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Abstrakt

Dihydromyricetin (DHM), tézZ ampelopsin, je flavonoidni sloucenina vykazujici Siroké
spektrum pozitivnich u¢inkti na lidsky organismus. Rostlinné vytazky obsahujici tuto
sloueninu byly v tradi¢ni ¢inské mediciné hojné vyuzivany pirevazné pro své
hepatoprotektivni vlastnosti. DHM téz pomaha pfi intoxikaci alkoholem a zmirfuje projevy
kocoviny ¢1 abstinence.

Vzhledem k tomu, Ze se dosud nepodatilo objasnit mechanismus u¢inki DHM na
metabolismus ethanolu, byl proto v této diplomové praci studovan vliv dihydromyricetinu
zapojenych do metabolismu ethanolu.

Byly optimalizovany kultivaéni podminky primarnich hepatocytli izolovanych
z nepremedikovan¢ho a z ethanolem premedikovan¢ho potkana vystavenych pisobeni
EtOH a DHM. Pfi stanoveni miry poSkozeni buné€k zptsobené EtOH v pfitomnosti DHM
nebyl zjistén zadny vyznamny trend protektivniho u¢inku DHM. Na druhou stranu byl
technikou ELISA (stanoveni alaninaminotransferasy) zaznamenan protektivni uc¢inek
ethanolu v hepatocytech kultivovanych v prosttedi EtOH a DHM. Metodou Western blot
s naslednou imunodetekci nebyla zjisténa indukce exprese ADH v hepatocytech. Dale nebyl
zjistén modulacni vliv DHM na aktivitu ADH ve vzorcich hepatocytti ani na aktivitu
purifikovaného enzymu. V souladu s témito vysledky nebyla na mySim modelu prokézéana
schopnost dihydromyricetinu ovlivnit rychlost metabolismu ethanolu. Na zéklad¢ ziskanych
dat lze ptredpokladat, ze deklarované hepatoprotektivni U¢inky DHM pii intoxikaci

alkoholem ziejmé nesouvisi s ovlivnénim aktivity alkoholdehydrogenasy.

Kli¢ova slova: hepatocyty, alkoholdehydrogenasa, flavonoidy



Abstract

Dihydromyricetin (DHM), also ampelopsin, is a flavonoid compound which exhibits
a broad spectrum of positive effects on the human body. Herbal extracts containing this
compound have been widely used in traditional Chinese medicine mainly for their
hepatoprotective properties. DHM also helps with alcohol intoxication and reduces the signs
of hangover or abstinence.

Given the fact that the mechanism of DHM effects on the ethanol metabolism has not
been clarified yet, the effect of dihydromyricetin on the expression and activity of alcohol
dehydrogenase (ADH), one of the most important enzymes involved in ethanol metabolism,
was therefore studied in this thesis.

The cultivation conditions of primary hepatocytes which were isolated from
unpretreated and ethanol-pretreated rats and subsequently exposed to EtOH and DHM were
optimized. While determining the degree of cell damage caused by EtOH in the presence of
DHM, no significant trend in the protective effect of DHM was found. On the other hand,
the protective effect of ethanol in hepatocytes cultivated in EtOH and DHM was detected by
technique of ELISA (the determination of alanine transaminase). The Western blot technique
followed by immunodetection did not detect the induction of ADH expression in
hepatocytes. Furthemore, the modulation effect of DHM on the ADH activity in the samples
of hepatocytes and on the activity of purified enzyme was not found. In compliance with
these results, the ability of dihydromyricetin to influence the metabolic rate of ethanol was
not proved in the mouse model. Based on the obtained data, it can be assumed that the
declared hepatoprotective effects of DHM during alcohol intoxication are unlikely to be

related to affect activity of alcohol dehydrogenase.
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(In Czech)
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1 Uvod

V mnoha ¢astech svéta je uzivani alkoholu soucésti fady kulturnich, ndbozenskych
jeho spotfeba s sebou nese také mnohé zdravotni ¢i socialni problémy. Vice nez
200 patologickych stavii je spojeno s nadmérnym uzivanim alkoholu, jako naptiklad
onemocnéni jater, rakovina, kardiovaskularni onemocnéni ¢i sebevrazdy. Nadmérny pifijem
alkoholu se stal zdvaznym celosvétovym problémem. Podle zpravy Svétové zdravotnické
organizace (WHO) trpi problémy spojenymi s konzumaci alkoholu vice nez 76 miliont lidi
a vice nez 3 miliony lidi ro¢n€ v dusledku toho zemtou.

V boji proti nepiiméiené konzumaci alkoholu je dalezita zejména prevence. WHO se
snazi pfijit s navrhy, které se tykaji predevsim zvySeni povédomi Siroké vefejnosti o tomto
problému, regulace prodeje ¢i dokonce samotné vyroby alkoholu [1]. Také znacna Cast
odborné veiejnosti se touto problematikou zabyva, a to hlavné ve snaze zmirnit projevy
kocoviny ¢i abstinence. Nékteré studie vSak poukazuji na fakt, Ze alkohol v pfiméfeném
mnozstvi mize byt zdravi prospéSny. Predpokladd se, Ze pomaha snizit rizika
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny prsu ¢i v boji proti obezité [2].

Mezi vhodné latky v boji proti G¢inkim této drogy, jak je alkohol velmi casto
oznacovan, se v posledni dob¢ tadi predevsim flavonoidy [3, 4]. Flavonoidy jsou fenolické
slouc¢eniny piirodniho piivodu. Jsou béznou slozkou nasi potravy, nachdzi se v ovoci,
zelening, ofechach ¢i €aji a jsou dobfe zndmy pro své pozitivni i€inky na lidsky organismus.
Jejich antioxidacni, protizanétlivé, antialkoholové, antimutagenni nebo antibakterialni
vlastnosti jsou vyuzivany jiz od pradavna a i1 nyni stale stoupd mnozstvi potravnich doplik
vyrobenych pravé z téchto rostlinnych zdroji [5]. Jejich vlastnosti se odviji od schopnosti
modulovat funkce kliCovych enzymia. Flavonoidy mohou inhibovat ¢i stimulovat
enzymovou aktivitu, indukovat biosyntézu nékterych enzymii nebo byt témito enzymy
metabolizovany. Konkrétné by pak mohly zvySovat aktivitu alkoholdehydrogenasy (ADH)
a aldehyddehydrogenasy (ALDH), enzyml dileZitych pii metabolismu alkoholu, coZ by
vedlo k jeho rychlejsi eliminaci a moZnému novému terapeutickému ptistupu [3, 6].

Ptes vSechny ptiznivé vlastnosti mohou byt n€které flavonoidy také toxické. Studium
interakci flavonoidil s biotransforma¢nimi enzymy je tedy pro pochopeni jejich vlivu na

zdravotni stav velmi dulezité [6].
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1.1 Jatra

Jatra jsou zivotné nezbytnym organem s mnoha neobvyklymi anatomickymi c¢i
jsou svou intenzitou a rozsahem metabolickych, syntetickych, hemopoetickych
a imunologickych aktivit nesmirné univerzalnim orgadnem, maji schopnost regenerace, ale

zaroven se velmi Casto podili na vzniku a progresi mnoha patologickych procesi [7].

1.1.1 Morfologie jater

Jatra jsou se svou primérnou hmotnosti okolo 1500 g hned po kizi druhym nejvétSim
organem lidského téla. Maji Cervenohnédou barvu, jsou dobie prokrvena, mékka, piesto
relativné kiehkd a jsou wulozena vpravé klenbé branicni a presahuji pfes
sttedni ¢aru bfiSni dutiny do levé klenby branic¢ni [8, 9]. Jejich horni plocha je pfimo srostla
s branici, dolni je obracena k organim biiSni dutiny, které zplsobuji vyrazné otisky na
jatrech. Kromé¢ zadni ¢asti jsou jatra pokryta orgdnovou pobiisnici, kterd je chrani a drzi na
misté. Jatra jsou na zéklad¢ pravé a levé jaterni tepny a portalni Zily s naslednymi piitoky
zluCovych kanalkt rozd€lena do Ctyf zietelnych laloki — anatomicky vétsi pravy lalok
(dexter), anatomicky mensi levy lalok (sinister), ¢tvercovy (quadratus) a ovalny (caudatus)
lalok (viz obrazek 1, str. 12) [9].

Jatra maji jedine¢né dvojité zasobeni krve, které v daném okamziku pracuje s asi 13 %
celkového krevniho zasobeni téla, a jatry tak protéka zhruba 1,5 litru krve za minutu. Jaterni
krevni ob&h se rozdéluje na tzv. funkcni (portdlni) a vyzivny (nutritivni). U funkéniho
krevniho obéhu se krev ze stfev, sleziny, pankreatu 1 Zaludku dostavd do jater
pomoci vratnicové zily. Ta se nasledné vétvi az na kapilarni uroven, kdy dosahuje tésné¢ho
kontaktu s jaternimi bunikami a v hepatocytech tak dochdzi k metabolick¢ pfeméné latek
obsazenych v této krvi. Krev je z jater nasledné odvadéna do jaternich Zil pomoci Zzil
centrdlnich. U vyzivného krevniho obéhu se krev bohat4 na kyslik dostava do jater pomoci
jaterni tepny. Jaterni tepna se také po vstupu do jater vétvi aZ na kapilarni Groven a dochazi

tak k zasobeni jaternich bun€k a zlu¢ovych cest kyslikem [10, 11].
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uen! Paohled na viscelarni plochu jater

Obrazek 1: Anatomie jater. Pievzato a upraveno z [12].

Tkan jater je z morfologického hlediska tvofena malymi jednotkami, tzv. jaternimi
lalacky (viz obrazek 2, str. 13). Ty byvaji Casto schematizovany do tvaru pravidelného
Sestibokého hranolu, ktery se ovSem v realnych jatrech nevyskytuje a lalicky maji velmi
nepravidelny tvar. Kazda z téchto zakladnich stavebnich jednotek jaterniho parenchymu je
sloZzena z hepatocytli, které jsou uspofadany do tramcii paprskovité se rozbihajicich od
centrdlni zily. Centralni Zila se nachazi ve stiedu vSech lalickli a je obklopena jaternimi
portalnimi zilami, jaternimi tepnami a zlu€ovody. Tyto cévy jsou pak navzijem spojeny
mnoha kapilarovitymi trubicemi zvanymi sinusoidy. Do jaternich sinusoidl se dostava krev
z vratnicové Zily i jaterni tepny poté, co nejprve projde portobilidrnimi prostory, coz jsou
mista mezi lalic¢ky obsahujici ptedevsim Zlucové kanalky, arterioly, vény a malé mnoZstvi
vaziva. V sinusoidech se tedy nachéazi krev s obsahem metabolitl a krev obsahujici kyslik

a Ziviny, coz zapticinuje stfidani tzv. pracovnich a rekreacnich fazi hepatocytti [9, 13].
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Uvnitt sinusoidd jsou kromé hepatocytti také Kupfferovy bunky, které hraji dilezitou roli
v mononukledrnim fagocytdrnim systému, buiikky endotelové dulezit¢ pro zachovani
homeostazy a Pit buiiky vychytavajici patogeny (viz dale) [14-16]. Soucasti kazdého
jaterniho lalicku je v neposledni fadé také Dissetiv prostor. Jedna se o §térbinu nachazejici
se mezi tramci hepatocytll a sténami sinusoidd s vyskytem Itoovych bunék. Mezi

vvvvvv

a vitaminu A [17].

