Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutickd fakulta v Hradci Krélové

Katedra biologickych a 1¢katskych véd

Uginek laktoferinu na makroskopicky a mikroskopicky obraz

riznych tkani u potkana II. Jatra a ledviny

(diplomova prace)

Vedouci diplomove préace : Doc. RNDr. Vladimir Semecky, CSc.
Vedouci katedry : Doc. RNDr. Vladimir Semecky, CSc.

Kvéten, 2007 Jan Skrle



Dé&kuji panu Doc. RNDr. Vladimiru Semeckému, CSc. za odborné vedeni, cenné rady a
pomoc pfi sestavovani diplomové prace a panu Mgr. Pfemyslu Mladénkovi za
spolupraci na experimentu. Déale dékuji pani laborantce Pavlin€ Jablurkové za pomoc pii
zpracovani praktické ¢asti diplomové prace. Dékuji také vSem ostatnim ¢lenim Katedry
biologickych a Iékatskych véd a Katedry farmakologie a toxikologie, ktefi se podileli na
experimentu. Pro tuto praci byly vyuzity prosttedky z grantu GA UK 94/2006/C/Faf.



OBSAH
ZKRATKY
1. UVOD
2. CIL PRACE
3. TEORETICKA CAST
3.1. LAKTOFERIN
3.1.1. Fyziologie
3.1.2. Struktura
3.1.3. Utinky
3.1.4. Vlastnosti
3.1.5. Vyuziti
3.2. REAKTIVNI FORMY KYSLIKU (ROS)
3.2.1. Vznik
3.2.2. Uginek
3.3. ZELEZO
4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. METODICKA CAST
4.1.1. Zvirata
4.1.2. Chemikalie a piistroje
4.1.3. Provedeni pokusu
4.2. HISTOLOGICKE ZPRACOVANI
4.2.1. Chemikalie, pfistroje a nastroje pfi histologickém zpracovani
4.2.2. Zpracovani materialu pro histologickou analyzu
4.2.3. Histologicka barveni pro svételnou mikroskopii
5. VYSLEDKY
5.1. HISTOLOGICKE ZHODNOCENI
5.2. ZHODNOCENI VYBRANYCH PARAMETRU
6. DISKUSE
7. ZAVER
SUMMARY
8. LITERATURA

© N o B~ W

10
12
15
21
23
24
24
25
26
28
29
29
29
30
30
31
32
34
40
41
52
53
56
58
59



ADP
AK
ApoE
apoLf
ATP
CD 14
DMT 1
DNA
Fas

GM-CSF
holoLf
V.
ICAM-1
IL

Lf

LPS
LRP

NK bunky
Nramp 2
p.o.
PMN
ROS

s.C.
TNF- a
UHT
VEGF 165

ZKRATKY

adenosindifosfat

aminokyselina

apoprotein E

apolaktoferin

adenosintrifosfat

receptor pro LPS

divalent metal transporter 1

deoxyribonukleova kyselina

CD 95 gen

Gramm negativni bakterie

granulocyty a makrofagy colonie stimulujici faktor
hololaktoferin

intravenOzni aplikace

intracelularni adhezivni molekula 1

interleukin

laktoferin

lipopolysacharid

low-density lipoprotein-receptor-related protein
natural killer bunky

natural resistence-associated macrofage protein 2
perorélni podani

polymorfonuklearni leukocyty

reaktivni formy kysliku

subkutanni aplikace

tumor nekrotizujici faktor o

ultra heat treatment

vaskularni endotelovy ristovy faktor



1. UVOD



Laktoferin (Lf) je protein, ktery se pfirozené vyskytuje v organismu lidi i jinych
zivo€isnych druht. Poprveé byl izolovan roku 1960 z mateiského mléka a byl nalezen i

v dalSich t&lnich tekutinach a sekretech exokrinnich zlaz.

Lf patii do stejné skupiny proteinti jako transferin. Je schopen chelatovat trojmocné
Zelezo a jeho afinita k Zelezu je 260x vyssi nez u transferinu. Uginek Lf vychézi ze

schopnosti vazat Zelezo, ale jsou popsany i uc¢inky na Zeleze nezavislé.

Zelezo katalyzuje reakce, pii kterych vznikaji volné kyslikové radikaly a ty mohou
poskodit organismus. Lf diky schopnosti chelatovat Zelezo sniZuje tvorbu kyslikovych

radikalu.

V soucasné dobé¢ je laktoferin studovan jako potencialni 1éciva latka, kterd by se mohla

uplatnit v 1é¢bé zanétu, rakoviny a jinych onemocnéni.



2. CIL PRACE



Cilem této diplomové prace je stanovit u¢inky intravendzné podaného laktoferinu na

makroskopicky a mikroskopicky obraz jater a ledvin u potkana.



3. TEORETICKA CAST



3.1. LAKTOFERIN

Laktoferin (Lf) je monomericky Zelezo vazajici glykoprotein s molekulovou hmotnosti

ptiblizn¢ 80 kDa. Spolu s transferinem a ovotransferinem patii do rodiny transferind.(1)

3.1.1. Fyziologie

Lf se fyziologicky vyskytuje v mnoha tkanich, organech i tekutinach lidského téla.
Ackoliv je intenzivné studovan, neni jeho funkce v organismu zcela objasnéna.Lf

vykazuje celé spektrum aktivit a jeho funkce bude pravdépodobné komplexni. (6,7)

Vyskyt

Lf se vyskytuje pfedevsim V sekretech exokrinnich Z1az, napft.: v slzach, slinach, mléce,
synovialni, seminélni tekuting, Zlu¢i a pankreatické $t'avé, které jsou lokalizovany ve
vstupnich brandch do traviciho, respiraéniho a reprodukéniho systému. Lf zde tvoii

bariéru proti patogentim. (6, 7)

Déle se nachazi v krvi. Tento plazmaticky Lf je uvoliiovan ze sekundarnich granul
neutrofild béhem zanétlivych procest v téle.(6) Po degranulaci je Lf transportovan do

jater, kde je vychytavan specifickymi receptory a katabolyzovan. (9)

Vyskytuje se také v bunkach zalude¢ni mukosy, V epitelidlnich bunkach duodena a

v déloze ( vyskyt mensiho rozsahu ).(7)

Lf byl také nalezen ve vzorcich moce a stolice, ale jen ve velmi malém mnozZstvi. (6)
Regulace syntézy Lf je komplexni proces. Transkripce je regulovana hormonalnimi i
nehormonalnimi faktory. V kostni dieni pravdépodobné dochazi k syntéze Lf, ale tento

proces je omezen pouze na stav zrani bun¢k a dospélé monocyty a neutrofily (PMN)

tuto schopnost uz nemaji. (9)
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Tabulka ¢.1 — mnoZstvi Lf v jednotlivych biologickych tekutinach (6)

Biologicka tekutina Mnozstvi Lf (mg/ml)
MIéko (colostrum) >7
Mleko >1-2
Slzy >2.2
Seminalni tekutina >04-19
Synoviélni tekutina >0,01-0,08
Sliny > 0,007 - 0,01
Kravske mléko >0,02-0,2

p.o. podani

Ukazalo se, ze p.o. podany laktoferin ma protektivni Géinky proti riznym nemocem jak
u zvifat tak u lidi. V travicim traktu se Lf rozklada na fragmenty, které se vazou na
epitelidlni bunky a ovliviluji stfevni mukdsovou imunitu. Timto je ovlivnéna i

systémova imunita, ¢imz se zvysi obranyschopnost organismu. (8)

Receptory pro Lf byly nalezeny v kartacovém lemu tenkého stieva.(11) Jedna se o LRP
(low- density lipoprotein receptor- related protein ), ktery je zodpovédny za endocytézu
Lf. (10)

Receptor pro Lf je vysoce exprimovan v tenkém stievé u narozenych jedinci, kde slouzi
jako alternativni cesta pro transport Zeleza. Zatimco u dospélych jedincii je mnohem
méné¢ exprimovan a transport zeleza je zde zprostfedkovan DMT1 (Nramp2 nebo

DCT1). DMTL1 je divalentni transportér pro kovy. (12)

Peroralné podany Lf je absorbovan receptorem zprostfedkovanou endocytdsou do
bungk stievniho epitelu. Odtud je transportovan portalni zilou a lymfatickymi cestami
do systemové cirkulace.

