatrech. TGFP v jatrech byl stanovovan jako ukazatel fibrogennich zmén. Po podavani
fluvastatinu cholestatickym potkaniim byla zaznamenana zvySena produkce TGFp. Progrese

fibrotickych zmén byly potvrzeny i histologicky.

Me¢fteni respiracni aktivity mitochondrii umoznuje cilené sledovani aktivity vybranych
respiracnich komplexli, je tedy moZno blize specifikovat mitochondridlni dysfunkeci.
Respirace byla hodnocena u dvou vstupnich respira¢nich komplext I a II. Samotny podvaz
nevedl po 7 dnech trvani ke zméndm respiracni aktivity. Pokud byl po podvazu aplikovan
fluvastatin, byl pozorovan selektivni pokles aktivity komplexu I, a to jiz po 7 dnech trvani

podvazu pii davee 5 mg/kg fluvastatinu. Komplex II nebyl ovlivnén.

Zatimco po samotném podvazu doSlo ke zvySeni exprese kanalikularniho Mdrl a
bazolateralniho Mrp3, podavani fluvastatinu bylo provazeno expresi sice vyssi nez v ptipadé
kontrol, avSak nizs§i nez po samotném BDL. Exprese konjugacniho enzymu Ugt se zvysila po

BDL, pfi podavani fluvastatinu po BDL klesla jeho exprese na troven kontrol.
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5 Diskuze

V ivodu bylo zminéno, ze nejcastéjSim typem cholestazy u lidi je extrahepatalni
cholestdza, velmi Casto zpiisobena malignitou nebo cholelitidzou. Extrahepatalni bilidrni
obstrukce indukuje fadu zmén, které vyustuji v jaterni poskozeni. Experimentalné¢ bylo
prokdzano, ze jaterni poskozeni navozené cholestazou je provazené oxidaénim stresem a
poklesem antioxidacni kapacity jater. PferuSeni enterohepatalniho obéhu zlucovych kyselin
navozuje zvysSeni stievni propustnosti a podporuje portalni endotoxémii. Experimentalné
navozend cholestdza je provazena dysfunkci mononukledrniho fagocytarniho systému,
respektive Kupfferovych bun¢k (Minter et al., 2005) a hypersenzitivitou na endotoxin (Lazar
et al., 2002). Vyviji se vyraznd prozanétova reakce se zvySenou produkci cytokini a
organovym poSkozenim. Endotoxémie a nasledna systémova zanctovd reakce vedou
k prohloubeni cholestatického poskozeni jater (Brown et al., 2003; Liu et al., 2001). Operacni
zakrok u pacientll s obstrukéni Zloutenkou je v téchto podminkach spojen se zvySenym
rizikem septickych komplikaci, které jsou také pfiCinou zvySené morbidity a mortality.
Zmirnéni jaterniho poSkozeni by mohlo byt ptfedpokladem pro omezeni komplikaci

provazejicich cholestatické stavy.

Lécba jaterniho poskozeni navozeného cholestdzou je cilena pfedevSim na sniZeni
mnozstvi cytotoxickych ZK v hepatocytech a ochranu hepatocyti pied dal§imi potencialné
toxickymi latkami, které se v hepatocytech a popt. ve zlu¢ovodech pii cholestaze hromadi.
V ptipadé obstrukéni cholestizy je jednou z moznosti, jak omezit kumulaci ZK, drenaz
Zlucovych cest. Nazory na jeji pouZiti nejsou jednotné, rizika predoperacni drendze zlucovych
cest u pacientti s maligni obstrukci zlucovych cest pievazuji nad moznymi benefity feSeni
Zloutenky (Van Hooft, 2011), coz ale mulze souviset s primarnim onemocnénim.
Farmakologicka 1é¢ba predeviim sméfuje k posileni vyludovani ZK a dal§ich potencialng
toxickych latek z hepatocyti do krve a ke stimulaci biotransformacnich procest
v hepatocytech. Pouziti ursodeoxycholové kyseliny ma v fadé cholestatickych onemocnéni
pfiznivé ucinky, avSak u cholestdzy obstrukéniho typu se jevi jako nevhodné vzhledem
k moznému zhorSeni cholestatického poskozeni jater (Fickert et al., 2013). V pribéhu
minulych let se objevovaly experimentilni prace, které s ohledem na prokdzany rozvoj
oxida¢niho stresu a pokles antioxidacni kapacity jater béhem cholestazy sledovaly ucinek
latek s antioxidacnim ucinkem. Jejich vysledky vSak nebyly jednoznaéné (Hagymasi et al.,