Sinusoidy

Zluoveé kanalky
Kuptferovy buriky
Sinusoidy

Hepat
kanalky sl

B Zludovod
- Vratnicova Zila
S Jaterni tepna

Obrazek 2: Jaterni laliicek. Prevzato a upraveno z [18].

Hepatocyty

Hepatocyty jsou specializované jaterni epitelidlni buniky, které tvoti asi 80 % objemu
jater. Maji polyedricky tvar, kulovita jadra, jejich primér je asi 20-30 pm a Casto se jedna
o bunky dvoujaderné. V jaternim parenchymu tvofi komplexni trojrozmérné uspotadani
zvané jaterni tramce (viz vyse). Hepatocyty jsou hlavni funk¢ni jaterni buniky, obsahuji velké
mnozstvi organel, diky ¢emuz se podili na Sirokém spektru nejriznéjSich funkci.

V cytoplazmé se nachdzi predev§im mitochondrie dilezité pro vysokou metabolickou
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aktivitu, dobfe vyvinuté hladké endoplazmatické retikulum, které hraje hlavni roli predevsim
pti tvorbé zluovych konkrementli a je také spolu s peroxisomy dulezité pri detoxikaci
exogennich i endogennich latek. Granularni endoplazmatické retikulum je pak zodpovédné
za tvorbu krevnich bilkovin. Dal$imi dalezitymi organelami jsou lysozomy, které jsou
klicové pti degradacCnich a regeneracnich procesech organel a glykosomy, ve kterych jsou
skladovany sacharidy, coz je nezbytné pro regulaci koncentrace glukosy v krvi [10, 11, 13].
Hepatocytarni cytoplazma muze také obsahovat rtizné inkluse, vakuoly ¢i pigmenty (napf.
lipofuscin) [19]. U hepatocytt je dlilezita také jejich polarita. Pokud se kazdéa dospéla, zdrava
buiika nachdzi ve vysoce polarizovaném stavu, je pak schopna zajistit dva protiproudé
prutokové systémy: sekreci a syntézu zluci (zluCovy pol) a ptijem, zpracovani a vylu¢ovani
krevnich sloZek (krevni pol), coZ je klicové pro spravnou funkci celého organismu. Defekty

v polarizaci hepatocytli vedou k vyznamnym patologickym nésledktim [20, 21].

Kupfferovy buriky

Kupfferovy bunky jsou typické makrofdgy nachazejici se uvnitf jaternich sinusoidu.
Tvofi ptiblizn€ 8 % vSech jaternich bunck a 80-90 % vsech tkanovych makrofagi v lidském
téle. Jedna se o buiikky nepravidelného tvaru, jejichz hlavni funkce spociva v zachyceni,
rozstépeni a odstranéni cizorodych latek pirichazejicich portalni krvi z gastrointestinalniho
traktu (GIT). Vznikaji z kmenovych bun¢k kostni dien¢ a diferencuji se pod vlivem
specifickych signalii ¢i se v disledku zanétlivého stavu piimo proliferuji v jatrech [14].
Kupfferovy buiiky jsou dulezitou soucasti vrozené imunity. Po jejich aktivaci dochazi
k vyluéovani tady cytokint, které indukuji zanétlivou odezvu nezbytnou k odstranéni
nezddoucich latek a iniciuji proces hojeni. U pacientli s onemocnénim jater zpusobené
alkoholem (ALD, z anglického ,alcoholic liver disease”) dochdzi ke zvySené produkci
téchto cytokinti. Kromé& produkce cytokinii jsou aktivované Kupfferovy buiiky hlavnim
zdrojem reaktivnich forem kysliku (ROS). V buiikdch mohou byt ROS generovany
enzymem NADPH oxidasou, pficemz nékteré studie ukazuji, Ze prevence produkce ROS
inhibici aktivity NADPH oxidasy by mohla sniZovat poSkozeni jater zplisobené alkoholem

[22, 23].
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Itoovy bunky

Itoovy buiiky (nazyvané také bunky stelarni ¢i lipocyty) jsou dalSim typem
vsestrannych jaternich buné€k nachazejicich se v Disseové prostoru. Tvofi asi 8 % vSech
jaternich bunék a 50-80 % celkového vitaminu A je v lidském organismu skladovano prave
v téchto bunkach. Pii patologickych stavech jater Itoovy bunky zasoby retinolu ztraceji,
zvétsuje se jejich endoplazmatické retikulum, jsou transdiferencovany do bun¢k podobnym
myofibroblastim a syntetizuji velké mnozstvi extracelularnich sloZek jako je kolagen,
proteoglykany, glykosaminoglykany nebo adhezivni glykoproteiny. Nadmérné hromadéni
téchto extracelularnich proteinti vede po jaterni fibrose a cirhose az k iplnému selhani tohoto
organu. Na druhou stranu se v posledni dob¢ ukazuje, Ze tyto bunky jsou dilezité nejen pii
vyvoji jater ale také piiregenerani odpovédi v jiz dospélych jatrech. Produkty aktivovanych
stelarnich bun€k pravdépodobné zmiriiuji poSkozeni a zdroven zvySuji regeneraci

hepatocytt [17, 24, 25].

Endotelové bunky

Buiiky endotelové jsou malé buniky s primérem kolem 6,5 um nachazejici se ve
sténach jaternich sinusoidii a ve vystelce jaternich cév. Tvofii asi 10-20 % vSech jaternich
bunék a jsou jedinymi savéimi endotelovymi buinkami, které nemaji souvislou bazalni
membranu a primdrni ultrastruktura podilejici se na jejich funkCnosti se sklada
z transcelularnich pora zvanych fenestrace, diky kterym umoziuji selektivni propustnost pro
latky prechazejici mezi vnitinim prostfedim jater a krvi. Jsou dualeZité pii endocytoze
a metabolismu Sirokého spektra makromolekul, véetné glykoproteint, lipoproteint a slozek
extracelularni matrix ¢i pfi udrzeni nizkého portalniho tlaku v jatrech. Endotelové buiky
také udrzuji klidovy stav stelarnich bunck, ¢imz brani vyvoji fibrosy. Pfi patologickych
procesech hraji klicovou roli v zahdjeni a progresi chronickych stavli jater C¢i
hepatocelularniho karcinomu, podporuji angiogenezi a vazokonstrikci. Jelikoz se podili na
vétSin€ onemocnéni jater, jsou endotelové buiiky velmi atraktivnim terapeutickym cilem

[15, 26].
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Pit bunky

V jaternich sinusoidach se v neposledni fadé nachazi také tzv. Pit buiky. Pit bunky
jsou v piimém kontaktu s krvi. Casto mohou adherovat na buiiky endotelové. Jedna se
o relativng velké a asymetrické bunky obsahujici specifickéd granula a excentrické jadro. Pro
jejich vysokou cytotoxickou aktivitu proti fadé nadorovych bunécnych linii a morfologickou
podobnost jsou piirovnavany k NK-bunkam krve (pfirozeni zabijaci, z anglického ,,natural

killers*) [16].

1.1.2 Fyziologie jater

Z funkéniho hlediska jsou jatra délena do jednotek zvanych jaterni acinus. Tento
koncept déleni byl poprvé definovan Rappaportem v roce 1954 [27] a je dililezity v popisu
nékterych funkéné-strukturnich vztahl jaterniho lalicku. Jaterni acinus je popisovan jako
dva pomyslné trojuhelniky s vrcholem v centrdlni zile dvou sousednich laltickt
(viz obrazek 3, str. 17). Jaterni portalni Zila a jaterni tepna tuto jednotku zasobuji, a pravé
podle vzdalenosti od téchto distribucnich cév jsou bunky déleny do tfi zon. 1. zona (vnitini)
je zbéna bohatd na kyslik a ziviny a dochazi zde hlavné k oxida¢nim procesim. Hepatocyty
ve vnitini zon¢€ jsou také prvni, které vykazuji morfologické zmény po vystaveni toxickym
latkam Ci pti obstrukcich zlu¢ovych cest. Ve III. zon¢ (vnéjsi) dominuji hlavné redukéni
poskozeni. II. zona (stfedni) se se svymi vlastnostmi i funkcemi podoba vnitini a vnéjsi
oblasti jaterniho acinu.

Ttetim zplisobem rozdé€leni tkané jater mize byt déleni na portalni lalicky, které se
opét popisuji jako pomyslny trojihelnik, jehoz vrcholy jsou ve tfech centrdlnich zilach
a sted se poté nachazi v mist¢ jaterni portélni zily, jaterni tepny a Zlu€¢ovodu (viz obrazek 3,
str. 17) [10].

Jatra plni znacné mnozstvi zivotné dllezitych funkci a hepatocyty jsou tak
pravdépodobné jedny z nejvSestrannéjSich bunék lidského organismu, kdy v jednom
okamziku dokaZi detoxikovat, pfenaset, shromazd'ovat ¢i syntetizovat fadu latek.

Jatra jsou zodpoveédna za metabolismus sacharidi, lipid, aminokyselin i proteind,
jelikoz veskera krev opoustéjici travici systém prochazi jaterni portalni Zzilou. Pii

metabolismu sacharidl je hlavni roli jater udrzet fyziologické rozmezi koncentrace glukosy
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v krvi. Glukosa je v jatrech absorbovand a uchovavana ve formé glykogenu. Pokud je
zaznamenana velmi vysoka hladina glykemie, glukosa slouzi jako substrat pro syntézu
mastnych kyselin a nasledné triacylglyceroli (TAG), naopak pfii jejim poklesu je glukosa
uvolnovana do krve diky rozpadu glykogenu ¢i dochazi ke glukoneogenezi a glukosa je
syntetizovana z necukernych substratt. Metabolismus lipida je dals$i vyznamnou funkci
jater. Hepatocyty uchovavaji nékteré tuky ve formé¢ TAG, syntetizuji lipoproteiny
a cholesterol nebo oxiduji mastné kyseliny. V jatrech také probihaji procesy deaminace,
dekarboxylace a transaminace, coz jsou klicové procesy pii metabolismu aminokyselin.
Transaminaéni reakce jsou katalyzovany enzymy alaninaminotransferasou (ALT)
a aspartataminotransferasou (AST), které byvaji vyuzivany k diagnostickym ucelim pfti

patologickych stavech jater.