Po p.o. podani prasatim nebyla nalezena piitomnost Lf v jatrech ani ve slezing. (13)

Lf je odolny vici proteolytické degradaci trypsinem a jemu podobnym enzymiim. Holo-
Lf je vice rezistentni nez Apo-Lf. (11)
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Intravendzni podéni Lf

Intravendzné podany Lf je rychle odstrafiovan z cirkulace krys, mysi a kraliki. Rychla
clearance je zplisobena vychytavanim Lf jatry (92.8 +/- 9.5 % davky 5 minut po
podani). Bunky jaterniho parenchymu jsou hlavnim mistem kumulace Lf. Lf totiz
blokuje vychytdvani apoE (apolipoprotein E) lipoproteinti jatry. Tento proces je
zprostiedkovan receptorem, ktery se vyskytuje na parenchymalnich bunkach. Diky
podobnosti v sekvenci AK Lf a apoE dochazi ke kompetici o vazebné misto. Vyznamny
podil na kompetici ma N-fetézec Lf se svymi argininovymi zbytky.

Po vychytani jatry je Lf transportovan do lysosomii, kde je rozlozen. Tento proces

probihd pomaleji nez eliminace z cirkulace. (14)

3.1.2. Struktura

Trojrozmérna struktura lidského laktoferinu (Lf) byla poprveé popsana v roce 1987.

Lid «ky Lf se ve vysok émife shoduje na Urovni sekvence aminokyselin se sérovym
transferinem (pfiblizné ze 60 %). Aminokyselinové sekvence laktoferind jednotlivych
druht (lidsky, hovézi, vepiovy, konsky, velbloudi, kozi, buvoli a mysi) se shoduji
piiblizné ze 70 %. (1)

Protein je tvofen dvémi homolognimi globularnimi podjednotkami — N-podjednotka a
C-podjednotka. Kazda z téchto podjednotek se sklada ze dvou domén (N1, N2 a CI a
C2), které spole¢né tvoii vazebné misto pro Fe**. Obg podjednotky jsou spojeny
peptidem slozenym z 10-15 AK zbytku. Tyto AK zbytky v molekule Lf tvoii 3 otacky
a-helix, ale v molekule transferinu je tento Usek tvofen nepravidelnou flexibilni
strukturou. Spojovaci fetézec hraje vyznamnou roli v otevirani a zavirani domén. Na
sekundarni struktufe proteinu se castecné podileji disulfidické mitstky mezi

cysteinovymi zbytky. (1,6)
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Molekula glykoproteinu Lf obsahuje 2 mista potencionalni glykosilace. Stupeni
glykosilace se 1isi u riznych molekul. Mohou obsahovat hexosu, manosu, hexosaminy

nebo jiné sacharidy a mohou se lisit ve stupni jejich fosforylace (2).

Samostatn¢ izolovany N-konec laktoferinu se nazyva laktofericin.(9) Muze byt

odstépen pliisobenim pepsinu pii kyselém pH v zaludku. (4 )

Obr. ¢. 1 — Krystalova struktura hovéziho laktoferinu (4)

Misto vazby Zeleza

Vazebné misto pro zelezo, jedno v kazdé podjednotce, se nachdzi mezi dvémi
doménami. Molekula Lf umoziiuje vazbu dvou molekul zeleza, ktera je pevna, ale
reverzibilni. Misto vazby tvofi 2 tyrosinové zbytky, jedna kyselina asparagova, jeden
histidin a dva kysliky ze synergicky vazaného anionu (COs%). Pitomnost CO3* je
nezbytna pro vazbu Zeleza, coZ je unikatni vlastnosti Lf a nevyskytuje se u Zadného

jiného Zelezo-vézajiciho proteinu. (1)
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Ligandy pro vazbu Fe** jsou shodné na obou podjednotkach Lf a shoduji se také

s ligandy sérového transferinu a ovotransferinu.

Z trojrozmérné struktury vyplyva, Ze nejprve dochézi k vazbs CO3% , ktery neutralizuje
kladny naboj argininového zbytku v N- podjednotce a asociované helix a umoziuje
propojeni zeleza a Ctyt ligandt (2 tyrosiny a 2 kysliky z CO 3%) ve vnitinim povrchu N2

domeny.

Jestlize na protein neni navazano Zelezo, obé podjednotky jsou vétSinou v oteviené
konformaci, zatimco pii navazani zeleza dochazi k jejich uzavieni. Pti konformaénich
zménach, kdy dochéazi k ptiblizovani obou podjednotek, nedochéazi k tvorbé
kovalentnich vazeb, ale pievazné ke stabilizaci pomoci hydrofobnich interakci a tvorbé

vodikovych mustka. (1)

Uvolnéni Zeleza

U Lf probiha uvoliovani Zeleza v normalnim stavu pii pH kolem 3, zatimco transferin
uvolituje zelezo uz pii pH 5,5. Toto je zplsobeno rigiditou spojovaciho peptidu

v molekule Lf.

V kyselém prostiedi (pH3,5) tedy dochazi ke ztraté navazaného z eleza z molekuly
holo a monomerického C- mista Lf mechanismem, ktery zahrnuje ¢tyfi kroky.
V prvnich dvou krocich dochazi k modifikacim konformace celé molekuly (tato faze se
vyskytuje i u apolaktoferinu). Tyto dva procesy jsou nezavislé na mnozstvi Zeleza a jsou
nasledovany tfetim krokem, ve kterém dochdzi k ptfijmuti dvou protont. Ve ctvrtém

kroku se uvoliiuje zelezo pii pomalém piijimani dvou protond. (3)
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3.1.3. Ucinky

Laktoferin je fyziologicky se vyskytujici molekula, ktera ma v organismu velké
spektrum G¢inkl a ovlivitluje mnoZzstvi procesi, i kdyz jeho role jesté neni zcela presné
definovana. Strukturalni a biochemicka podobnost s transferinem ukazuje, ze Lf muze
hrat urCitou roli v metabolizmu Zeleza jako jeho transportni molekula. Prestoze je Lf
intenzivné zkouman, stale chybi ptesvédCivy dikaz o jeho zapojeni do regulace

homeostazy Zeleza nebo vstiebavani Zeleza z tenkého streva pii fyziologickém stavu.(6)

Ve velké mife jeho ucinky souvisi se schopnosti vazat Zelezo a jiné molekuly, napft.

rizné bunééné povrchové molekuly, DNA, heparin a jiné. (6)
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Utinky Lf:

e Ovlivnéni zanétu

e Imunomodula¢ni

e Ovlivnéni alergické reakce

e Antimikrobialni- bakteriostaticky, baktericidni, antiadhezivni a antiinvazivni,
vliv na tvorbu biofilmu

e Antivirovy

e Antifugalni

e Antiparazitické

e Enzymaticka aktivita

e Regulace transkripce gent

e Laktoferin jako rtstovy faktor

e Antitumorovy

Ovlivnéni zanétu

Laktoferin je dilezitou slozkou prvni obranné linie organismu. Béhem zanétlivé reakce

je uvolnén ze sekundarnich granuli neutrofild do infikované tkané a do krve.(17)

Béhem zanétu vzroste hladina Lf v biologickych tekutinach nékolikanasobné. Toto je
velmi patrné v plasmé¢, kde za normalnich podminek dosahuje Lf koncentrace 0,4 — 2

mg/l, ale béhem patologické reakce vzroste na 200 mg/1. (17)

Studie in vitro a in vivo prokazaly, Ze Lf inhibuje produkci né€kolika cytokinti, mezi
které patii TNF-a, IL- 1B a IL — 6. (10) Tyto cytokiny jsou klicovymi mediatory
zénétlivé odpovédi. Inhibi¢ni schopnost Lf je zplisobena vazbou na Lipid A, ktery je
soucasti LPS uvolnéného z bakterii.Touto vazbou je znemoZznéno navazani LPS k CD14
receptortim na povrchu makrofagti a tim se zamezi rozvoji zanétlivé odpovédi.(18)

Interakce Lf k LPS neovliviuje jen aktivaci imunitnich bungk, ale také inhibuje expresi
adhezivnich molekul (E-selectin, ICAM-1, IL-8) na endotelialnich bunkach, které jsou

nutné pro prestup imunitnich bunék do mista zanétu. (10)
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Vazbou Lf k LPS se sniZi produkce peroxidu vodiku, ktery se jinak uvoliiuje pii vazbé
LPS k L-selektinu neutrofilu. L- selektin je na séru nezavisly LPS receptor na
bunééném povrchu neutrofilii. Vazbou LPS k L- selektinu dochazi k aktivaci leukocytu,

oxidativnimu vzplanuti a tvorb¢ kyslikovych radikalt. (10)

rrrrr

krmenych Lf. (17)