2002; Soylu et al., 2006; Tahan et al., 2007). Dalsim pfislibem bylo studium protizanétove a
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imunosupresivné pusobicich latek, které¢ prokdzaly zlepSeni jaterniho poskozeni (Karaman et
al., 2006; Eken et al., 2006), avSak problémem pro jejich vyuziti v klinické praxi mohou byt

na pocatku tretiho tisicileti nezddouci imunosupresivni ucinky.

V dobé vzniku projektu zacal nartstat zajem o statiny nejen jako o hypolipidemika, ale
také pro jejich protizdnétové a antiproliferacni u€inky. V rozvoji cholestatického poskozeni se
uplatituji vyrazné zanétlivé zmény spojené s oxidacnim stresem. Zasah do dé€ja spojenych
s aktivitou Kupfferovych bun¢k, neutrofilii a nasledné produkci zanétovych cytokinti by mohl
pfinést zmirnéni jaterniho poskozeni (Arnaud et al., 2005; Adam et Laufs, 2008). Ukolem
nasi prace bylo oveéfit, zda by statiny mohly byt i vhodnymi Iéky branicimi rozvoji
cholestatického onemocnéni jater. Vzhledem k zdvaznosti problematiky rozvoje komplikaci u
chirurgickych pacienti s cholestazou se oekavané vysledky jevily jako vhodny ptispévek pro
vyzkum a klinickou praxi studujici etiopatogenezu téchto komplikaci a nové postupy pfi
jejich 1écbé.

Prvnim cilem nasi studie bylo na modelu extrabiliarni cholestazy navozené podvazem
zlucovodu (BDL) sledovat ucinek vybraného statinu — fluvastatinu na rozvoj jaterniho
poskozeni, resp. zda muize dojit k omezeni rozvoje tohoto poskozeni pii jeho podavani.
Z tohoto divodu byla provadéna vySetfeni sérovych ukazatell, kterad slouzila k hodnoceni
miry poSkozeni jater — ALT, AST, k urceni stupné cholestazy — GGT, ALP, celkovy a
konjugovany bilirubin a k hodnoceni proteosystetické funkce jater — albumin. Model podvazu
Zlu€ovodu na zvifeti pouzity vnaSi studii simuluje zmény navozené extrahepatalni
cholestazou, ke studiu cholestazy je vSeobecné pouzivany a umoziuje az jeji 28 denni trvani.
Hodnoceni G¢inku fluvastatinu v na$i studii ma dva aspekty — vliv pouzité davky (1 a 5 mg/kg

télesné hmotnosti) a dobu podavani fluvastatinu (ptivodné planovano 1, 2 a 3 tydny).

Druhym cilem bylo studium mechanizmti U¢inkl fluvastatinu na zmény navozené
cholestazou. Vzhledem k tomu, Ze oxida¢ni stres, zanétlivé a fibrotické zmény a funkce
mitochondrii jsou nejcastéji zminovany v souvislosti s cholestatickym poskozenim, byl
sledovan ucinek fluvastatinu na parametry hodnotici jejich intenzitu. Rovnéz byly vybrany
tranportéry, jejichz exprese se meéni vlivem cholestazy v rdmci adaptacni reakce na ni a byl

hodnocen dopad podavani fluvastatinu na jejich expresi.