Centralni Zzila

Vratnicova Zila
Jaterni tepna
Zlutovod

Jaterni lallicek Portalni laltcek Jaterni acinus

Obrazek 3: Schématické zndzornéni jaterniho laliicku, portdlniho lalicku a jaterniho acinu. Ptevzato

a upraveno z [10].

Kromé€ sacharidii a lipidd jatra skladuji 1 mnoho esencidlnich Zivin, vitaminl
(A, D, E,KaBI12) ¢i mineralt. Také spolu s kiizi a ledvinami syntetizuji aktivni formu
vitaminu D. Diky enzymim (pfedevS§im cytochromy P450), které se v hepatocytech
vyskytuji, jsou jatra dilezitym detoxika¢nim mistem. Metabolizuji xenobiotika, jako jsou
naptiklad Iéky, alkohol ¢i drogy (viz dale), odstranuji z krevniho ob¢hu také hormony
produkované endokrinnimi tkdnémi ¢i je zde degradovan, naptiklad inzulin. Mezi vyznamné
detoxikace probihajici v jatrech patfi také odstrafovani amoniaku za soucasné tvorby
mocoviny. Jatra jsou zodpoveédna za syntézu hned nékolika plazmatickych proteinil véetné
protrombinu, fibrinogenu a albuminu. Je zde syntetizovan také angiotenzin, hormon

podilejici se na udrzovani krevniho tlaku nebo erytropoetin.

17



Mezi exokrinni funkce jater patii produkce zluci. Jednd se o alkalickou tekutinu
slozenou ze smési vody, elektrolytl, zlu¢ovych konkrementt, cholesterolu a bilirubinu, diky
kterému ma nazelenalou barvu. Zlu¢ je skladovana ve Zlu¢niku, kam se dostava pomoci
jaternich Zlu¢ovych cest. Zlu¢nik uvoliuje zlué do dvanactniku, kde dochazi k emulgaci
tukd, ¢imz je usnadnéno jejich traveni a nasledna absorpce. V neposledni fad¢ jsou jatra diky
Kupfferovym bunkam také soucasti imunitniho systému [10, 11, 28].

Pro spravnou funkci jater je kli¢ova rovnovaha mezi bunéénou smrti a regeneraci.
Buné¢na smrt nastava v disledku nekrosy ¢i apoptosy. Pii patologickych procesech se vSak
bunéné mechanismy zapojené do téchto procestt mohou ménit. Apoptosa je napiiklad
zvySena pi1 ALD ¢i1 pfi steatose. Pfi regeneraci, kdy je potfeba nahradit ztracenou jaterni
tkan, jsou tzv. zaplaty klidovych bun¢k stimulovany mediatory vcetné cytokinti, aby se
piesunuly do aktivované¢ho stavu, kdy ristové faktory mohou stimulovat syntézu DNA
a bunécnou replikaci. Pokud jsou hepatocyty velmi poskozeny, mohou v procesu regenerace
vznikat 1 z progenitorovych ¢i kmenovych bunék. Jaterni regenerace je unikatni, uvadi se,

7e naptiklad jatra potkana dokazi nahradit az 60 % svého objemu [11, 29].

1.1.3 Laboratorni vysetreni funkce jater

Testy jaternich funkci mohou byt pouZity pro screening jaterniho onemocnéni, k pfimeé
diagnostice nebo k posouzeni zavaznosti, prognozy ¢i odezvy na lécbu. Pfizakladnim
biochemickém vySetfeni se stanovuji predevSim enzymy — alaninaminotransferasa,
aspartataminotransferasa, vy-glutamyltransferasa (GGT), laktatdehydrogenasa (LDH)
a alkalickd fosfatasa (ALP). Tato stanoveni se n€kdy mohou jevit jako necitliva
a nespecifickd pro diagnostiku, jelikoz napiiklad ke zvySené hladin€ GGT dochazi
u pacientl s ALD nebo u pacientll trpicich horeckou. K odhaleni spravné diagnosy je tedy
vétsinou zapotiebi kombinace nékolika testi. Biochemicka stanoveni, ktera odrazi funkci
jater, jsou shrnuta v tabulce 1 (str. 19).

Aminotransferasy katalyzuji pfenos aminoskupiny z alaninu nebo aspartatu na
2-oxoglutarat. AST je izoenzym lokalizovany v cytoplazmé a mitochondriich nejen v jatrech
ale také vsrdci, ledvinach ¢i v mozku. Vyrazné nizké hladiny tohoto enzymu byly
pozorovany u pacientll trpicich chronickou hemodialyzou. ALT je cytosolicky enzym,

N 24

marker jaternich onemocnéni. ZvySené hladiny aminotransferas mohou byt zpiisobeny ALD,
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virovou hepatitidou, hemochromat6zou nebo hepatotoxicitou vyvolanou Iéky. Mezi méné
Casté pri¢iny pak patii Wilsonova choroba, Addisonova choroba, mentalni anorexie, celiakie
a hypertyre6za. Pomér AST k ALT vétsi nez dva byva uziteCny pii diagnostice ALD
[11,30-32].

Tabulka 1: Fyziologické hodnoty vybranych biochemickych stanoveni pri vySetieni funkce jater.

Ptevzato a upraveno z [11].

Biochemicka stanoveni Fyziologické rozmezi

Celkovy bilirubin 5-17 pmol/1
Konjugovany bilirubin <5 umol/l
Alkalicka fosfatasa 45-115 U/
Aspartataminotransferasa 848 U/l
Alaninaminotransferasa 45-115 U/
y-glutamyltransferasa 948 U/l
Albumin 35-50 g/l
Protrombinovy ¢as 12-16 s

Alkalické fosfatasy jsou skupinou enzymt katalyzujicich hydrolyzu fosfatovych
esteri. Vyskytuji se v placenté, kostech, ledvinach ¢i v jatrech, kde se nachdzi v cytosolu
hepatocytti. Hladina ALP by méla byt testovana za podminek nala¢no. Pokud jsou hodnoty
ALP zvysené, ptri¢inou byvaji predevsim jaterni nddory a obstrukce zlucovych cest. Naopak
nizké hladiny ALP jsou spojeny s hypotyre6zou, hemolyzou nebo stézkou jaterni
insuficienci.

Enzym y-glutamyltransferasa katalyzuje ptenos y-glutamylovych skupin peptidii na
jiné aminokyseliny. Hlavnim cilem testovani GGT je potvrdit zvySené hladiny jaterni ALP,
jelikoz zvySené hladiny y-glutamyltransferasy jsou pfi¢inou stejného spektra jaternich
onemocnéni jako zvySené hodnoty ALP. GGT je spolu se stanovenim bezsacharidového
transferinu dileZity marker alkoholismu.

Laktatdehydrogenasa je cytoplazmaticky enzym, jehoZ vyrazné zvyseni bylo zjist€no
u pacientl s ischemickou hepatitidou [11, 30, 32].

Bilirubin je degrada¢nim produktem hemoglobinu a nekovalentné vazany na albumin
se dostava do jater, kde dochazi ke konjugaci s dvéma glukuronovymi kyselinami a vznika

konjugovany bilirubin, ktery je néasledné¢ vyloucen do Zzluce. Pro zjisténi detoxikaéni
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a extrakéni funkcnosti jater se stanovuje celkovy i1 konjugovany bilirubin. Pacienti
s vyraznou smiSenou hyperbilirubinémii mohou trpét napiiklad hepatitidou infekéniho
puvodu, toxickym poskozenim jater, chronickym poskozenim jater, cirhosou ¢i cholestasou.
Vzestup sérového nekonjugovaného bilirubinu naznacuje Gilbertiv syndrom, hemolyzu,
neefektivni erytropoézu ¢i poukazuje na novorozeneckou zloutenku [11, 30, 33].
Hyperbilirubinemie konjugovand vétSinou znaci nador, zlucovy kdmen nebo pomérné
vzacny Dubintiv-Johnsontiv syndrom [11, 34].

V neposledni fadé patii mezi nejCastéji stanovované parametry funkcnosti jater také
plazmatické proteiny. Hepatocyty produkuji hlavné albumin, o;-antitrypsin, haptoglobin,
ceruloplasmin, transferin a nékolik koagula¢nich faktora. Hladina nékterych proteinti roste
v zavislosti na poskozeni tkané (zanét) a naopak nizsi hladiny obvykle odrazi selhani jater

[11, 30].

1.2 Biotransformace xenobiotik

Diky rozvoji novych technologickych procesii se zac¢ina v zivotnim prostfedi hromadit
¢im dal vice xenobiotik. Xenobiotika (z feckého xenos = cizi, bios = zivot) jsou v organismu
piirozené nevyskytujici se latky, které neplni zadnou fyziologickou funkci a ¢asto maji
naopak negativni dopad na lidské zdravi. Jednd se bud’ o ptirodni slouc¢eniny (sekundarni
metabolity rostlin) nebo cilené¢ vyrobené ¢i odpadni latky (pfedevsim chemicky pramysl),
jako jsou léky, potravinarska aditiva, pesticidy ¢i polutanty Zivotniho prostfedi. VSechny
organismy jsou xenobiotikiim neustale a nevyhnutelné vystavovany a mohou s nimi
interagovat nékolika zplisoby — xenobiotikum s organismem nereaguje a je vylucovano
v nezménéné podobé, xenobiotikum je v organismu akumulovdno a xenobiotikum podléha
biotransformaci 1. faze a/nebo II. faze, pficemz je diky enzymové katalyzované reakci
pfeménéno na latky, které jsou z organismu snadnéji vyluCovany. PoSkozeni lidského
organismu zavisi pfedev§im na toxicité, koncentraci a dob¢é plisobeni dané cizorodé¢ latky
[35-37].

Osud xenobiotika v organismu mé n€kolik fazi. Nejprve dochazi k samotnému vstupu
1é¢iv &i jinych xenobiotik do organismu. Casto se rozli$uji dvé moznosti vstupu —
parenteralni a enteralni. EnterdIni podani zahrnuje vSechny alimentarni cesty (sublingvalni,
oralni a rektalni), zatimco parenteralni aplikace zahrnuje vSechny zpiisoby, které obchazi

gastrointestindlni trakt (intravendzni, intraperitonedlni, intramuskularni, subkutdnni atd.)
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[35]. Nasledn¢ se xenobiotika v zavislosti na svych fyzikalné-chemickych vlastnostech
dostavaji procesem zvanym absorpce predevsim skrze GIT, respiracni systém nebo pokozku
do krevniho tecisté, ¢imz dochazi k distribuci xenobiotik k cilovym buitkdm. Rychlost
distribuce je uréena primarné pritokem krve a rychlosti diftze z kapilar do bunék urcitého
organu nebo tkang. Tyto faktory byvaji ovliviiovany vékem, patologickymi stavy nebo jsou
zavislé na jinych vnéjsich vlivech. Kone¢na distribuce zavisi do zna¢né miry také na afinité
xenobiotika k buiikdm daného organu. K naslednému pronikani xenobiotik do cilovych
buné€k miize dochdzet nc¢kolika zpisoby — aktivnim transportem nebo exo/endocytosou,
volnou difuzi a usnadnénou difuzi, kdy mohou cizorodé latky interagovat s plazmatickymi
proteiny, které plni funkci transportérti (napt. albumin) [35, 36, 38, 39].