Lf mize mit i prozanétlivé uéinky. Indukuje uvolnéni IL-8, TNF-a a oxidu dusnaého

(NO). (10)

Obr. €. 2 — Regulace zanétlivé odpovedi laktoferinem (10)
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Imunomodulaéni uinky

V in vitro studiich bylo zji$téno, Ze laktoferin mize indukovat buné¢nou proliferaci a
maturaci tim, Ze slouzi jako darce Zeleza pro T- bunky. Lf reguluje zrani a aktivaci
lymfocyti. Jeho receptor byl popsan v T- lymfocytech. Interakce Lf s T- buinkami
zesiluje expresi CD4 antigent. Dale byly popsany diferenciac¢ni G¢inky Lf na B-buiky

ve slezing a brzliku. (17)

Laktoferin redukuje uvolnéni GM-CSF z mononuklearnich fagocyti. Tim dochazi
k inhibici produkce TNF-a a IL-1, coz snizuje proliferaci B-bunék a inhibuje uvolnéni
IL-2 z T-bunék. Inhibici produkce IL-2 se snizuje aktivace NK bunck, T- bun¢k a B-
bunky nedostavaji signal k produkci protilatek. (19)

Po p.o. podavani Lf zdravym dobrovolnikiim vzrostl pocet nezralych neutrofilti
v cirkulujici krvi. Toto zvySeni bylo vice nez dvojndsobné pii davce 10 mg, ale
statisticky vyznamné bylo 1 zvySeni pii davkach 2 a 50 mg. Podavani Lf také zpisobilo
pokles sponténni produkce IL — 6 a TNFa , tento pokles byl wznamny zejmeéna den po

posledni davce a pokracoval i v nasledujicich 14 dnech. (25)

Ovlivnéni alergické reakce

Nékteré in vivo studie ukdzaly protektivni ucinky Lf proti alergiim postihujicim kizi a
plice. Lf je nadmérné exprimovan u pacientu s alergiemi. U koznich alergii se Lf vaze
na keratinocyty a inhibuje uvolnéni TNF-a z téchto bun¢k. Tim se zamezi migraci
bunék prezentujicich antigen a nésledné aktivaci zirnych bunék a bazofilt. Jiné
vysvétleni antialergického G¢inku Lf spocéiva ve schopnosti destabilizovat tryptazu, coz

je siln¢ prozanétlivé plsobici protedza uvolnéna z zirnych bunek. (17)

Antimikrobialni u¢inky

1. bakteriostatické pusobeni

Lf ma schopnost vazat zelezo a tim omezuje jeho piisun bakteriim. Pfi nedostatku

Zeleza doch&zi k zastaveni ristu bakterii. (4)
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2. baktericidni pusobeni

Druhy mechanismus antibakteridlniho u¢inku Lf je na Zeleze nezavisly a je
zprostfedkovan N-koncem Lf.(9) Fyziologicky se uvoliuje LPS (lipopolysacharid)
z vnéj$i membrany G- bakterii, coZ vede k zanétlivé reakci. Siln¢ bazicky N- konec

lakroferinu vaze kysely LPS a tim blokuje zanétlivou odpoveéd'. (4)

3. Antiadhezivni a antiinvasivni vlastnosti

Laktoferin inhibuje schopnost bakterialnich bun¢k vazat se na hostitelské bunky, ¢imz
je schopen napf. inhibovat vazbu Helicobacter pylori na epitelidlni buiky zaludku.
Mimoto bylo zjisténo, ze laktoferin nezdvisle na schopnosti vazat zelezo inhibuje
intracelularni invasi patogent jakymi jsou napf.. Escherichia coli, Listeria

monocytogenes a Shigella flexneri. (15)

4. Vliv laktoferinu na bakterialni agregaci a tvorbu biofilmu

Ty

Biofilm je skupina bakterii, které Ziji ve spojeni s povrchem a jsou uzavieny do
polymerni matrix. Mezi infekce zptisobené biofilmem patii napf.: endokarditida,
osteomyelitida, infekce urinarniho a bilarniho traktu, zubni infekce.

Pseudomonas aeruginosa Zzijici v biofilmu je az 100x vice rezistentni k 1é¢bé nez
samostatna bakterie. Bakterie pfilnou k povrchu a nésledn¢ tvofi mikrokolonie, které
jsou ranym stadiem vyvoje biofilmu. V piitomnosti subinhibi¢ni koncentrace
laktoferinu (20 pg/ml) bakterie nejsou schopny tvofit mikrokolonie a nasledné ani

biofilm. Lf totiz vyvola u bakterii ,,Skubavy* pohyb, ktery znemozni jejich shluknuti.

Tento ucinek je zplsoben chelataci Zeleza. (16)

Antivirové ucinky

Lf je schopen redukovat infektivitu riznych virt hlavné in vitro. Mechanismus tohoto
ucinku je =zatim nejisty. Pravdépodobné souvisi s blokovanim interakci mezi
hostitelskou buiikou a virem. Tento UCinek vyplyva ze schopnosti Lf vazat kyselé
molekuly.(9) Virova aktivita je inhibovana vrané fazi virové infekce vazbou Lf s

glykosaminoglykanem nebo s virovymi ¢asticemi.(15)
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Antifugalni cinky

Laktoferin ptisobi na rod Candida diky své schopnosti vazat Zelezo a diky ptfimé
interakei s buitkami téchto organismi. U¢innost Lf byla testovana v kombinaci
s antifugalnimi IéCivy. (15)

7 s we

Antiparazitické acinky

Role Lf je tady velmi nejasna, Lf ptisobi riznymi mechanismy. Byla prokazéana redukce
aktivity pti inkubaci sporozoita Toxopalasmy gondii a Eimerie stiedai s Lf. Usuzuje se
bud na sniZeni integrity membrany parazita nebo na interakci S hostitelskymi

tkdnémi.(9)

Enzymaticka aktivita

Ruzné frakce purifikovaného lidského Lf maji 5 enzymovych aktivit: DNaza, RNaza,
ATPAza, fosfataza a hydroldza malto-oligosacharidi. Odlisna enzymova aktivita je dana
specifickou konformaci monomerniho Lf, kterou ovliviiuji navazané ligandy.

DNazova a RNazova aktivita pfispiva k ochrané¢ pied viry a bakteriemi tim, Ze
hydrolyzuje jejich nukleové kyseliny.

Nekteré z katalytickych schopnosti  jednotlivych frakci jsou cytotoxické a indukuji
apoptosu. (2)

Regulace transkripce gent

Lf je schopen proniknout do jadra buiky, kde se vdZze na DNA a tim ovliviiuje

transkripci. Tato vazba je umoznéna N-koncem Lf. (4)

Laktoferin jako rustovy faktor

U Cerstvé narozenych mlad’at krmenych matetskym mlékem byl prokazany rychlejsi
rust a vyvoj gastrointestindlniho traktu nez u mlad’at krmenych nahradni vyzivou. Za
tento ucinek je zodpovédny Lf, ktery stimuluje zaclenéni thymidinu do DNA. Pouze

holo- Lf mé tyto &inky. (11)
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Antitumorové ucinky

Antitumorové ucinky Lf jsou velice rozmanité. Zahrnuji regulaci aktivity NK bungk,
modulaci exprese G1 proteind, inhibici VEGF 65 — uvolilovany pfi angiogenezi a
urychleni apoptézy. Zadny z téchto u¢inkd neni zavisly na vazbé Zeleza. Existuje
mnoho studii na zvifatech, které ukazuji, ze Lf mlze inhibovat rozvoj experimentalnich

tumort. (9)

3.1.4. Vlastnosti

Biochemické vlastnosti

V piirozeném stavu je Lf z 15-20% nasycen Zelezem a ma lososovité rizovou barvu,
jejiz intenzita je zavisla na stupni nasyceni zelezem. Lf, ktery obsahuje méné jak 5%
zeleza je oznaCovan jako apolaktoferin (apo-Lf). Naopak Lf pln¢ nasyceny Zelezem je

hololaktoferin (holo-Lf). V matefském mléce se Lf nachazi v podob¢ apo-Lf.