Vysledky po podavani fluvastatinu vSak svéd¢i pro progresi jaterniho cholestatického
poskozeni navozeného podvazem Zlu¢ovodu. Je tfeba zminit, ze 14 dni trvajici experimenty

byly provazeny uhynem ve skupiné zvifat, kterym byl po BDL podéavan fluvastatin, coz
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udavky 5 mgkg zacalo omezovat moznost statistického hodnoceni. V experimentech
trvajicich 21 dnti narostla letalita v této skupiné€ natolik (a to v pfipad¢ obou pouzitych davek
fluvastatinu — 1 a 5 mg/kg), ze nebylo mozné provést statistické hodnoceni vysledkli v tomto
casovém intervalu. Z tohoto divodu nebyly vysledky zafazeny do této prace. Po provedeni
samotného podvazu dochédzelo pfechodné ke snizeni télesné hmotnosti zvifat a k poklesu
spontanniho pfijmu potravy. Nicméné hmotnost potkani se postupné vracela k normé a
v nasledujicich dnech potkani dobfe prospivali. V pfipadé¢ podavani fluvastatinu po BDL
pretrvaval nizsi pfijem potravy a ubytek hmotnosti progredoval v zavislosti na aplikované

davce fluvastatinu.

V nasi studii byl tedy nakonec hodnocen vliv 7 a 14 denniho podévani fluvastatinu na
rozvoj cholestatického poskozeni jater navozené¢ho podvazem Zlu€ovodu. Zmény enzymové
aktivity ALT, AST, GGT, ALP a hladiny celkového a konjugovaného bilirubinu v séru
sveédcily o pfitomnosti cholestatického poskozeni jater a progresi hepatocelularniho poskozeni
vlivem podavani fluvastatinu v zavislosti na davce a délce aplikace. Zatimco davka
fluvastatinu 1 mg/kg podavana 1 tyden nevedla k Zaddnym zménam na drovni
hepatocelularniho poSkozeni, ddvka 5 mg/kg dale zhorSovala ukazatele jaterniho poskozeni.

Pti podavani davky 1 mg/kg po dobu 14 dnti doslo rovnéz k progresi jaterniho poskozeni.

Cholestaza je provazena intenzivni zanétovou odpovédi s produkci cytokini. Vyrazné
zvySeni prozanétovych cytokini v séru potkanii po podvazu Zlu€ovodu bylo spojeno s expresi
transkripéniho faktoru NF-kB (Liu et al., 2001). U pacienti s chronickym jaternim
onemocnénim byly v séru zjiStény zvysené koncentrace zanétovych mediatorii véetné TNFa,
IL-6, IL-1 a IFNy (Tilg et al., 1992). Genova exprese prozanétovych cytokinii byla popséana i
v jatrech. BohuZel, korelace mezi prozanétovymi cytokiny v plazmé a rozsah jaterniho
poskozeni neni jasna (Lacour et al., 2005). Nalezy zmén plazmatickych a jaternich cytokint
navozenych experimentalné podvazem Zlucovodu jsou kontroverzni. 28 dni po BDL byly
sérové koncentrace plazmatického a jaterniho TNFa vyrazné zvySené. Soucasné byl zvysen
plazmaticky IL-6, zatimco IL-6 v jatrech byl beze zmény (Fernandéz-Martinéz et al., 2006).
Plebani et al. (1999) nepozorovali Zadné zmény sérového TNFa a IL-6 béhem 28 denniho
trvani BDL u potkant. NaSe vysledky méteni sérové koncentrace TNFa a IL-6 7 dni po BDL
sved¢i pro riist obou cytokinti, signifikantné vSak pouze v ptipadé TNFa. Pfimy protizanétovy
ucinek statinii zprostiedkovany modulaci aktivity IL-6 byl prokézan v kultufe hepatocytii

(Arnaud et al., 2005). NaSe méfeni svédcCila pro stabilni hladinu IL-6 v jatrech po BDL.
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Podénim fluvastatinu po BDL sice doslo k utlumu produkce IL-6 v jatrech, avSak jaterni
poskozeni navozené cholestazou se prohloubilo. Cytokin TGFB je jednim z fibrogennich
faktori uzivanych pro analyzu fibrotické odpovédi (Czaja et al., 1989). BDL trvajici 7 dni
nevedl ke zmén¢ produkce TGFB v jatrech, ale ke zvyseni jeho produkce doslo u potkanii po
BDL Iécenych fluvastatinem. Provedend histologicka vysetieni pfinesla sporadické nélezy

progrese fibrozy v cholestatickych jatrech po podavani fluvastatinu.