V cilovych buiikkach organt ¢i tkani dochazi k metabolické pifeméné xenobiotik
(biotransformace). Biotransformace cizorodych latek je klicovym detoxika¢nim procesem
vSech organismu. Jednd se o diilezity mechanismus pro udrzeni homeostazy a bez téchto
degradacnich reakci by v zéavislosti na vysokych koncentracich ¢i dlouhodobém piisobeni
xenobiotika dochéazelo k nevratnému posSkozeni organismu a jeho naslednému zéniku.
Vysledkem biotransformace je zména fyzikalnich i chemickych vlastnosti cizorodych latek,
zpravidla téch, které podporuji absorpci (lipofilnost) na ty, které podporuji eliminaci
(hydrofilnost). Proces biotransformace je dulezity také ve farmakologii, kdy jsou néktera
léciva biotransformaci naopak aktivovana, coz znamend, ze terapeuticky u¢inek ma az
samotny produkt, metabolit, nikoliv Iék. Enzymové systémy katalyzujici tyto reakce tak
Casto urcuji intenzitu a trvani u¢inku léciv. Dale hraji klicovou roli v toxicité¢ a tumorgenesi,
jelikoz kromée 1€¢iv mohou aktivovat i vétsinu genotoxickych karcinogent. Jedna se o velmi
komplexni enzymovy systém, kdy jeden enzym muze detoxikovat cizorodou latku, zatimco
soucasné zvysuje toxicitu latky jiné [35, 38, 40-42]. Siroka substratova specifita téchto
enzymi umoziuje degradovat také velké mnozstvi endogennich latek, jako jsou naptiklad
steroidni hormony, vitaminy A a D, bilirubin nebo Zlu€ové kyseliny. Obecné jsou tyto
biotransformaéni enzymy syntetizovany konstitutivné, ale nékterymi xenobiotiky mohou byt
také indukovany. Biotransformace probiha pfedevs§im v jatrech, GIT, ledvinach ¢i plicich
a je rozdélovana na dvé hlavni faze — I. faze, derivatiza¢ni a II. faze, konjugacéni [35].

Poslednim metabolickym krokem xenobiotika v organismu je jeho eliminace. Nejvice
xenobiotik je z téla vyluCovano pomoci moci. Cizorodé latky se dale vylucuji ve stolici, ve
vydechovaném vzduchu, v potu, slinidch, slzdch ¢i v matefském mléce. Pokud rychlost

absorpce piekro¢i rychlost eliminace, miize dochdzet k nebezpecnému hromadéni
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xenobiotik a naslednym otravdm organismu. Napiiklad jatra, kosti ¢i ledviny mohou
zadrzovat tézké kovy a latky lipofilni povahy jsou ukladany v tukové tkani [35, 43, 44].
Metabolismu xenobiotik mohou ovliviiovat také environmentalni a genetické faktory.
Tyto faktory mohou indukovat ¢i inhibovat enzymy metabolizujici xenobiotika a mohou
meénit rovnovahu mezi toxikaci a detoxikaci. Mezi environmentélni faktory patfi naptiklad

jiné Iéky, steroidy, dietni faktory, alkohol ¢i cigaretovy kouft [35, 45].

1.2.1 I. faze biotransformace

I. faze biotransformace, nazyvana také jako derivatizacni faze, je proces, pii kterém
dochazi k odhaleni nebo zavedeni polarnich funk¢nich skupin
(napt. -OH, -NH_, -COOH, -SH) u xenobiotik. To obvykle vede k ur¢itému zvysSeni jejich
hydrofilnosti a nasledné vétsi rozpustnosti. Dochéazi tak k menSimu hromadéni xenobiotik
v organismu a jejich snadné&;si eliminaci. Déle jsou tyto metabolity schopny dalSich interakci
a mohou se ucastnit konjugace s aminy, kyselinami ¢i alkoholy v nésledné II. fazi [35, 40].

Do 1. faze biotransformace se fadi oxidace, redukce a hydrolyza. Xenobiotika, ktera
obsahuji ester, amid, thioester ¢i kysely anhydrid jako funk¢ni skupinu, podléhaji hydrolyze
katalyzované piedevSim karboxylesterasami, cholinesterasami a organofosfatasami.
K redukci pak dochazi nejcastéji u nitro- a azo- sloucenin, aldehydi, ketonti, disulfidii nebo
sulfooxidii. Redukce miize probihat enzymaticky (reduktasy) i neenzymaticky [35, 46].
Oxidace je pak nejcastéjsi biotransformacni reakci a nejdilezitéjSimi skupinami enzymi
jsou monooxygenasy, dioxygenasy a peroxidasy, které se nachézi jak v mikrosomalni frakci,
tak v cytosolu. Pfikladem mikrosomalnich oxida¢nich reakci jsou hydroxylace alifatickych
skupin, dealkylace, oxida¢ni deaminace, dehalogenace ¢i tvorba sulfoxidu. Diky
monooxygenasam je zaclenén jeden atom kysliku do molekuly xenobiotika, dioxygenasy
inkorporuji dva atomy. Monooxygenasy se dale jest¢ mohou délit na dvé skupiny —
flavin-obsahujici monooxygenasy, které jsou schopny katalyzovat monohydroxylaci
aromatického kruhu, a oxygenasy se smiSenou funkci, jehoz soucasti jsou cytochromy P450
(CYP), pravdépodobné nejdiilezitéjsi enzymy tcastnici se biotransformacnich procesi. Déle
se mezi enzymy katalyzujici oxida¢ni reakce 1. faze tadi také alkoholdehydrogenasa,
aldehyddehydrogenasa, aldehydoxidasa, xanthinoxidasa nebo tyrosinhydroxylasa [35, 37,
38, 47, 48].
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U xenobiotik obsahuyjicich jiz vhodnou funkéni skupinu, ktera je schopna ucastnit se
konjugaci ve II. fazi biotransformace, prvni faze zcela schazi. Mezi takovéto latky se tadi

naptiklad flavonoidy [47, 49].

1.2.2 Il. faze biotransformace

Pti druhé¢ fazi biotransformacnich reakci, nazyvané také jako konjugacni faze, dochazi
k interakcim mezi endogenni slouCeninou a funkénimi skupinami, které bud byly na
xenobiotiku jiZ pfitomny nebo odkryty ¢i zavedeny ve fazi prvni. Biotransformacni reakce
II. faze zahrnuji glukuronidaci, sulfataci, acetylaci, methylaci, konjugaci s glutathionem za
vzniku kyseliny merkapturové a konjugaci s aminokyselinami (napt. glycin, kyselina
glutamova). Obvykle dochazi ke sniZeni biologické aktivity xenobiotika a vétSinou vedou
tyto reakce také k vyraznému zvySeni jeho hydrofilnosti. Metabolity nemohou difundovat
pfes membrany, jsou aktivné transportovany a sniZzuje se tak mnoZstvi reabsorbované
renalnimi tubuly, coz vede k vétSimu mnozstvi vylou¢eného xenobiotika z téla. OvSem
1 ve druhé fazi biotransformace miize dochazet ke zvyseni biologické aktivity cizorodych
s karcinogennim potencidlem [35, 38, 40]. Reakce druhé faze jsou vyrazné rychlejsi nez
reakce derivatizacni, tudiz rychlost eliminace cizorodych latek je obecné¢ definovéana pouze
I. fazi biotransformace [38]. Tyto konjugacni reakce jsou obvykle katalyzovany enzymy ze
tfidy transferas a stejné jako enzymy prvni faze se nachdzi v mnoha tkanich. Nejvice jsou
vSak obsazeny v jatrech a to predevS§im v endoplazmatickém retikulu a cytosolu bun¢k [35,
40, 50].

Nejcastéjsi konjugaéni reakci je glukuronidace (40—70 % vSech klinickych 1éCiv je
podrobeno glukuronidacnim reakcim). Jednd se o konjugaci s kyselinou glukuronovou
katalyzovanou UDP-glukuronyltransferasou. Ke glukuronidaci dochazi nejcastéji
u alifatickych alkoholli a fenolli, karboxylovych kyselin ¢i u primérnich a sekundarnich
aromatickych a alifatickych amin. Kromé mnoha xenobiotik (napf. paracetamol, morfin)
dochazi ke glukuronidaci i u endogennich sloucenin, jako je bilirubin, steroidni hormony
nebo hormony §titné zlazy [35, 50, 51]. Sulfatace je dal$i vyznamna reakce konjugacni faze
katalyzovana sulfotransferasami. Kofaktorem reakce je 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat
a obecné je produktem ester kyseliny sirové, ktery je dobie rozpustny ve vodé. Mezi nejvetsi

skupiny substrati sulfotransferas patii primarni (napf. ethanol, polyethylenglycol)
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a sekundarni (2-butanol, cholesterol) alkoholy, fenoly ¢i aromatické aminy [52, 53].
Methylace se lisi od vétSiny ostatnich reakci druhé faze, jelikoz snizuje rozpustnost
xenobiotik ve vod¢ a maskuje funkéni skupiny, se kterymi by jinak mohlo dochazet ke
konjugacim s jinymi slou¢eninami. Vyjimkou téchto pravidel byva N-methylace (produktem
jsou kvartérni amoniové ionty) a S-methylace (produktem jsou pozitivné nabité ionty
sulfoxidu), kdy jsou konjugaty rozpustné ve vod¢ a snadno vylucitelné [35]. N-acetylace je
hlavni konjugacni cestou zejména pro xenobiotika obsahujici aromatické aminy nebo
hydrazinové funkéni skupiny. Reakce jsou katalyzovany N-acetyl-transferasami, vyzaduji
acetylkoenzym A jako kofaktor a probihaji mechanismem zndmym jako ,,ping-pong* [54].
Konjugace xenobiotik s glutathionem, ktery je tvofen glycinem, cysteinem a kyselinou
glutamovou, je reakce katalyzovana glutathion-S-transferasami, jejimiz substraty jsou
slouc¢eniny hydrofobni a obsahujici elektrofilni atom, pfedevsim pak epoxidy, nenasycené
ketony, prostaglandiny a steroidy [55, 56]. Glutathion-S-transferasy jsou dulezité pro

ochranu buiky proti oxida¢nimu poskozeni [40].

1.3 Metabolismus alkoholu

Alkohol je spolu s tabdkem nejhojnéji konzumovanou Skodlivou slou¢eninou na svéte,
a prestoze je alkoholismus pomérné¢ castym problémem a silnd konzumace alkoholu
poskozuje témet kazdou tkan a organ lidského téla, vyskyt nékterych patologickych stavii
spojenych s konzumaci alkoholu je az prekvapivé nizky (naptiklad cirhosa jater se vyviji
pouze u zhruba 10-15 % silnych konzumenttt) [57, 58].