Afinita Lf k Zelezu je vysokd, asi 260krat vy3si neZ afinita séroveho transferinu a na
rozdil od transferinu je schopen udrzet Zelezo i pfi niz§im pH. MnoZstvi navazaneho

zeleza je zéavislé na ptitomnosti bikarbonatového anionu. (6)
1 mg Lf je schopen vézat 1,4 ug Zeleza. (5)

Lf nemusi vZdy vazat jen Zelezo. Je schopen vazat i jiné kationy kovii jako napf.: Cu?*,

Mn®" | Co®*, Zn®". Tato vazba pak méni i vInovou délku absorpéniho maxima. (6)

N-konec jak hovéziho tak lidského Lf je silny kationicky peptid, ktery je bohaty na
argininové zbytky. Je schopen vazat mnoho kyselych molekul ( LPS, lysosym, heparin a
DNA). Pokud dojde k odstranéni prvnich péti AK (Gly-Arg-Arg-Arg-Arg), Lf ztraci
schopnost vazat tyto molekuly. Stupen saturace Lf Zelezem neovliviiuje tuto vazbu. N-

konec je zodpovédny za antibakterialni ucinky. (6)
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Fyzikalné- chemické vlastnosti

Lf ma velmi vysokou hodnotu isoelektrickeho bodu. Teoreticka hodnota pl vypoctena
pro Lf je 9,4-9,5. AvSak experimentalné zjist€né hodnoty se pohybuji ve velkém
rozmezi od 5,5 po 10, coz miZe byt vysvétleno variaci v arginin- bohatych N
podjednotkach za riznych podminek separace. (6)

Technologickeé vlastnosti

Tepelnd stabilita

Tepelna stabilita Lf je velmi dulezitou vlastnosti, ktera uréuje moznosti jeho zpracovani
a tim i vyuZitelnosti jako 1é¢iva. Chovani jednotlivych forem Lf pfi tepelnych zménach
se znateln¢ 1isi. Holo-Lf byl vice rezistentni vii€i teplem indukovanym zméndm nez

apo-Lf.

Pasterizace pii 72°C na 15s nemeéla zadny vliv na antimikrobialni vlastnosti apo -Lf ani
Zelezem-saturovaného Lf. AvSak UHT (coZ je bleskové 2-3s zahtati na 13°C a
nasledné rychlé zchlazeni) zruSila schopnost holo-Lf vazat se na povrch bakterii stejné

jako bakteriostatickou schopnost apo-Lf.

Pti procesu UHT byly obé formy proteinti zcela denaturovany. Jak se zda diky UHT
dochazi ke zménam ve struktute i v biologickych vlastnostech pfirozeného Lf, tedy

apo-Lf i holo-Lf.

Mezi 72 - 85 °C dochazi k denaturaci Lf reakci 1.fadu. Bylo potvrzeno, Ze standardni
reZzimy pasterizace, které se pouzivaji kazdodenné v prumyslu, nemaji Zadny efekt na
strukturu Lf. Proto se pasterizace jevi jako nejlepsSi zpiisob pfi zpracovani produkti,

které obsahuji tento protein.

Lf diky své schopnosti inhibovat Fentonovu reakci a tim i volnych radikald, je
vyuzitelny jako antioxidant v rtznych potravinovych produktech a muze se tak

doplikové podilet na prodlouZeni doby pouzitelnosti. (6)
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3.1.5. Vyuziti
Utinek na oxidaéni stabilitu polynenasycenych mastnych kyselin

Lipidovéa oxidace je zna¢nym problémem u potravin obsahujici vysoce nenasycené
mastné kyseliny. Tyto specifické lipidy jsou do potravin piidavany pro dosazeni
urcitych nutriénich a funkénich vlastnosti, ale vykazuji niz$i oxidacni stabilitu nez

tradi¢ni lipidy.

Zelezo katalyzuje oxidaci, pii niz dochazi ke vzniku alkoxy- radikald, které pak reaguji
s molekulami lipidl a tim dale Siti oxidaci.
Hovézi Lf pfidany do mléka a majonézy projevil velky antioxidaéni ucinek pii

koncentraci 1-20 uM v 10% emulsi typu olej ve vodé.

Tento ucinek souvisi s chelata¢nimi schopnostmi Lf. (22)

Preventan Quatro

Lf je soucasti voln¢ prodejného ptipravku Preventan Quatro vyrabéného firmou SVUS
Pharma a.s. , Hradec Kralové.

V jedné tableté je obsazeno 44 mg Lf, 1 mg G¢inné slozky ( nukleotidy, aminokyseliny,
oligopeptidy ), 3mg silice maty peprné, 5mg eukaliptoveé silice a pomocné latky.

Tento ptipravek je urCen proti bolesti v krku. Jeho ucinnost spociva v aktivaci slizni¢ni
imunity. Vyrobce udava, ze ptfi provedeni klinické studie dosSlo k nariistu sekrecniho
Ig A 0 60% u osob uZivajicich tento preparat.

Doporucené davkovani je 2 tablety denné ( rano a vecer ) nechat volné rozplynout v
ustech.

Ptipravek je urcen pro déti star$i 3 let a pro t¢hotné po prvnim trimestru.
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3.2. REAKTIVNI FORMY KYSLIKU (ROS)

3.2.1. Vznik

Kyslik (O;) se v mitochondriich normalné kompletné redukuje na vodu (H,O) tim, Ze
pfijima 4 elektrony. Pti nekompletni redukci mohou vzniknout velmi toxicke derivaty:
hydroxylovy ion, superoxidovy radikdl a peroxid vodiku. Dochdzi k tomu pii fadé
enzymovych reakci vruznych bunétnych slozkach (mitochondrie, lysosomy,

peroxisomy, plazmaticka membrana). (20)
Superoxidovy radikal vznika bud’ ptimo pfi oxidaci v mitochondiich nebo pfi reakcich

katalyzovanych xanthinoxidazou, cytochromem P450, event. jinymi oxidazami:

0,— 0y
Vznikly superoxid mize byt inaktivovan spontdnné¢ nebo mnohem rychleji ucinkem
superoxiddismutasy za vzniku H,O,:

O, + Oy +2H" — H,O0, + O,

Peroxid vodiku se tvoii bud’ dismutaci O," nebo pfimo oxidasami v peroxisomech,

obsahujicich katalasu, kterd jej ihned rozklada.

Hydroxylové radikaly vznikaji hydrolyzou vody pfi ioniza¢ni radiaci :

H,0 — H: + OH-

Nebo pii Fentonové reakci katalyzované ptechodnymi kovy (napft. Fe, Cu) :

Fe?* + H,0, — Fe*" + OH- + OH"
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Nebo pii piimé reakci peroxidu vodiku se superoxidovym radikdlem nazyvané Haber-

Weissova reakce, kterd je rovnéz katalyzovana Zelezem.

0, +Fe* — 0, + Fe*
H,0, + Fe** — OH- + OH + Fe**
H,O0,+ 0O, — OH + OH-+ O,

Odhaduje se, Ze zhruba 1 % redukce O, probihajici v bunikach skon¢i jako kyslikovy
radikal. Reaktivni produkty vznikajici pti metabolismu kysliku jsou schopné zni¢it
prakticky jakoukoliv biologickou slouc¢eninu (protein, DNA, lipidy). Proto mnoho
bunék vlastni rizné enzymatické a jiné mechanismy, aby se branily témto nezadoucim
ucinkam. Naproti tomu fagocytujici bilé krvinky (neutrofily, monocyty, makrofagy a

eosinofily ) zamérn¢ produkuji O, jako soucast jejich mikrobicidniho ucinku.(20)

Bylo prokéazano, Ze vyse uvedené reakce, jimiz neutrofily, monocyty a makrofagy

produkuji OH- Haber- Weissovou reakci nemohou probihat bez katalyzy Zelezem.

Lf chelatuje trojmocné Zelezo a tak ptisobi proti tvorbé volnych radikalt. (20)

3.2.2. Ucinek

Lipidovéa peroxidace

Peroxidace membranovych lipidd narusSuje usporadani soudrzné lipidové dvojvrstvy a
strukturni organizace. Béhem ataku ROS dochazi ke zkracovani a zmenSovani struktury
kyselin. (21)

PoSkozeni DNA

Reaktivni druhy kysliku mohou zptsobit zmény ve struktuie DNA a vznik specifickych

chemickych modifikaci purinovych a pirimidinovych bazi.