Cholestatické jaterni poskozeni je provazené oxidacnim stresem. Antioxidacni stav
jater byl vna$i studii hodnocen méfenim obsahu redukované (GSH) a oxidované formy
(GSSG) glutationu v jatrech. Literarni udaje sledujici hladiny GSH v jatrech zvifat
s experimentalné navozenou cholestazou jsou protichtidné (Yang et al., 2009; Lu, 2009). Nase
vysledky poukazuji na mozné zvySeni obsahu GSH vlivem cholestazy. To je ve shodé
s nalezem Puruckera et al. (1998), ktefi dokumentovali dynamické zmény v jaternim
glutationovém systému — zvyseni redukované formy do 23 dnli po podvazu Zlu¢ovodu, a poté
pokles GSH. Tyto zmény by mohly byt vysvétleny pfechodnym zvySenim sérové koncentrace
enzymu syntetizujicich GSH ¢asné po BDL a jejim naslednym poklesem na asi 50 % béznych
hodnot (Yang et al., 2009). V nasi studii bylo provdzeno podavani fluvastatinu po BDL
depleci redukovaného glutationu a poklesem poméru jeho redukované a oxidované formy
v jatrech, coz by svédCilo pro vyssi oxidaci glutationu. Glutation hraje vyznamnou
antioxida¢ni ulohu v buitkdch vcetné suprese reaktivnich metabolitii produkovanych béhem
metabolizmu statini v hepatocytech. Toxicky ucinek statinii provazeny zvySenou tvorbou
ROS, poklesem redukované formy a vzestupem oxidované formy glutationu byl prokazan na
kultufe hepatocytll v zavislosti na jejich davce (Abdoli et al., 2013). Obsah GSH klesa pfti
experimentalné navozené fibroze 1 fibrotickych onemocnéni u lidi (Vendemiale et al., 2001).
BohuZel mechanizmus a biologicky vyznam poklesu GSH pro rozvoj jaterni fibrézy neni
jasny (Liu et al., 2010). Jak bylo zminéno, fibrogenni TGF8 v nasi studii vzrostl po podavani
fluvastatinu cholestatickym potkantim. Experimentdlni vysledky sv&€d¢i pro tlohu TGFR
v poklesu GSH, ktery je zptisoben inhibici syntézy GSH (Espinosa-Diez et al, 2015). Zlu¢ové
kyseliny, které jsou kumulovany v hepatocytech pii cholestaze, mohou indukovat jaterni
poskozeni mechanizmem zavislém na mitochondriich (Krahenbuhl et al., 1995; Gores et al.,
1998; Rolo et al., 2001; Rolo et al., 2002). ZvySeni permeability vnitini mitochondridlni
membrany, tzv. ,bobtnani“ mitochondrii a kolaps mitochondridlntho membranového
potencialu byly popsany v souvislosti s plisobenim vysokych koncentraci zZlu¢ovych kyselin.