Absorpce ethanolu za¢ina jiz 10 minut po jeho poZiti a je absorbovan pfedev§im
v tenkém stieve a Castecné v bi'i$ni duting. Pfitomnost potravy v zaludku snizuje vstfebavani
alkoholu. Ethanol pfechdzi membranami pasivni difuzi a je distribuovan v lidském téle do
vSech tkéni a tekutin v poméru k jejich relativnimu obsahu vody. Ackoli se metabolické
kapacita pro eliminaci alkoholu zna¢né 1i8i, priméma rychlost metabolismu je asi
1 g alkoholu na 10 kg télesné hmotnosti za hodinu (napf. alkoholici pfijimaji cca
200-300 g ethanolu denné). Pokud dochazi k piekroceni této hodnoty, nastdva akumulace
v organismu ndsledovand intoxikaci [35]. Koncentrace alkoholu v krvi je ddna mnozstvim
pozitého alkoholu, pfitomnosti potravy v zaludku, faktory ovliviiujici vyprazdnovani

zaludku a rychlosti oxidace ethanolu. MnoZstvi alkoholu v tkéni zavisi na obsahu vody,
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rychlosti proudéni krve a hmotnosti tkané. Primarné je ethanol vylucovan urinarni eliminaci
¢i vydechem [35, 59].

U lidi je vice nez 90 % pozitého alkoholu eliminovdno metabolickymi procesy
v jatrech (oxidacni cesta) a zbylych 10 % podstupuje neoxidacni cestu v extrahepatalnich
tkanich [60]. Pti oxidacni cesté se ethanol nejprve metabolizuje na acetaldehyd nékolika
enzymatickymi i neenzymatickymi mechanismy. Acetaldehyd je prvni produkt metabolismu
ethanolu. Jedna se o biologicky aktivni slouceninu, kterd je vysoce reaktivni a toxicka.
Indukuje fadu hepatotoxickych a také behavioralnich ucinkd. Oxidace ethanolu na
acetaldehyd je katalyzovéana ptedevsim alkoholdehydrogenasou (viz kapitola 1.3.1, str. 27)
[59, 61].

Spolecné s ADH se na metabolismu ethanolu podili také mikrosomalni
ethanol-oxidujici systém cytochromu P450, konkrétné pak CYP2E1. Tyto enzymy jsou
obsazeny v endoplazmatickém retikulu bun€k, kromé jater se vyskytuji ive stfevech
a mozku a maji spiSe vedlej$i roli v metabolismu alkoholu. Biotransformace se tcastni
piredevsim po jeho chronické konzumaci (CYP2El je indukovan alkoholem) ¢i pfi
nedostatku NAD". Mechanismus reakce se vyrazné odliSuje od mechanismu ADH
(viz obrazek 4, str. 26). Béhem katalytického cyklu CYP2E1 dochazi k produkci znacného
mnozstvi ROS [60, 62—64].

Dalsi enzym, ktery je schopen v ptitomnosti peroxidu vodiku (dodavan piisobenim
NADPH oxidasy a xanthioxidasy) oxidovat alkohol na acetaldehyd, je katalasa. Katalasa se
nachazi v bunécnych peroxisomech a katalyzuje reakci v piipadé€, ze organismus hladovi.
Ve studiich provadénych na potkanech bylo zjisténo, ze inhibitory katalasy snizuji oxidaci
alkoholu na acetaldehyd v mozku, coZ hraje roli ve vyvoji tolerance k alkoholu a jeho
dobrovolné konzumaci [59, 60, 65, 66].

Dalsim krokem je v metabolismu alkoholu oxidace acetaldehydu na acetat. Reakce je
katalyzovéna pfedevsim aldehyddehydrogenasou (viz kapitola 1.3.2, str.29).

V extrahepatélnich tkanich (napft. srdce, slinivka) je oxida¢ni metabolismus minimalni
nebo zcela chybi. Tyto lidské organy tedy metabolizuji ethanol prostfednictvim neoxidacni
cesty. Reakce mezi ethanolem a mastnou kyselinou vedou k tvorbé ethylesteri mastnych
kyselin (FAEE, z anglického ,,fatty acid ethyl esters*) za pfitomnosti FAEE synthasy. FAEE
mohou byt toxické, inhibuji syntézu DNA a proteinl a také slouzi jako marker piijmu
alkoholu poté, co jiz samotny alkohol v krvi neni pfitomny [61, 67]. Pfi vysokych

koncentracich cirkulujiciho alkoholu mize vznikat také fosfatidylethanol. Reakce vyzaduje

25



pritomnost fosfolipasy D, ktera za normalnich okolnosti katalyzuje reakci $tépeni fosfolipida
za vzniku kyseliny fosfatidové a hraje roli v bunééné signalizaci. Degradace
fosfatidylethanolu je pomérné pomald, dochazi k jeho hromadéni v bunéénych membranach
a mize tak ovliviiovat rizné procesy (naptf. membranové vlastnosti, enzymové aktivity ¢i
hladiny signalnich molekul) [59, 68]. K biotransformaci alkoholu mtize dale dochazet
konjugacnimi reakcemi, kdy je alkohol konjugovan s kyselinou glukuronovou za vzniku
ethylglukuronidu ¢i se sulfaitem za vzniku ethylsulfatu. Ethylglukuronid je netékavy ve vodé
rozpustny metabolit, ktery miize byt detekovan naptiklad v potu ¢i vlasech i po del$i dobé
po odstranéni alkoholu. Vyznam konjugace alkoholu se sulfitem neni zcela znam.
Ptredpoklada se, ze sulfatova konjugace piedstavuje vyznamnou metabolickou cestu pro
detoxikaci alkoholu na pocatku vyvojového procesu plodu [53, 59]. Oxidac¢ni a neoxidacni
cesty metabolismu alkoholu jsou navzajem provazany, inhibice ADH ¢i CYP2EI vede ke
zvySeni neoxidacniho metabolismu alkoholu a vyssi produkci FAEE v jatrech a slinivce
bfiSni. Neoxidacni metabolismus ethanolu mize byt vedle oxida¢ni cesty dualezity

v patologii onemocnéni vyvolaného konzumaci alkoholu [61, 66].

H3 04 Hy0
atalas
Peroxisom
ADH ALDH2 .
Ethanol &—= Acetaldehyd o~ ACEtat mepp Krevni
X . obé&h
NAD* NADH NAD* NADH ) _
Cytosol w__/ Mitochondrie

NADPH + H* + O, NADP* + 2 H,0
Endoplazmatické retikulum

Obrdzek 4: Oxidacni cesta biotransformace alkoholu. Enzymy alkoholdehydrogenasa (ADH),
cytochrom P450 2E1, katalasa a aldehyddehydrogenasa (ALDH2) se ucastni metabolismu ethanolu.

Ptevzato a upraveno z [61].

Mezi nejvyznamngj$i nemoci spojené s piijmem alkoholu patii cirhosa jater,

pankreatitida, kardiomyopathie ¢i hematologické, neurologické a psychiatrické poruchy
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[69]. Chronicka konzumace také znacné zvysuje riziko vzniku rakoviny jicnu, dutiny ustni
a jater. Ke karcinogenezi zprosttedkované alkoholem pfispiva cela fada mechanismi —
toxicky ucinek acetaldehydu a/nebo reaktivnich forem kysliku, indukce CYP2E1, inhibice
methylace DNA, abnormalni metabolismus vitaminu A a jeho derivatu kyseliny retinové
[70]. Chronicka konzumace alkoholu zptisobuje priblizné 3,6 % vSech druh nadorovych

onemocnéni [58].

1.3.1 Alkoholdehydrogenasa

Alkoholdehydrogenasa je enzym ze skupiny oxidoreduktas katalyzujici predevs§im
pfeménu primarnich ¢i sekundarnich alkohold, aromatickych alkoholii a hemiacetald na
jejich prislusné aldehydy ¢i ketony. Jedna se o jedny ze zakladnich prokaryotickych
1 eukaryotickych reakci. Na zakladé pozadovaného kofaktoru byvaji tyto enzymy obecné
déleny do tii skupin. ADH spadajici do prvni skupiny vyuZivaji pti katalyze pyrrolochinolin
chinon ¢i kofaktor Fazo, ve druhé skupiné vyuzivaji kofaktoru flavinadenindinukleotidu
a v posledni skuping se nachazi nikotinamidadenindinukleotid- nebo
nikotinamidadenindinukleotidfosfat-dependentni alkoholdehydrogenasy. Zivo&isné,
rostlinné a mikrobialni ADH z této posledni zminéné kategorie mohou byt dale déleny podle
strukturnich a funk¢nich vlastnosti [71, 72].

Funkce ADH se mohou zna¢né odliSovat v zavislosti na organismu, ve kterém se
nachazi — v rostlinach hraji hlavni roli v anaerobnim metabolismu a v produkci atraktanti,
v kvasinkach redukuji acetaldehyd na ethanol (tzv. alkoholova fermentace) a u nékterych
zivoCichil se také zapojuji do metabolismu hormonti [73, 74].

Lidské alkoholdehydrogenasa je hlavni enzym zapojeny do oxida¢niho metabolismu
ethanolu. Jedna se o cytosolicky enzym obsazeny v n€kolika tkdnich, vCetné jater, ledvin,
plic ¢i zaludec¢ni sliznice [72, 75].

ADH pfedstavuje komplexni enzymovou rodinu. Lidskd ADH je homo/heterodimerni
protein skladajici se ze dvou zhruba 40kDa podjednotek. Kazda ze dvou podjednotek savei
ADH obsahuje dva ionty Zn>" — jeden atom zinku s katalytickou funkci a jeden atom zinku
s funkci strukturni. Ton Zn** je tetraedralné koordinovany k histidinovym a cysteinovym
zbytkiim [76]. Podjednotky a, B, y, m, x a ¢ (téZ nazyvand jako p) jsou kodovéany Sesti
ruznymi ttidami gentt (ADHIA, ADHIB, ADHIC, ADH4, ADH5 a ADH6). Dale existuji tii
alelické varianty  podjednotky (1, B2 a B3) a dvé alelické varianty podjednotky v (y1 a y2).
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Lidské ADH enzymy tedy zahrnuji celkem devét podjednotek, z nichz se vSechny mohou
kombinovat jako homodimery a podjednotky a, B, v a jejich alelické varianty mohou mezi
sebou tvofit také heterodimery.