Oxida¢ni modifikace bazi se mohou projevit jako mutace, oxidace a fetézcové zlomy

DNA. Oxidace deoxyribosové ¢asti muze indukovat uvolnéni baze. (21)
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Poskozeni proteinii
Oxidace aminokyselin v proteinech vede Kk nevratnym fyziologickym zménam. Tyto

fyziologické zmény jsou kategorizovany do tifi skupin: fragmentace, agregace

(denaturace), citlivost k proteolytickému Sté€peni (vlivem konformaénich zmén). (21)

3.3. ZELEZO

Zelezo je nepostradatelny biogenni prvek.(24) Buiiky potiebuji Zelezo k syntéze DNA,
RNA a proteini, k transportu elektrond, respiraci, proliferaci, diferenciaci a k regulaci
genové exprese. Zelezo je nutné k prechodu bungk z G1 do S faze bunééného cyklu a

ovliviiuje expresi molekul, které kontroluji pribéh bunécného cyklu. (23)

V organismu se uplatituje pifevazné v procesech bunééného dychani. Zavisi na ném

reverzibilni vazba kysliku na hemoglobin i dalSi vyznamné biochemické reakce.

V téle dospélého cloveka je obsazeno 3,5-4 ¢ Zeleza. 65-70 % celkového Zeleza je
v hemoglobinu cirkulujicich erytrocyti, 4 % jsou v myoglobinu. Zlomek (asi 1 % ) je
vazan v enzymech ( cytochromy, cytochromoxidaza, peroxidaza, katalaza aj.). 15-30 %

tvoti zasobni Zelezo a na transportni ptipada 0,1 %.

Zelezo se v organismu vyskytuje ve dvou oxidaénich stavech. Ve ferro ( Fe2+) a ferri (
Fe 3+) formé&. Ferro-forma je charakteristickd pro hemové Zelezo, kdeZto skladovaci a

transportni proteiny vazou zelezo ve forme trojmocné.

Hlavnim transportnim proteinem Zeleza u obratlovci je plazmaticka bilkovina transferin
(B1-globulin). Transferin ma dvé vazebna mista pro zZelezo, které vaze v trojmocné
podobg. (24)

Zelezo je rezorbovano v tenkém stievé a jeho transport pies intestinalni povrch

zprostiedkovava protein DMT1 (zndmy jako Nramp2 nebo DCT1). (12)
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Z&sobni Zelezo je uloZzeno v makrofazich sleziny, v jatrech, v kostni dieni a nepatrné
mnozstvi se nachdzi ve vétsin¢ bun€k. Hlavni zasobni formou Zeleza je feritin. Dalsi
zasobni formou je hemosiderin, ktery ptedstavuje pravdépodobné degradacni produkt

feritinu. Zelezo z n&j maze byt mobilizovano, ale uvoliiuje se velmi obtizng. (24)
Zelezo je obzvlast dulezité pii toxickém kyslikovém poskozeni. Vétsina volného Zeleza

je v trojmocné form¢ a musi byt redukovana na dvojmocnou, aby mohla byt G¢inna ve

Fentonové a Haber-Weissové reakei. (20)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

28



4.1. METODICKA CAST

4.1.1. Zvirata

K experimentim byli pouZiti samci potkani kmene Wistar (Bio Test sro. Ceské
republika) o primérmé hmotnosti 350g. Zvirata byla chovana ve vivariu Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se zajisténim ventilace vzduchu pro
oteviené chovy, teplotou vrozmezi 22-24°C, svolnym piistupem ke standardni
peletizované stravé a pitné vodé. Studie byla provadéna v souladu se Zakonem
€.246/1992 Sb. O ochran¢ zvitat proti tyrani a pod odbornym dohledem Etické komise
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.1.2. Chemikalie a pristroje

urethan (ethylurethan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
aqua pro inj. Biotika, inj. Sol. (Biotika a.s. Slovensko)
heparin Lé¢iva (Zentiva a.s., Ceské republika)

laktoferin (SVUS Hradec Krélove)

chirurgicke nastroje (peany, ntizky, skalpely, nité apod.)
kanylky

valu-Set, PE katetry

tlakovy snima¢ BPR-0,2

cardiosys® (Experimentria Ltd, Mad’arsko)

software Cardiosys V1.1

mikropipety
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4.1.3. Provedeni pokusu

Ke zjisténi makroskopickych a mikroskopickych tkanovych zmén jsme pouzili dva
experimentalni modely. Dvéma potkaniim jsme oddélené podavali intraven6zné vodny
roztok laktoferinu. U prvniho z dvojice (Lal) jsme podavali Lf v davce 20mg/kg
kazdych 24 hodin po tfi dny. U druhého jedince (La7) byl Lf podan jednorazové
v davce 50 mg/kg. Aplikace Lf  byla provadéna do postranni ocasni zily pomoci
kanylky a Valu-Setu. Pro usnadnéni aplikace byly zily dilatovany nahfivanim ocasu
V horké vod¢. Po ukonceni podavani Lf byla zvifata uspana intraperitonedlné podanym
roztokem 20% urethanu (5,8 ml/kg) a slouzila koleghm z Katedry farmakologie
K hodnoceni funkcnich parametri srdce. Po ukonceni pokusu jsme tkané fixovali
intraven6ézné¢ podanym paraformaldehydem a nasledné¢ jsme je odebrali

K histologickému vySetfeni.

K dalSimu experimentu bylo pouZzito 14 zvitat, ktera byla nahodné rozdélena do dvou
skupin (po sedmi jedincich). Jedné skupiné byl i.v. aplikovan fyziologicky roztok
(2ml/kg) a druhé skupiné byl i.v. aplikovan roztok Lf (50mg/kg). Tento pokus slouzil ke
zjisténi hodnot malonyldialdehydu v plazmé a k méfeni arterialniho krevniho tlaku.
K méfeni krevniho tlaku byla pouzita Stewartova-Hamiltonova termodilu¢ni metoda.
Malonyldialdehyd byl stanoven biochemickou analyzou. Statistické rozdily mezi
skupinami byly testovany pomoci T-testu za vyuziti softwaru GraphPad Prism verze
4.00 pro Windows, GraphPad Software, (San Diego California USA). Vysledky tohoto
experimentu nam poskytli kolegové z Katedry farmakologie, se kterymi jsme
spolupracovali. Na Katedfe farmakologie probihd vyzkum vlivu Lf na infarkt

myokardu.

4.2. HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

Tkan odebranou pro histologické vySetieni jsme umistili do nadobky s fixacni
tekutinou a oznacili ji ¢islem pod nimz byl vzorek evidovan. Vzorek jsme odvodnili,
projasnili, prosytili parafinem a zalili do parafinu (viz. fixace). Z parafinovych bloc¢ku
jsme pripravili histologické fezy, které jsme dale nabarvili. Obarvené preparaty jsme
zamontovali do Solakrylu. Po zaschnuti byly vzorky pfipraveny pro analyzu svételnou

mikroskopii.
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4.2.1Chemikalie pristroje a nastroje pri histologickém zpracovani

aceton (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
alcianova modf (SIGMA-ALDRICH)

bazicky fuchsin (Loba Feinchemie)

eosin G (MERCK)

ethanol 96% (Lihovar Chrudim a.s.)

ethylenglykol (Lachema Brno)

formol konc. (PENTA-CHRUDIM)

glycerol (ALMA)

hematoxylin (Lachema Brno)

chlorid Zelezity (Lachema Brno)

jodi¢nan sodny (Lachema Brno)

jodid draselny (Lachema Brno)

kyselina fosfomolybdenova (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina chlorovodikovéa (Lachema Brno)

kyselina jodista (Lachema Brno)

kyselina octova (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina pikrovéa (Polskie Oddczynniki Chemiczne)
kyselina octova ledova (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
kysely fuchsin (Fischer Scientific)

parafin (PARAMIX-HOLICE)

pirositi¢itan draselny( Lachema Brno)

siran hlinity (PENTA-CHRUDIM)

sirnatan sodny (Lachema Brno)

Solakryl (Lachema Brno)

svétla zelen (Flusa AG,Switzerland)

xylen (Kulich Hradec Kraloveé)

pH metr (pH 538 WTW)
michacka (MM1, Laboratorni pfistroje Praha)

laboratorni sklo (kadinky, odmérné vélce, pipety apod.)
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kyvety

podlozni a kryci sklicka

sankovy mikrotom ( Leitz-Wetzlar, Reichert)

rota¢ni mikrotom (MPS-2)

svételny mikroskop (Hund Wetzlar VV300)

mikroskop Olympus AX-70 (Olympus Ltd.,Japan)

digitalni kamera Pixeling PL-A642 (Vitana Corp.,USA)
software LUCIA verze 4.71(Laboratory Imaging Prague, CR)

4.2.2. Zpracovani materialu pro histologickou analyzu

Fixace

Fixace je rychlé vysrazeni (denaturace) bilkovin, protoplasmy bun¢k a tkani fixaénimi
prostiedky. Cilem je zabranit samovolnému rozkladu tkané nebo-li autolyze.Ta je
podminéna plisobenim enzymu a vede rychle k markantnim zménam protoplasmy az
k plnému rozkladu bun¢k a tkani. Fixace musi byt Setrna, aby byla zachovana pokud
mozno takova struktura tkané, jakou ma tkan zaziva. Fixace dale nesmi poruSovat
barvitelnost tkané a musi do tkdné€ rychle pronikat. Tkan respektive vzorek tkané je
nutno vlozit do fixace co nejrychleji po odebrani. U celych organt se fixacni roztok
vstiikuje ptimo do cév. Minimalni doba fixace je 24 hodin — zaleZi na velikosti vzorku.