Zlu€ové kyseliny mohou snizovat respiraci izolovanych mitochondrii a inhibovat aktivitu
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respiracnich komplexti I, III a IV. Na nezadoucim hepatotoxickém ucinku statinti se mlize
podilet, jak bylo zminéno vyse, oxidacni stres a muze byt zprostiedkovany navozenim
mitochondrialni dysfunkce (Velho et al., 2006; Nadanaciva et al., 2007; Hattori et al., 2009;
Lee et al., 2010). Hodnotili jsme, jaky ucinek ma fluvastatin na mitochondrie izolované
z cholestatickych jater se zaméfenim na aktivitu vstupnich komplexti respira¢niho fetézce —
komplexu I a II. Podavani fluvastatinu bylo provazeno inhibici komplexu I, zatimco aktivita
komplexu II nebyla ovlivnéna. Tento nalez je ve shod¢ s literarnimi zdroji potvrzujicimi
inhibici respira¢nich komplext statiny (Nadanaciva et al., 2007; Schirris et al., 2015). Ve
studii Nadanaciva et al. (2007) fluvastatin inkubovany s izolovanymi hepatocyty inhiboval
komplex V, ale aktivita komplexu I nebyla zménéna. Fluvastatin podavany v nasi praci
kontrolnim potkaniim také nenavodil poskozeni komplexu I. Je vSak mozné, ze podavanim
fluvastatinu pfi cholestaze doSlo ke snizeni jeho aktivity. Lze spekulovat, Ze inhibice
respiratniho komplexu 1 v mitochondriich se alespoil Céste¢né podili na progresi
cholestatického poskozeni po podavani fluvastatinu. V uvodu byla také zminéna adaptivni
odpovéd hepatocytil na cholestazu, na které se podileji zmény exprese proteinli vyznamnych
pro transport potencialné toxickych latek (Zollner et Trauner, 2006). P-glykoprotein Mdrl
lokalizovany v kanalikularni membrané hepatocyti hraje hlavni ulohu v exkreci mnoha
hydrofobnich sloucenin a metaboliti Zlu¢i. Zatimco pfii cholestaze se exprese Mdrl zvysuje,
podavani fluvastatinu po podvazu vedlo k poklesu exprese Mdrl. Sukhai et. al.
dokumentovali vliv IL-6 na pokles Mdr1 (Sukhai et al., 2001). BohuZzel neni jasné, zda pokles
produkce IL-6 u cholestatickych potkanid 1é¢enych fluvastatinem muze vyustit v pokles
exprese Mdrl. K ochrané jater pted kumulaci potencialné toxickych latek pti cholestaze také
ptispiva ,, up-regulace* proteinu Mrp3 v bazolaterdlni membrané (Ogawa et al., 2000). NasSe
vysledky u nelécenych cholestatickych potkani jsou obdobné. Podavani fluvastatinu vedlo
k mirnému poklesu mRNA exprese Mrp3 transportéru. Pred transportem z hepatocytl je fada
xenobiotik metabolizovdna enzymy cytochromu P450 a poté konjugovana, takze vznikaji
latky o vyssi hydrofilité a snadnéji vyluCované z hepatocyti (Paumgartner, 2006). Konjugacni
enzym uridin 5’-difosfat-glukuronosyltransferasa (Ugt) katalyzuje glukuronida¢ni reakci
vyznamnou pro vylouceni bilirubinu a 1é¢iv z hepatocytu do zluc¢i. Ve shodé¢ s literarnimi
udaji jsme pozorovali zvySeni exprese Ugtlal po BDL. Podavani fluvastatinu cholestatickym
potkantim bylo provazeno poklesem exprese Ugtlal. ZhorSeni konjugacni funkce jater v nasi
praci tak mize stit za poklesem konjugovaného bilirubinu v séru cholestatickych potkant

lécenych fluvastatinem. U pacientll s obstrukéni cholestdzou navozenou cholelitidzou by
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mohla byt vyrazné¢ omezena detoxikacni schopnost jater vzhledem k prokdzanému snizeni
exprese vetSiny detoxikacnich enzymut (Chai et al., 2015). Nelze vyloucit, ze pii podavani
fluvastatinu v cholestatickych podminkach mtize dochazet ke zménam v metabolizmu a
eliminaci latek se zvySenim cytotoxického Uc¢inku na hepatocyty. Je jisté tfeba pomyslet i na

poruchu eliminace samotného fluvastatinu z jaternich bunck.