Na zaklad¢ molekularnich podob jsou lidské enzymy z této rodiny rozdéleny do Ctyt
hlavnich tfid. Ttida I obsahuje enzymy ADH1A, ADHIB a ADHIC. ADHIA se mutze
skladat bud’ ze dvou a podjednotek ¢i z a plus  nebo y podjednotky. ADH1B obsahuje bud’
dvé P podjednotky nebo [ plus vy podjednotku a ADHIC se skladda ze dvou
podjednotek y. Tyto enzymy jsou zodpovédné za oxidaci ethanolu a jinych kratkych
alifatickych alkohold. Jsou siln¢ inhibovany pyrazolem a jeho alkylovymi derivaty
(4-methylpyrazolem, ktery se pouziva jako antidotum pii otravé methanolem). Jejich
exprese probihd predevSim v jatrech a nadledvinkdch a nevyskytuji se v mozku. Jejich
enzymova aktivita se 1 u téch, které se od sebe navzajem lisi pouze jedinou aminokyselinou,
znacn¢ odliSuje. Homodimery slozené z podjednotek P> a heterodimery obsahujici alespon
jednu podjednotku 3> jsou velmi aktivni pti oxidaci ethanolu za fyziologického pH. Alelické
varianty ADHIB hraji hlavni roli v etnickych rozdilech pti konzumaci alkoholu a jeho
toxicité.

Ttida II obsahuje enzym ADH4, ktery je tvofen dvéma m podjednotkami. Enzymy
z této tiidy se nachdzi primarné opét v jatrech, kde prednostné oxiduji delsi alifatické
a aromatické alkoholy. Nehraji témét zadnou roli v oxidaci ethanolu ¢i methanolu, ¢imz se
1i$1 od enzymau ttidy I.

Ttida IIT obsahuje enzym ADHS, ktery je sloZzen ze dvou podjednotek y (z tohoto
davodu jsou také nékdy nazyvany jako ,,chi-ADH*). Vhodnymi substraty pro tuto tfidu jsou
alkoholy s dlouhym fetézcem a aromatické alkoholy (napf. cinnamylakohol). Enzymy z této
tfidy jsou pfitomny ve vSech tkanich.

Ttida IV obsahuje enzym ADHG6, ktery je tvofen dvéma podjednotkami ¢ a je
nejaktivnéj$i pii oxidaci retinolu. Enzymy z této tfidy se exprimuji v zaludku a dalSich
oblastech GIT a nenachazi se v dospélych lidskych jatrech [77-79]. Alkohol, ktery se po
oralnim poziti nedostdvd do systémového ob&hu, mize byt oxidovan pfimo v Zaludku.
Zalude¢ni alkoholdehydrogenasa je tedy vyznamna v zavislosti na zpiisobu konzumace.
Velké davky béhem kratké doby zplisobuji vysoké koncentrace ethanolu v zaludku. Podle
nékterych studii Zeny trpici alkoholismem nemaji detekovatelnou zaludecni ADH a hladiny

ethanolu v krvi jsou po peroralnim podani stejné jako po intravendznim. Aktivita Zalude¢ni
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ADH se snizuje za stavu nala¢no. Nekompetitivnim inhibitorem zalude¢ni ADH je naptiklad
aspirin. Vzhledem k ¢etnému vyskytu ADH6 ptredevsim v horni oblast GIT a funkei pfi
pfeméné retinolu (tvorba kyseliny retinové je inhibovana alkoholem a mize vést ke zméné
diferenciace a rastu epitelidlnich bun¢k) se jedna o dilezity enzym, ktery by mohl souviset
s rozvojem nadorového bujeni po chronické konzumaci alkoholu [80].

Pfeména ethanolu na acetaldehyd katalyzovana ADH vyZzaduje kofaktor NAD", ktery
je redukovan dvéma elektrony za vzniku NADH + H'. Redoxni pomér NAD/NADH se tedy
v disledku této oxidace v buiice sniZzuje, coz ma ufinky na jiné metabolické cesty
(glykolyzu, oxidaci mastnych kyselin ¢i glukoneogenezi). Nedostatek NAD" miize byt pro
degradaci ethanolu limitujicim krokem a je tedy dualezita jeho regenerace. Hlavnim
systémem pro reoxidaci NADH + H" je mitochondrilni elektronovy pienosovy systém,
ktery vSak nema dostatecné vysokou kapacitu a Casto tak pii vysSich davkach alkoholu
dochazi  k hromadéni NADH+H'.  Vysoké hladiny redukované  formy
nikotinamidadenindinukleotidu inhibuji aktivitu Krebsova cyklu ¢i stimuluji syntézu

cholesterolu a TAG, coz mlize vést k jaterni steatose [59].

1.3.2 Aldehyddehydrogenasa

Aldehyddehydrogenasa je enzym ze skupiny oxidoreduktas katalyzujici predev§im
preménu alifatickych a aromatickych aldehydu za vzniku karboxylovych kyselin. Kyseliny
jsou polarnéjsi nez odpovidajici aldehyd, coz usnadiiuje jejich vyluCovani. Jedna se o reakce
vyzadujici kofaktor NAD".

Lidskd ALDH je homotetramer s relativni molekulovou hmotnosti 216 kDa [81].
Existuje mnoho forem ALDH, které jsou rozd€leny do deviti hlavnich tfid a kddovany
dvanacti riznymi geny. Aldehyddehydrogenasy maji dvé hlavni funkce. Jsou klicové pro
normalni vyvoj organismu, protoze oxiduji naptiklad retinal na kyselinu retinovou. A chrani
organismus pied potenciondlné toxickymi aldehydy obsaZenymi v potravinach ¢i jinych
xenobiotikach. Na metabolismu acetaldehydu produkovaného b&hem oxidace ethanolu se
pak podili pouze dva enzymy z této rodiny. Konkrétné se jednd o ALDHI1 nachazejici se
v cytosolu buiiky a ALDH2 (viz obrazek 4, str. 26) nachazejici se v mitochondridlni ¢asti
bunék. ALDH2 je exprimovana v jatrech a zaludku, ale vyskytuje se také v jinych tkanich

véetné mozku [66].
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Existuje vysokd individudlni variabilita metabolismu alkoholu, ktera je vétSinou
zpiisobena genetickymi variacemi aldehyddehydrogenasy. Tyto genetické polymorfismy
urcuji trovenn akumulace acetaldehydu po konzumaci alkoholu, a proto maji vliv na
individualni citlivost na jeho toxické ucinky a alkoholismus. Napiiklad asi 50 % Asiati ma
neaktivni formu ALDH apo poziti ethanolu trpi néavaly, bolesti hlavy, tachykardii,
nevolnosti, zvracenim a hyperventilaci [35, 66, 82—-84]. Jako dalsi pfiklad mohou slouzit
nosici neaktivni alely ALDH2*2, ktefi maji zvySené riziko nadorového bujeni jicnu. Tato
inaktivni alela je pomérné bézna u lidi ¢inského, japonského a korejského ptivodu a u lidi
evropského ¢i afrického ptivodu chybi [57].

Mezi inhibitory aldehyddehydrogenasy patii naptiklad 1¢k disulfuram, ktery se také
vyuziva jako doplikovy prostiedek na podporu abstinence, ddle kyanamid, s nimz byly
ovSem spojeny nezadouci ucinky, ¢i nékterd cefalosporinova antibiotika. Inhibitory tohoto
enzymu lze nalézt také v béznych potravinach jako je zeli ¢i houby [38].

Pfesnd rovnovaha mezi rychlosti oxidace ethanolu a acetaldehydu by mohla byt
klicova pti urCovani koncentraci acetaldehydu v bunkach. Malé rozdily v relativnich

aktivitach ADH a ALDH mohou zptsobit vyznamné rozdily v koncentraci acetaldehydu.

1.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou latky ptfirodniho ptavodu s variabilnimi fenolovymi strukturami
nachazejici se naptiklad v ovoci, zelening, €aji nebo ving. Tyto ptirodni produkty jsou dobie
znamy pro své Siroké spektrum pozitivnich u¢inkdi na lidsky organismus. Bylo
identifikovano jiz vice nez 8000 sloucenin flavonoidni struktury. V dnesni dobé jsou jiz
nepostradatelnou  slozkou riznych nutraceutickych, farmaceutickych, 1é¢ebnych
a kosmetickych ptipravki [5, 6].

Zakladni strukturu flavonoidi tvofi flavanové jadro slozené z patnacti uhlikt
spojenych do tii kruht, které se oznacuji jako A, B a C (viz obrazek 5, str. 31). Flavonoidy
se na zakladé stupné oxidace a druhu substituce kruhu C déli na nékolik skupin: flavony,
flavonoly, flavanony, flavanonoly, flavanoly, isoflavony, anthokyanidiny, flavonolignany
a chalkony [5, 85].

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin vyskytujici se ve formé glykosidi,
aglykont ¢i methylovanych derivat. Ve vyssich rostlinach plni mnoho dilezitych funkci.

Jsou zodpoveédné za barvu a vini kvéti ¢i plodd, chrani rostliny pfed riznymi biotickymi
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a abiotickymi stresy, slouzi jako ochrana pied UV zafenim, funguji jako signalni molekuly,
detoxikacni Cinidla, fytoalexiny ¢i mohou slouzit jako antimikrobidlni obranné slouceniny
[5]. Biosyntéza flavonoidi zacind kondenzaci 4-kumaroyl-CoA se tiemi molekulami

malonyl-CoA za vzniku chalkonu, prekurzoru vSech flavonoida [6].

Obrazek 5: Flavanova struktura. Zakladni struktura flavonoidu.

Jedna se o latky, které jsou nedilnou soucasti potravy lidi i zvifat. Flavonoidy jsou
v potravinach obecné zodpovédné za barvu, chut’, prevenci oxidace tuki a ochranu vitamini
a enzymu. Mezi hlavni zdroje patii ovoce a ovocné produkty (napiiklad citrusové plody,
boravky, Sipky a tfesné), zelenina (cibule, Spenat ¢i brokolice), ¢ajové listky, ofechy ¢i
s0joveé boby. Jejich primérny denni piijem v potravé se pohybuje okolo 50-800 mg/den
(naptiklad u vitaminu C je to pouze 70-100 mg/den), coZ jsou hodnoty v porovnani
s hodnotami pouzitymi ve vétSin€ studii velmi nizké, pfiCemz piiprava a zpracovani potravin
jesté dale snizuje mnozstvi obsazenych flavonoidi [85-87].