K fixaci jsme pouZzili Bouinovu fixa¢ni tekutinu a formol.

Bouinova fixa¢ni tekutina

Bouinova tekutina patii mezi fixa¢ni prostiedky na bazi kyseliny pikrové. Rychle
pronika tkani a tkan se po fixaci rychle barvi. Priméma doba fixace je 24 hodin a

nedoporucuje se vypirat tkan ve vodé¢, protoZe dojde ke zbobtnani vaziva.
Slozeni:

nasyceny roztok kyseliny pikrové 300 ml

neutralni formol 100 ml

Pied pouzitim se ptidava 3-5 ml kyseliny octové ledové na kazdych 100 ml roztoku.
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Neutralni formol

Neutralni formol je formol neutralizovany od tuc¢inku kyseliny mraven¢i pomoci

uhli¢itanu. K neutralizaci se pouziva praSkovy CaCO3z nebo MgCO;. Nasype se do

lahve s formolem asi do vySe 2-5 cm , obclas se protiepe a béhem nékolika dni je

formol zneutralizovan. Redi se vodou na pozadovanou koncentraci.

Zpracovani vzorku z fixace Bouinovou tekutinou

80 % etanol
aceton
benzen
parafin

zaliti do parafinu

Formol

1 hod

3 x béhem 24 hod
3 X po 10 min

2 x béhem 24 hod

Formol je jednou z nejpouzivanéjsich fixacnich tekutin. 40% roztok formaldehydu

Vv destilované vodé je 100% formol. K bézné fixaci se pouziva 10% ¢i 20% formol.

Formol je dobra fixa¢ni tekutina, dobie pronika tkani a fixovana tkan se dobte barvi.

Doba fixace ve formolu je jeden tyden.

Zpracovani vzorku fixovaneho ve formolu:

70 % etanol
70 % etanol
80 % etanol
90 % etanol
96 % etanol
aceton |
aceton 1l
xylen |
xylen 11
parafin |
parafin Il

zaliti do parafinu

30 min
30 min
3 hod

2 hod
pres noc
30 min
30 min
2 hod

4 hod
pies noc

pies noc

33



Zaliti tkané do parafinu

K zaliti tkan¢ do parafinu se pouziva zkvalitnény a prefiltrovany parafin. Ten se ziska
tak, Ze k ptetavenému parafinu se piida 3-5 g véeliho vosku na 100 g parafinu. Sestavili
jsme kovové komurky, do nichz jsme umistili fixovanou tkan, zalili parafinem a na
horni ¢ast jsme pftilozili plastovou desticku, ktera slouzila jako nosi¢ vzorku. Desticku
jsme oznacili ¢islem vzorku. Po ztuhnuti parafinu jsme blocek ofizli tak, aby vrstva
parafinu kolem vzorku byla Siroka 3-5 mm. Takto ptipraveny blocek jsme ulozili do

oznaceného sacku a dale uchovavali v lednici.

Krajeni parafinovych blocku

Ke krajeni jsme pouzivali sankovy mikrotom (Reichert, Leitz-Wetzlar). Blocek jsme
nejprve nahrubo prokrajeli ke tkani a pomoci mikrometrického Sroubu nastavili
pozadovanou tloustku fezu (2-4um). Rezy jsme prenesli do kapky vody na podloznim
sklicku, které jsme piedem potieli smési glycerolu a bilku, aby se fez na sklicko pftilepil

a zustal fixovan pii dalSim zpracovani.

Smés glycerolu s bilkem
Smés vaje¢ného bilku a glycerolu v poméru 1:1 se uSleha a piefiltruje. K filtratu se

prida maly kousek kafru za ucelem konzervace.

Rezy na podloznim skli¢ku jsme pienesli na elektrickou plotynku predehiatou na 40°C.
Po vypnuti ezl jsme slili pfebytecnou vodu a sklicka oznacili pomoci diamantu Cislem
vzorku. Takto ptipravené preparaty jsme nechali volné uschnout a dale je zpracovavali

barvicimi technikami.

4.2.3. Histologicka barveni pro svételnou mikroskopii

Pii barveni vyuZivame toho, Ze rtizné ¢asti bunék a tkani vazou ruzna barviva, takze je

v mikroskopu zfeteln¢ rozlisSime.
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HEMATOXYLIN A EOSIN

Pouziva se jako zdkladni barveni pro svételnou mikroskopii.

Roztoky:
Hematoxylin Hill

hematoxylin
jodi¢nan sodny
siran hlinity
destilovana voda
ethylenglykol
kyselina octova

Eosin

4049
044
35,29
710,0 ml
250,0 ml
40,0 mi

1 % roztok eosinu v dest.vodé

odparafinovani:

barveni:

odvodnéni:

3 X xylen

96 % ethanol

70 % ethanol
destilovana voda

otfeni sklicek

hematoxylin
pramenita voda
otieni sklicek
eosin

destilovana voda
2 X 96 % ethanol

ethanol — xylen (2:1)
ethanol — xylen (1:2)
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5 min
5 min
5 min

5 min

6-8 min

10 min (modfeni)

2 min

oplachnuti

oplachnuti
3 min

3 min



projasnéni: 3 x xylen 3 min
otfeni sklicek
zamontovani do Solakrylu
vysledek barveni: jadra bun¢k a kolagenni vazivo razove

svalstvo

WEIGERTUV ZELEZITY HEMATOXYLIN - VAN GIESONUV

PIKROFUCHSIN

Roztoky:
Weigertuv Zelezity hematoxylin:

roztok A
96 % ethanol 100,0ml
hematoxylin 1,0ml

Roztok A: Roztok B =1:1

Pikrofuchsin:

Za studena nasyceny roztok kyseliny pikrové

2 % roztok kyselého fuchsinu

cervene

roztok B
destilovana voda
chlorid Zelezity
HCI

pied pouzitim jsme okyselili 1 kapkou 2 % kyseliny octové na 10 ml

odparafinovani: 3x xylen
96 % ethanol
70 % ethanol

destilovana voda

otfeni skli¢ek
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5min
5min
5min

5min

95,0ml
0,69
0,75ml

100,0ml
6,0ml



barveni: Weigertiiv hematoxylin 15-20 min

pramenita voda 5min

destilovana voda oplachnuti

pikrofuchsin 5—10 min

destilované voda oplachnuti (rychle)
odvodnéni: 70 % ethanol oplachnuti (rychle)

80 % ethanol oplachnuti (rychle)

96 % ethanol oplachnuti

96 % ethanol oplachnuti

ethanol — xylen (2:1) oplachnuti

ethanol — xylen (1:2) oplachnuti
projasnéni: 3x xylen 3min

zamontovani do Solakrylu

vysledek barveni: jadra Cervenohnédé
kolagenni vazivo cervené
svalstvo zlute

PAS REAKCE

PAS (Periodic Acid and Schiff) reakce je reakci zaloZenou na oxidaci polysacharidi
kyselinou jodistou (periodic acid) pfi které vznikaji aldehydy které reaguji s Schiffovym

reagens za vzniku tfesSnoveé cerveného zbarveni..