K nezddoucim vedlej$§im ucinkim, které mohou statiny navodit, patii myopatie.
Dopad podéavani statinii na svaly byl v této praci posuzovan na zékladé¢ méteni aktivity CK
v séru. Podavani fluvastatinu po indukci cholestazy bylo provazeno zvySenim aktivity CK.
Statiny mohou navodit mitochondrialni dysfunkci ve svalech snizenim tvorby koenzymu Q,
ktery je vyznamny pro pienos elektront v dychacim fetézci. Experimentalné bylo prokazéano,
Ze statiny pusobi jako silné inhibitory respiracniho komplexu III (Schirris et al., 2015). Statiny
také mohou indukovat v mitochondriich kosternich svalii oxidacni stres a aktivovat tak
apoptézu (Bouitbir et al., 2016). Je tieba zdlraznit, ze v ptfipad¢ podéavani fluvastatinu
u laparotomovanych kontrol v nasi studii ke zvySeni aktivity CK nedoslo. U pacient
s tézkym jaternim poskozenim doslo pti perordlnim podavani statinu rosuvastatinu ke zvySené
systémové expozici tomuto 1éku, na které se mize podilet snizené vychytavani rosuvastatinu
jatry nebo sniZzeni biotransformacni kapacity jater (Simonson et al., 2003). Zda to mlze byt

pficina myopatie navozené v nasi studii, 1ze pouze spekulovat.

N4s nélez pozorované progrese cholestatického poskozeni jater provazeny myopatii po
podavani fluvastatinu neni ve shod€ s nalezy jinych autorti, ktefi naopak potvrdili protektivni
ucinek fluvastatinu (Demirbilek et al., 2007) a dalSich statini — simvastatinu (Dold et al.,
2009) a rosuvastatinu (Awad et Kamel, 2010). Uginek simvastatinu viak byl studovan na
mysich s podvazem trvajicim pouhych 12 hodin, rosuvastatin a fluvastatin byly podavany
potkanim jiného kmene (Sprague-Dawley) neZ tomu bylo v nasi studii. Nikoli ihned po
podvazu, ale az od tfetiho dne po jeho provedeni. Na rozdilnych vysledcich citovanych praci
se tedy mtize podilet jiné ¢asové uspofadani experimentd a pouziti jinych druhi zvitat. Po
publikaci naSich vysledkli obsazenych v této praci (Lotkova et al., 2011) se objevila studie
autorti Olteanu et al. (2012), kterd se se svym uspofadanim i pouZitym kmenem potkani
(Wistar) velmi blizi naSemu projektu. Podobné jako v nasi praci fluvastatin, 1 rosuvastatin

vedl k progresi oxida¢niho stresu navozené¢ho podvazem zlu¢ovodu a k poskozeni hepatocyti.

S rozvojem poznatkil v poslednich letech pfibyva mnozstvi informaci o jadernych

receptorech jako cile terapie cholestdzy vzhledem kjejich tloze v regulaci pochodi
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vyznamnych pro rozvoj cholestatického poskozeni. FXR (farnesoid X receptor) je aktivovan
ptirozené se vyskytujici CDCA, ale také (semi)syntetickymi ligandy. Aktivaci FXR dochézi
k ovlivnéni transkripce fady gent, které maji vyznam pro sniZeni transportu ZK z krve do
hepatocytil, snizeni syntézy ZK, stimulaci detoxikace a sekrece ZK. PXR (pregnane X
receptor) a CAR (constitutive androstane receptor) reguluji geny vyznamné pro detoxikaci a
eliminaci potencidlné toxickych exogennich a endogennich latek (Kliewer et al., 2002). Jako
aktivator piisobi celd fada strukturalné odli§nych latek véetné ZK a bilirubinu. VDR (vitamin
D receptor) je aktivovan kalcitriolem a ma vyznam pro regulaci hladiny Ca®*. V hepatocytech
neni exprimovan, avSak neparenchymové bunky v jatrech (Kupfterovy, bilidrni, endotelialni,
HSC) ho exprimuji na vysoké urovni (Gascon-Barré et al., 2003). ZvySena exprese VDR je
spojena s antifibrotickym ucinkem (Abramovitch et al., 2011). PPARa (peroxisome
proliferator-activated receptor) je vysoce exprimovan ve tkanich, které utilizuji tuky — jatra,
srdce, ledviny, svaly, tenké a tlusté stievo (Braissant et al., 1996) a stimuluje B-oxidaci
mastnych kyselin. Aktivatory PPARa jsou fibraty, které indukuji expresi konjugacnich
enzymi II. faze biotransformacnich procesi a rovnéz transportéru ASBT ve stfevé a
cholangiocytech (Barbier et al., 2003; Barbier et al., 2009; Fang et al., 2005; Jung et al.,
2002). Ligandy PPARa jsou schopny i tlumit syntézu ZK (Marrapodi et al., 2000). Rada
experimentalnich vysledkl i studii na pacientech pfinasi slibné vysledky dokumentujici, ze
aktivatory téchto transkripénich faktorG mohou pii cholestaze tlumit syntézu zlu¢ovych
kyselin, podporovat jejich biotransformaci, snizovat hladinu sérovych markerti cholestazy
nebo vykazovat antifibrotické U¢inky (Abramovitch et al., 2011; Haughton et al., 2006;
Honda et al., 2013; Wagner et al., 2005).