Flavonoidy maji rozsahlé biologické vlastnosti, které pomahaji sniZzovat riziko
onemocnéni. Byly objeveny ve tficatych letech [85] jako slouceniny vykazujici vyraznou
zpracovavany do formy potravnich dopliku. Jak pfijaté flavonoidy, tak jejich metabolity
mohou branit poskozeni zpisobené ROS nékolika mechanismy: mohou piimo vychytavat
reaktivni meziprodukty, jsou schopny chelatovat dvojmocné kovy, aby nebyly dostupné pro
redoxni reakce, inhibuji enzymy produkujici reaktivni formy kysliku nebo naopak aktivuji
antioxida¢ni enzymy. Volné radikaly jsou reaktivni slouceniny, které se pfirozené produkuji
v lidském téle (nejcastéji se jedna o reaktivni formy kysliku, naptiklad hydroxylové radikaly,
superoxidové anion radikaly ¢i lipidové peroxyradikaly). Mohou mit jak pozitivni G¢inky

(naptiklad na imunitni systém), tak negativni (poskozuji rizné bunécné komponenty, jako
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jsou lipidy, proteiny ¢i DNA). Nerovnovaha mezi produkci ROS a jejich odstranénim je
definovana jako oxidacni stres. Oxidacni stres mize vést k bunéénému posSkozeni, které
souvisi s riznymi patologickymi stavy, jako jsou diabetes mellitus, neurodegenerativni
poruchy (naptf. Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba), chronicka zilni onemocnéni
a starnuti [85, 88-91]. Flavonoidy se tedy pouzivaji jako chemopreventivni nutraceutika
snizujici vyskyt korondrnich onemocnéni srdce, jater jakoz i né€kterych druhti rakoviny.
Antioxidaéni vlastnosti téchto fenolickych sloucenin také souvisi napiiklad s prevenci
tvorby Sedého zakalu a degradaci zluté skvrny. Na druhou stranu mohou také nckteré
flavonoidy plisobit za urcitych okolnosti jako prooxidanty a oxida¢ni poskozeni zplisobovat
[6]. Ptfedpoklada se, ze prooxidacni aktivita je pifimo umérna celkovému poctu
hydroxylovych skupin v molekule flavonoidu [91].

Flavonoidy dale hraji klicové role v antialergennich procesech, kdy inhibuji
uvoliovani histaminu a biosyntézu interleukinu-4 [92]. Jejich antibakterialni vlastnosti jsou
spojeny s inhibici syntézy nukleovych kyselin, zménou permeability membrany c¢i
zeslabenim patogenity mikroorganismil [93]. Mezi dalsi vlastnosti pak patii antivirové, kdy
mohou snizovat infektivitu viru ¢i jeho intracelularni replikaci, protizanétlivé, kdy ucinky
flavonoidu in vitro inhibuji syntézy prozanétlivych mediatorti (napt. cytokinti, C-reaktivnich
proteinil) ¢i protinadorové, kdy inhibuji topoisomerasu I a II, zpomaluji proliferaci bun¢k
a spousti apoptosu [94-96]. Na druhou stranu nékteré studie ukazuji negativni t¢inky téchto
piirodnich slou¢enin na lidsky organismus, které byvaji Casto piehlizeny. Pti vysSich
davkach mohou flavonoidy ptsobit jako mutageny, inhibitory syntézy nékterych hormont
¢i mohou indukovat/inhibovat kli¢ové biotransformacni enzymy. Ve vysokych davkach tak
mohou nepfiznivé U€inky pfevazovat nad t€émi prospéSnymi a je tedy tfeba dbat zvysené

opatrnosti [97, 98].

1.4.1 Interakce flavonoida s biotransformacnimi enzymy

Farmakokinetika jednotlivych flavonoidl je velmi komplexni. Flavonoidy byvaji
obvykle absorbovany v tenkém stieve, nékteré vSak byly povazovany za neabsorbovatelné,
jelikoz jsou vazany na sacharidy ve formé B-glykosidi. Mikroorganismy v tlustém stievé je
ovSem hydrolyzuji na aglykony, u nichz se ocekava lepsi prichodnost stievni sténou. Na
druhou stranu naptiklad quercetin je absorbovan jako glykosid mnohem lépe nez jako

aglykon [99]. VZzdy tedy zaleZi na konkrétni slouceniné a jeji biologické aktivité. Nasledna
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distribuce flavonoidi vyuzivd ATP-(in)dependentni transportéry. Hlavnim mistem
metabolismu flavonoidd je mikroflora tlustého stieva, ktera degraduje flavonoidy na
fenolové kyseliny, a jatra, kde dochdzi ke glukuronidaci, sulfataci nebo methylaci.
Biologicky polocas eliminace konjugovanych flavonoidi je pomérné¢ dlouhy
(23-28 hodin), tudiz pii pravidelném piijmu dochazi k akumulaci flavonoida a k dosazeni
koncentrace, ktera jiz ovliviiuje lidsky organismus. Exkrece flavonoidti probiha biliarni nebo
renalni cestou [6, 87, 99—-101].

JelikoZ flavonoidy casto ovliviiuji vlastnosti farmaceutickych 1é¢iv (sniZuji jejich
terapeuticky uc¢inek nebo zvysuji jejich toxicitu), je pro dal§i vyvoj terapeutik studium
interakci flavonoidl s biotransformaénimi enzymy klicové [102]. Jiz fada studii prokazala
jejich vliv na enzymy podilejici se na metabolismu cizorodych latek. Flavonoidy ovliviiuji
nékolika zplisoby: indukuji expresi nékolika CYP a inhibuyji ¢i stimuluji jejich metabolickou
aktivitu ¢i jsou cytochromy P450 pfimo metabolizovany. Flavonoidy mohou ovliviiovat
metabolismus 1é¢iv praveé indukci specifickych CYP, dale moduluji naptiklad katalytickou
aktivitu xanthinoxidasy i nékterych enzymt druhé faze (naptiklad glutathion-S-transferasy,
N-acetyltransferasy) [6, 103, 104].

Flavonoidy mohou také modulovat aktivitu enzymii zapojenych do metabolismu
alkoholt. Napiiklad quercetin nekompetitivné inhibuje alkoholdehydrogenasu izolovanou
z kvasinky, spolu s resveratrolem inhibuji aktivitu aldehyddehydrogenasy a isoflavanony
(sophoronol 2, sophoraisoflavanon A3 a kenusanon H4) zvySuji aktivitu obou téchto
enzymu jiz v mikromolarnich koncentracich [105-107]. Lidskou ADH inhibuje naptiklad
genistein ¢i daidzen, flavonoidy nachazejici se v s6jovych bobech, isoflavon prunetin a ¢tyti
flavony hydroxyflavon, apigenin, galangin a kaempferol. Nékteré derivaty téchto zminénych
flavonoidii pak neinhibuji samotnou ADH, ale jsou ucinnymi inhibitory ALDH [108].
Konzumace alkoholu se také nedoporucuje soucasné s Cerstvym pomerancovym dzusem
nebo energetickymi napoji (konkrétné Red Bullem), které vyrazné zvysuji koncentrace
acetaldehydu v krvi, zvySuji aktivity ALT 1 AST a inhibuji aktivitu ALDH. Doporucen je
zeleny ¢aj, ktery urychluje metabolismus ethanolu a plisobi preventivné na poskozeni jater
zpiisobené alkoholem [109]. Dihydromyricetin je ovSem stale nejvice diskutovanym

flavonoidem v souvislosti s jeho t€¢inky pisobicimi proti intoxikaci alkoholu (viz dale).
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1.4.2 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (viz obrazek 6, str. 34), nazyvany téz ampelopsin, patfi do rodiny
flavanonolti a byva izolovany pievazné z kmene a listd dvou druhi rostlin. Prvni z nich je
Ampelopsis grossedentata, divoka rostlina bohata na flavonoidy, ktera se v tradicni ¢inské
mediciné pouziva k 1é€bé horecky nebo kasle jiz vice nez stovky let. Fytochemické studie
ukazaly, ze DHM spolu s myricetinem jsou dva hlavni flavonoidy vyskytujici se v této
rostling, respektive obsah DHM (20-30 % w/w) je mnohem vys§i nez obsah myricetinu
(1,5-3,0 % w/w) [110]. Druhou rostlinou z niz je DHM izolovan je Hovenia dulcis, zndma
téz jako ,,rozinkovy japonsky strom*, bézn¢ rostouci ve vychodni Asii — nalézt ji mizeme
v Japonsku, Koreji, Cing, aleiv Himalajich, a to az do 2000 m n. m. Vytazky z této rostliny
patii ve vychodnim svété mezi ptedni hepatoprotektivni ptipravky pouZzivané pti detoxikaci

po otravé alkoholem nebo pti samotné kocoving [3, 111].

OH
OH

OH

OH O

Obrazek 6: Strukturni vzorec dihydromyricetinu.

Jak jiz bylo zminéno, flavonoidy maji mnoho ptiznivych ucink na lidsky organismus.
Také dihydromyricetin vykazuje cCetné farmakologické vlivy. DHM ma antioxidacni
vlastnosti. Je schopen vychytavat volné radikély, inhibovat aktivitu superoxidového anion
radikalu a inhibovat peroxidaci lipida, coz vede ke zmirnéni oxida¢niho stresu a ke stimulaci
bunééné vitality [112]. Dihydromyricetin také snizuje hladinu glukosy v krvi, zlepSuje
inzulinovou rezistenci a zmirfiuje diabetickou kardiomyopatii [113]. Ampelopsin dale
pusobi neuroprotektivné a ziskdvd obrovskou pozornost jako slibné léc¢ivo pro
Alzheimerovu, Parkinsonovu nebo Huntingtonovu chorobu, jelikoz se ptedpoklada, Ze
oxidacni stres je primarnim faktorem u téchto neurodegenerativnich onemocnéni. DHM je
také spojovan s potlatenim hepatocelularniho karcinomu, nemalobunééného karcinomu

plic, osteosarkomu, ovaridlniho karcinomu a karcinomu zaludku [112]. Jeho
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dermatoprotektivni u¢inky jsou pfisuzovany inhibici aktivity tyrosinkinasy a snizovani
mnozstvi melaninu v buikaich. DHM zmirfiuje rast melanomu a chrani pied poskozenim
kiize UV zafenim. Dihydromyricetin se dale pouziva k I€¢bé bakteridlnich infekci,
osteopordzy, astmatu, depresi a poranéni ledvin. Muize také chranit pred kardiovaskularnimi
onemocnénimi a to inhibici tvorby pénovych bunék béhem aterosklerdzy, zvysenim odtoku
cholesterolu, silnou kardioprotekci pti myokardidlni ischemii, arytmii ¢i hypertenzi plicni
tepny [110]. AvSak jedny z jeho nejdalezitéjSich vlastnosti jsou ty, které piisobi proti
ucinktim alkoholu.