Roztoky:

Kyselina jodista

kyselina jodista 1lg
70 % etanol 100 mi
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Sirnatanova lazen

jodid draselny 109
sirnatan sodny 109
1 N HCI 10g
destilovana voda 125 ml

1 N HCI ( 8 ml konc. HCI do 100 ml dest. vody)

Schiffovo reagens

bazicky fuchsin 1lg

dest. voda 200 ml

IN HCI 20 ml

bezvod. pirosifi¢itan draselny 19

odparafinovani: 3x xylen 5min
96 % ethanol 5min
70 % ethanol 5min
destilovana voda 5min

otfeni sklicek

barveni: kyselina jodista 7min
sirnatanova lazen 30s
70 % ethanol oplachnuti
destilovana voda oplachnuti
Schiffovo reagens 20 min

Schiffovo reagens slit do kyvety s pramenitou vodou
a nechat stat 5 min
pramenita voda 20 min

otfeni sklicek a kontrola v mikroskopu

hematoxilin 45
kysely alkohol diferenciace
pramenita voda 10 min

otfeni sklicek
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odvodnéni: 2 X 96 % ethanol
ethanol — xylen (2:1)
ethanol — xylen (1:1)

projasnéni: 3x xylen

zamontovani do Solakrylu

vysledek barveni: glykogen
jadra

erytrocyty

elasticka vlakna

Zamontovani do Solakrylu

oplachnuti
3 min

3 min

3 min

tresSnove cervené
modie
zluté

Zlutooranzové

Sklicka s obarvenymi preparaty vyjmuta z kyvety s xylenem jsme otieli v okoli tkané.

Poté jsme preparaty prekryli krycim sklickem, na némz byla kapka Solakrylu a nechali

nékolik dni zaschnout.
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5. VYSLEDKY
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5.1. Histologické zhodnoceni

K histologickému zhodnoceni jsme pouzili pti¢né a podélné fezy jednotlivych organd.

Fotodokumentace a digitalizace mikroskopickych nélezi byla provedena pomoci
mikroskopu Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan), digitalni kamerou Pixelink PL-
A642 (Vitana Corp., USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.71 (Laboratory
Imaging Prague, CR).

Jatra

Na zacatku obrazové dokumentace je pro lepsi porovnani nédlezi uveden histologicky

fez fyziologickych jater (obr.3).

LAY (jednorazové podani Lf v davce 50mg/kg)

Na ptehledném prifezu jatry jsme pozorovali normalni umisténi cévniho a zlu¢ového
systému.V sekundarnich laliiccich jater byly napadné rozsifené sinusoidy. V nékterych
byla pfitomna vétsi krevni napln, jiné byly naopak volné. Rozsifeni bylo obzvlasté
patrné pod kapsulou (obr.4). Pii vétsim zvétSeni jsou lépe viditelné piekrvené a

nepiekrvené oblasti (obr.5).

Pii velkém zvétSeni se potvrdily nalezy z predeslého pozorovani. Nejndpadnéjsi byla
vyrazna pénivost cytoplazmy hepatocytii na periferii buiiky. Jadra hepatocyti byla
napadné velika s vyrazné rozlozenym chromatinem. Oproti kontrolnimu preparétu jsme
nalezli vetsi pocet dvojjadernych bun¢k.Vyrazné zmény jsme pozorovali i ve vystelce
jaternich sinusoid. Endotelialni litoralni bunky mély Casto zdufela jadra. Nachazely se
rovnobézné s vystelkou krevni sinusoidy a v nékterych ptipadech byly dokonce
orientovany kolmo k vystelce. Endotelialni vystelka vétsich usekli nebyla pozménéna.
Népadna byla i aktivace Kupfferovych bunék. Nebyly pozorovany patologické zmény
v morfologii erytrocytt, ale dochazelo k jejich atypické kumulaci v rozSiteninach.

Zlu¢ové cesty byly bez nalezu (obr.6).
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V centralni ¢asti hepatocyti okolo jadra byla pozorovana depozita glykogenu, o jehoZ

nalezu jsme se presvédcili pfi barveni technikou PAS (obr. 7).

LA1 (opakované podani Lf v davce 3x 20mg/kg)

Pii mensSim zvétSeni jsme pozorovali zachovalou strukturu jater. Napadné bylo roz§iteni

jaternich sinusoid jako u La7 (obr.8)

Pti detailn&j$im zobrazeni byla patrnd vakuolizace hepatocytl, ktera byla mensi nez u
La7. V jadrech se nachézel rozprostfeny chromatin. Rovnéz jako u La7 jsme pozorovali
dvojjaderné bunky, deposita glykogenu a aktivované Kupfferovy buiiky. Morfologie

erytrocytt byla nezménéna. (obr 9).

Jako vedlejsi nalez jsme pozorovali vakuolizaci jader hepatocytt ( srpkovity tvar), které

pravdépodobné vedly k destrukci bunky (obr.10).

Ledviny

LAY (jednorazové podani Lf v davce 50mg/kg)

V kiife jsme pozorovali téméf normalni morfologickou strukturu. Mirné ptekrveni lze
pozorovat v kapilarnim fecisti glomerulu. Nékteré glomeruly mély zazeny prostor mezi
listy Bowmanova pouzdra. Vyraznéjsi zména byla v distalnich tubulech kortikalnich
nefront. Jejich cytoplazma byla napadné eosinofilni s oplosténim jader. Misty se
vyskytovaly odloucené epitelialni buiiky (obr.11). Na detailnim zobrazeni je patrny

nalez v distalnich tubulech (obr.12).

Na hranici korové a dienové casti jsme pozorovali vyrazné piekrveni intersticialnich

cév (obr.13). Dienova cast nefronu byla bez patologického nalezu.
Pfi barveni technikou PAS jsme pozorovali pozitivni reakci na pfitomnost glykogenu

piedevsim v kortikalni ¢asti tubularniho systému. Pozitivita byla vyrazna na luminalni

stran¢ tubula (obr.14).
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LA1 (opakované podani Lf v davce 3x 20mg/kg)

Pii mensSim zvétSeni jsme v korové ¢asti ledvin pozorovali viditelné piekrveni kapilar
glomerula. Zazeni $térbiny nachazejici se pod epitelem Bowmanova pouzdra bylo
podobné jako u LA7 (obr.15). Na detailu je dobie viditelné utlaceni $térbiny pod

epitelem Bowmanova pouzdra (obr.16).

V tubularnim systému jsme pozorovali mirné zduteni epitelialni vystelky proximalnich
tubula s tendenci rozpadu apikéalniho Gseku. V distalnich tubulech byla mirna
vakuolizace (obr.17). Vakuolizace je 1épe patrna u preparati barvenych technikou

Weigert- van Gieson (obr.18).
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Obr.6 — LA7 — jatra (detailni zobrazeni) — barveni H-E, zv. 400x
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Obr.8 — LA — jatra (piehledny priifez) — barveni H-E, zv. 100x
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Obr.10 — LA - jatra (detailni zobrazeni) — barveni H-E, zv. 400x
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Obr.12 — LA7 - ledvina (detail tubul&rniho systému) — barveni H-E, zv. 400x
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Obr.14 — LAY - ledvina (depozita glykogenu, kortikalni ¢ast) — barveni PAS, zv. 200x
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Obr.16 — LA - ledvina (detail Bowmanova pouzdra) — barveni H-E, zv. 400x

50



Obr.18 — LA — ledvina (vakuolizace v tubulech) — barveni W-G, zv. 400x
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5.2. Zhodnoceni vybranvch parametru

Malonyldialdehyd

Malonyldialdehyd je ukazatel zvySené peroxidace lipidli v plazmé.

Obr.19 — graf hodnot malonyldialdehydu v plazmé u kontroly a po podani Lf

lonyldialdehyd (TBARS) v plazmaé

1.54

umol/l

1.0+

0.5+

0.0

| ]
kontrola laktoferrin

Skupina zvitat, kterym byl i.v. podan Lf (v ddvce 50 mg/kg) vykazovala nizsi hodnoty
koncentrace malonyldialdehydu v plazmé nez kontrolni skupina, které byl i.v. aplikovan

fyziologicky roztok.