NaSe vysledky nepotvrdily ucinnost terapie cholestatického poSkozeni jater pfi
extrahepatalni obstrukci statiny, ale naopak poukéazaly na moZnost progrese jaterniho
poskozeni pfi jejich poddvéani. Na rozvoji tohoto poSkozeni by se mohl podilet pokles
antioxidacni kapacity jater a mitochondridlni dysfunkce. Navic zmény metabolizmu a
vyluCovani endogennich a exogennich latek mohou vést ke kumulaci potencialné toxickych
latek v hepatocytech a prohloubit jejich poSkozeni. Literarni i naSe vysledky podporuji
potfebu ovéteni piipadného cytotoxického ucinku statinii v podminkach jiz navozeného

jaterniho poskozeni.
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Zaver

Podavani fluvastatinu v davce 1 a 5 mg/kg potkanim s cholestdzou navozenou
podvazem zlu¢ovodu nevedlo ke zmirnéni rozvoje cholestatického poskozeni jater, ale naopak
k jeho progresi. Fluvastatin samotny vSak u kontrolnich potkani nevedl k poSkozeni jater.
Rychlost rozvoje poskozeni jater zavisela na poddvané davce a délce podavani fluvastatinu.
Dévka 1 mg/kg v nasem experimentu odpovidd maximalni davce uzivané klinicky. Zatimco
po 7 dnech aplikace 1 mg/kg nedoslo ke zménam markera hepatocelularniho poskozeni, po 14
dnech uz bylo patrné hepatocelularni poskozeni. V ptipad¢ davky 5 mg/kg se poskozeni jater
u cholestatickych potkanti prohloubilo jiz po 7 dnech aplikace fluvastatinu. Hepatocelularni
poskozeni bylo provazeno poklesem produkce albuminu. S délkou ¢asového intervalu, po

ktery byl fluvastatin aplikovan cholestatickym potkaniim, navic nartstala letalita zvitat.

V mechanizmu poskozeni jater miiZe sehravat tlohu pokles antioxidacni kapacity jater
a mitochondridlni dysfunkce. S progresi jaterniho poSkozeni bylo detekovano i zvySeni
produkce profibrogenniho cytokinu TGFB. V histologickém obrazu byly zaznamenany
sporadické fibrotické zmény. Nase vysledky svéd¢i 1 pro omezeni zvySené exprese vybranych
proteini kanalikuldrni a bazolaterdlni membrany hepatocyti vyznamnych pro vylu€ovani
fady latek a metabolitil, ke kterému jinak vlivem cholestazy dochazi v ramci adaptacni reakce.
Obdobné¢ doslo ke snizeni exprese sledovaného konjugac¢niho enzymu. Sledovany oxida¢ni
stres a mitochondridlni dysfunkce by se tak mohly rozvijet jako nésledek poruchy
metabolizmu a transportu potencidlné toxickych latek. Pii podavani latek v obdobi rozvoje
cholestdzy je proto tfeba dodrzovat vysokou opatrnost s ohledem na mozné zmény

metabolizmu a transportu potencialné toxickych latek.
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