Hodnoty arterialniho krevniho tlaku
Obr.20 — graf hodnot arterialniho krevniho tlaku u kontroly a po podani Lf

arterialni tlak

150+ . ’ o
% diastolicky tlak
£ * I pramérny tlak
o0 2 . sy stolicky tlak
504
0 T —
kontrola laktoferrin

Doslo ke statisticky vyznamnému narastu hodnot krevniho tlaku u skupiny zvitat,

kterym byl i.v. podan Lf oproti kontrolni skuping.
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6. DISKUSE
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Laktoferin je protein, ktery se fyziologicky vyskytuje v mnoha tké&nich, organech i
tekutinach lidského téla. Ackoliv je intenzivné studovan, neni jeho funkce v organismu

zcela objasnéna. (6)

Lf ma 260x vyssi afinitu k Zelezu neZ transferin. Vétsina jeho G¢inkd je spojovana se
schopnosti vazat Zelezo. Zelezo se uplatiiuje jako katalyzator reakci, pii kterych vznikaji
reaktivni kyslikoveé radikaly. Tim, Ze je Lf schopen chelatovat trojmocné Zelezo, zamezi
tvorbé reaktivnich radikalt a naslednému poSkozeni organismu. Jsou vSak popsany i
ucinky na Zeleze nezavislé. V soucasné dobé je Lf studovan vzhledem Kk jeho

imunomodula¢nimu a antibakterialnimu ptisobeni. (6,20)

V nasi praci jsme se zaméfili na studium biologického uc¢inku Lf. Sledovali jsme vliv na
histologii jater a ledvin u potkanti, kterym byl Lf podan i.v. . Fyziologicky se Lf dostava
do téla p.o., proto je volba i.v. podani atypickd. Zvolili jsme ji kvili detailnéjsSimu
prostudovani biologické aktivity. Tato oblast neni zatim v literature podrobng&ji

popsana.

Pro studium biologického Géinku jsme zvolili dva modely poddvéni Lf. U prvniho
modelu byl Lf podan jednorazové v davce 50 mg/kg (LA7). Druhému byl Lf podavan
opakované po tii dny (20 mg/kg po 24 hod) (LAL1). Po ukonceni pokusu jsme organy

podrobili histopatologickému vySetieni.

Vyrazné nalezy jsme pozorovali v jaterni tkani. Nékteré patologie se vyskytovaly
shodn¢ u obou sledovanych modeli. Jednalo se o rozsifené jaterni sinusoidy, vyskyt
dvojjadernych bun¢k, zmnoZeni chromatinu v jadie a aktivaci Kupfferovych bunék.
Zmnozeni chromatiu bylo patrn¢ zptisobeno zvySenou proteosyntetickou aktivitou. D.
Legrand et al. uvadi, ze Lf je schopen pusobit jako signalni molekula v burice. Jeho
vazba na povrch burniky spousti diferenciaci, proliferaci a aktivaci (10). Aktivace
makrofagi mohla byt zpisobena imunitni reakci organismu. Bilkovinna struktura Lf ma
antigenni charakter. Je znamo, Ze po i.v. aplikaci je ptevazné mnozstvi Lf (92.8 +/- 9.5
%) do 5 min vychytavano jatry (14). D. Legrand et al. uvadi, ze Lf sam muze aktivovat
makrofagy (10). Tato fakta vysvétluji masivni aktivaci makrofaga v jatrech. U modelu
LA7 jsme pozorovali vyraznou pénivost cytoplazmy hepatocytl na periferii bunck

zpusobenou ziejmé¢ osmotickymi vlivy. Podobny nalez aviak v menSim metitku se
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vyskytoval i u modelu LAl. To ukazuje, Ze vicedavkovy interval podavani Lf je

Vv tomto ohledu Setrnéjsi.

Pti histologickém zhodnoceni struktury ledvin jsme rovnéz odhalili nékteré patologické
nalezy. U obou sledovanych modelt jsme shodné pozorovali piekrvené glomeruly a
zUZeni prostoru mezi glomerulem a Bowmanovym pouzdrem. Tyto nélezy by se mohly
podilet na zhorSeni ¢innosti ledvin a vést napt. k hematurii. Napadné eosinofilni
cytoplazma v distalnich tubulech kortikalnich nefront u LA7 muZze byt rovnéz
disledkem aktivace imunitniho systému. Piekrveni na hranici korové a dieniové Casti

vzniklo pravdépodobné pii odbéru a fixaci.

Srovnani koncentrace malonyldialdehydu v plazmé u kontrolni skupiny a u jedinct,
kterym byl podavan Lf ukézalo, Ze Lf je schopen sniZzovat lipidovou peroxidaci. Toto
sniZzeni vak neni statisticky vyznamné a je ve vztahu ke zdravemu jedinci. Nielsen et
al. uvadi ve svém c¢lanku, ze Lf je diky schopnosti chelatovat Zelezo schopen potlacit
lipidovou peroxidaci u potravin obsahujicich vysoce nenasycené mastné kyseliny (22).
Ke zvyseni krevniho tlaku u skupiny, které byl podavan Lf do$lo z neznamého davodu.
Domnivame se ze to bylo zpusobeno zvySenou cévni rezistenci. Samotny Lf je po i.v.

podani odbouran do 2 minut, proto se na tomto procesu nemohl vyznamné podilet.

V nasi studii jsme podavali Lf pouze i.v. v nefyziologickych davkach a v kratkém
davkovacim intervalu. Zjisténi vyraznych patologickych nalezii by mohlo byt podnétem
pro dalsi studium vlivu Lf na histologickou strukturu a funkci jednotlivych organi. Jiz
diive bylo zjisténo, ze dlouhodobé p.o. podavani Lf hraje dualezitou roli v ovlivnéni
imunity a muze preventivné pasobit pfi vzniku tumoru a metastaz (8,9). Proto by bylo

vhodné studium vlivu Lf podavaného p.o. .
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7. ZAVER

56



V teoretické Casti diplomové prace jsme zpracovali soucasné védecké poznatky o
struktufe, vlastnostech, ucincich a vyuziti laktoferinu. Déale jsme shromdazdili tidaje o
vzniku reaktivnich kyslikovych radikalt, jejich negativnim ptisobeni na organismus a

uplatnéni zeleza pii jejich vzniku.

Provedli jsme experiment, pfi némz jsme podavali i.v. Lf ve dvou déavkovych
schématech. Jednorazové a opakované po tfi dny. Odebrané organy byly podrobeny
histopatologickému vysetieni. Vysledky jsme zdokumentovali a vyhodnotili. PO i.v.
podani laktoferinu u potkana dos$lo k vyraznému poskozeni histologické struktury jater i
ledvin. Soucasné byla provedena studie vlivu Lf na koncentraci malonyldialdehydu a na
hodnoty krevniho tlaku. U jedinci, kterym byl podavan Lf doslo k poklesu koncentrace

malonyldialdehydu v plazmé a k vzestupu hodnot krevniho tlaku.
Tato prace by mohla byt vyuzita pti dals§im studiu biologické aktivity Lf. Zejména by

bylo vhodné stanovit jeho ucinky pii dlouhodobém p.o. podavani v ruznych

davkovacich intervalech

57



SUMMARY

Lactoferin is an 80-kDa iron-binding glykoprotein. It shares a high degree of homology
at amino acid sequence level and also the three dimensional conformation level with
transferin. Both proteins are classified in the family of iron-binding glykoproteins,
named transferin family. Afinity of Lf to iron is about 260times higher than that of
transferin. (1) Lf is present physiologically in exocrine secretions, eg. tears, saliva, milk,
sinovial fluid, seminal fluid and in the secondary granules of neutophils. (6) The precise
function of Lf in organism is considered to be very complex and is still a hot subject of
scientific disputation. Lf was documented to act as antimicrobial, antiinflamatory and
antitumoral agent. (15,17) Another of its properties is ability to inhibit hydroxyl radical
formation via Fenton reaction. (20) Because of good technological properties and it’s

physiological occurence Lf can be used as a therapeutical agent.(6)

In our experiment we studied the influence of Lf on macroscopical and histological
features in liver and kidney of the sewer-rat. We used two-dose model of i.v. Lf
( 50mg/kg in one dose and 3x 20 mg/kg in three days). The tissues of both models were
used for histopatological analysis. We observed significant patological changes in
kidney and liver after i.v. aplication of Lf. Second experiment we made in
cooperation with the Chair of pharmacology and toxikology. We studied the
influence of Lf on concentration of malonyldialdehyd ( marker of lipid peroxidation ) in
plasma and on arterial blood pressure. We observed increase of the arterial blood
pressure and decrease of the concentration of malonyldialdehyd after i.v. aplication of
Lf.

The results of our work can be usefull for the study of biological activity of Lf. There

are only little information about the influence of i.v. Lf on histological structure of

tissues in literature. Our experiment was under the grant GA UK 94/2006/C/Faf.
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