Dihydromyricetin vyznamné snizuje chut’ k alkoholu, mé velmi dobry vliv na projevy
abstinence (potlaceni uizkosti a ptecitlivélosti) a nedavno byl také zaznamenan potencionalni
ochranny uc¢inek proti fetdlnimu alkoholovému syndromu. Tyto vlastnosti DHM jsou
pravdépodobné spojeny se skute¢nosti, z2 DHM piisobi jako antagonista receptort GABAA.
V CNS je primarnim inhibi¢nim neurotransmiterem kyselina y-aminomaselnd (GABA)
a hlavnim excitaénim neurotransmiterem je glutamat. EtOH méni rovnovahu mezi
inhibi¢nim a excitatnim neurotransmiterem a zvysSuje inhibici zplsobenou GABAAa
receptorem. Dlouhodobé konzumace alkoholu pak také vede k plasticité tohoto receptoru,
coz prispiva k zavislosti na alkoholu [3, 4, 114]. Ve studiich provedenych na potkanech
DHM potlacuje indukované posSkozeni jater tetrachlormethanem nebo galaktosaminem,
inhibuje aktivitu sérovych enzymt — ALT, AST i LDH, a celkové zmirfiuje poskozeni jater

[112, 113].
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2 Cil prace

Cilem predkladané diplomové prace bylo uréeni vlivu dihydromyricetinu na expresi

a aktivitu alkoholdehydrogenasy za podminek in vitro a in vivo. Pro dosazeni tohoto cile

bylo tfeba splnit ndsledujici dilci ukoly:

premedikovat potkany ethanolem, izolovat hepatocyty a optimalizovat jejich
kultivacni podminky,

urcit miru poskozeni hepatocytii zptisobené EtOH a DHM =za pouziti
stanoveni markerd ALT a AST,

urc¢it vliv DHM na expresi ADH v hepatocytech metodou Western blot
s naslednou imunodetekeci,

stanovit schopnost DHM modulovat aktivitu alkoholdehydrogenasy ve
vzorcich hepatocytt,

sledovat ovlivnéni aktivity ADH dihydromyricetinem s izolovanym
enzymem,

urcit vliv DHM na metabolismus EtOH na mySim modelu.

36



3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

Abcam (UK)
krali¢i protilatka proti alkoholdehydrogenase (ab202951), RAT ALT SimpleStep ELISA kit

APIChem (Cina)

dihydromyricetin

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

aqua pro injectione

Bio-Rad (USA)

Immun-Blot® polyvinylidenfluoridovda (PVDF) membrana, peroxodisiran amonny,

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 10%

BioVendor (Ceska republika)
LALT (GPT) kit, “XAST (GOT) kit, PBiocal standard

Cambrian chemicals (Kanada)

NAD"

Gibco® by life technologiesTM (USA)

fetalni hovézi sérum (FBS), L-glutamin

Fluka (Svycarsko)
2—merkaptoethanol, dodecylsiran sodny (SDS), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Lachema Brno (Ceska republika)
bromfenolova modf, ethanol, glycerol, kyselina chlorovodikova, kyselina octova, methanol,

vinan sodnodraselny

Lach-ner (Ceska republika)
bezvody uhli¢itan sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny,
glycin, hydrogenfosforeCnan draselny, hydrogenfosforecnan sodny, hydrogenuhli¢itan

sodny, chlorid sodny, pentahydrat siranu méd’natého
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Miékarna Pragolaktos, a.s. (Ceska republika)

trvanlivé mléko 0,5%

PENTA s.r.o. (Ceska republika)
dihydrogenfosforecnan draselny, ethanol (96%), Folin-Ciocalteau roztok, hydroxid sodny,

chlorid draselny, siran hofecnaty

ROCHE s.r.o0., Diagnostic Division (Némecko)
kolagen z potkanich ocaski, NADH

Serva (Némecko)

Coomassie brilliant blue R-250, N,N,N‘,N-tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton
X-100

Sigma-Aldrich (USA)

dimethylsulfoxid, dimethylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT), Dulbecco’s
fosfatovy puft  (PBS), ethylenglycol-bis(2-amino-ethylether)-N,N,N’,N -tetraoctova
kyselina (EGTA), glukosa, hovézi sérovy albumin (BSA), chlorid sodny (0,9%), chlorid
vapenaty, insulin, penicilin-streptomycin, rekombinantni kofiska alkoholdehydrogenasa,

SigmaFast tablety, trypanova modf, William’s E medium

Whatman (USA)

filtracni papir, ¢. 3

Zentiva Group, a.s. (Nizozemsko)

albumin, heparin, kolagenasa produkovana bakterii Clostridium histolyticum

3.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy
Discovery (Ohaus Corp., USA)

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

Blotovaci systém

Fastblot B43 (Biometra, Némecko)
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Centrifugy
Centrifuge 5418 (Eppendorf, Némecko); ROTOFIX 32 (Hettich, Némecko); Sigma 2K15
(Sigma, Némecko); Spectrafuge C1301B (Labnet International, Inc., USA)

Elektroforeticka aparatura

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

Injekéni mikrostiikacka

MICROLITER Syringe 702RN (Hamilton, Svycarsko)

Inkubatory

Mini Dry Bath — BS-MINIB-100I (BioMaker, Cina); SANYO COz (Sanyo, Japonsko)
Kapilara potaZzena heparinem

Heparin Na — 75 mm, 60 pl (Keraglass a.s., Ceska republika)

Laboratorni tfepacka

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

Laminarni box

HeraSafe HS18 (Heraeus, Némecko)

Magneticka michacka

Monotherm (Variomag, Némecko)

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

Némecko)

Mikrotitracni desticky
Nunclon™ Multidishes (Schoeller Pharma, Ceska republika)

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

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

Stavebnicové ¢erpadlo

Stavebnicové Eerpadlo SC4 (Vyvojové dily CSAV, Ceska republika)
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Stérka pro tkanové kultury
Cell Scraper (BIOLOGIX Research Company, Cina)

Spektrofotometr
Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, USA); Multiskan GO (Thermo Scientific, USA);
SunriseTM (Tecan Trading AG, Svycarsko)

Vodni lazen

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

Zdroj pro elektroforesu

PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

3.3 Metody

3.3.1 Premedikace potkanu

Jako pokusna zvitata byli pouziti dospéli potkani samci kmene Wistar o hmotnosti
300—400 g a stari 7-12 tydnl. Zvirata byla chovana za standardnich podminek pti volném
piistupu k vod¢ 1 granulované potravé, regulované laboratorni teplot¢ a 12hodinovém
svételném rezimu v akreditovaném zafizeni Farmakologického ustavu 1.LF UK. Potkani
byli rozd€leni po dvou jedincich do dvou skupin. Premedikace probihala ¢tyfi dny podanim
gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg véhy a dva dny byl 20% ethanol ptitomen
také ve vode, kterou méla zvitata k dispozici jako jediny zdroj piti. Kontrolni skupiné bylo
podano gavazi do zaludku 9,7 ml PBS na 1 kg vahy. Pét hodin pfed operaci byla viem
skupinam odebrana potrava.

Prace s pokusnymi zvitaty probé&hla v souladu s vyhlaS8kou Ministerstva zemédélstvi
¢. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvitat a byla schvalena Odbornou komisi pro
praci s pokusnymi zvifaty 1.LF UK.

3.3.2 Izolace hepatocytu

Izolace primarnich hepatocytii z jater potkana probehla standardni dvoustupiiovou

kolagenasovou metodou [115] s drobnymi modifikacemi [116].
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Experiment byl provadén ve spolupréci s Bc. G. Hauptmanovou.

Roztok I: 1,4 M NaCl; 53,7 mM KCI; 8,1 mM MgSQOs; 3,4 mM NayHPO4.12H2O;
4,4 mM KH,PO4

Roztok II: 1,2 M NacCl; 48,3 mM KCI; 9,6 mM KH>POs; 12,0 mM MgSO4
Pracovni roztok A: 26,1 mM NaHCOs3; 0,5 mM EGTA; 11% (v/v) roztok |
Pracovni roztok B: 26,1 mM NaHCO3; 4,0 mM CaCl.2H>0; 11% (v/v) roztok |

Pracovni roztok C (Krebs-Henseleitiv pufr): 23,8 mM NaHCOs; 4,5 mM glukosa;
11% (v/v) roztok II

Pracovni roztoky byly 7 minut probublavany karbogenem (95% O> + 5% CO») a hodnota
pH byla upravena na 7,4.

Nejprve bylo ptipraveno 250 ml pracovniho roztoku A do prvni kadinky v lazni
(EL 20R). Lazen pro jaterni buiky byla temperovana na 37°C. K 150 ml pracovniho
roztoku B bylo ptiddno 50 mg kolagenasy a v 75 ml pracovniho roztoku C bylo rozpusténo
1,0 g albuminu. Potkan byl pfed vlastni izolaci hepatocyti uspan ve sklenéném zvonu
etherem, po usnuti byl fixovan k polystyrenové podlozce a k cumaku mu byla dana kadinka
s vatou pokropenou etherem slouzici k udrzeni etherové narkozy. Nasledné byla rozsttizena
bfiSni dutina, odhrnuta stfeva na pravou stranu ven a organy omyty gazou namocenou ve
fyziologickém roztoku. Do vena cava bylo aplikovano 0,2 ml heparinu. V délce cca 1 cm
byla od tuku ocisténa vena portae, pod kterou byly pinzetou provliéknuty dvé nité — horni nit
byla zavdzana na uzel, dolni nit nebyla zcela utazena. Po této ptipravé byla céva nastiihnuta
o¢nimi nizkami a byla do ni zasunuta kanyla, kterd byla napojena na perfiizni aparaturu
a utdhnuta dolni nit tak, aby kanyla nevypadla. Poté byl pfes kanylu do jater pomoci
stavebnicového Cerpadla (SC4) pustén pracovni roztok A. Ptivod roztoku byl uzavien ve
chvili, kdy doSlo ke zvétSeni a zméné barvy jater. Jatra po odstfihnuti a vyjmuti z dutiny
bii$ni byla v kadince oplachnuta fyziologickym roztokem a nasledn€ umisténa do 14zné, kde
byla dalsi 3,5 minuty promyvéana roztokem A. Nasledné byla jatra 16 minut promyvana
pracovnim roztokem B. Na zavér byla opatrnym krouZivym pohybem vyklepnuta do
plastové kadinky obsahujici 30 ml Krebs-Henseleitova pufru. Suspenze byla ptelita pres
plastovy trychtyt vyloZzeny mulem do plastovych centrifuga¢nich zkumavek

a centrifugovana 3 minuty ptfi 400 otdckach za minutu (RPM) (Sigma 2K15). Po odsati
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supernatantli byly buniky resuspendovany v 5 ml pracovniho roztoku C a opét byla smés za
stejnych podminek centrifugovdna. Nakonec byl odebran supernatant a buniky byly slity do

jedné zkumavky.

Stanoveni poétu bunék v suspenzi a jejich viability

Pro stanoveni poctu bunék byla nejprve suspenze izolovanych hepatocyti 100x
nafedéna pracovnim roztokem C (viz kapitola 3.3.2, str. 40). Do Biirkerovy komirky bylo
odebrano 20 pl této suspenze. Bunky byly pod mikroskopem (LABOVAL 3) pfi zvétSeni
12x5 pocitany v péeti a péti Ctvercich po Sestnacti okénkach. Vysledek se uvadi jako pocet
bunék v milionech na mililitr.

Pro zjisténi viability hepatocytii byl obsah suspenze bun¢k vhodné ziedén pracovnim
roztokem C. Néasledné bylo kapnuto 10 pl bunééné suspenze a 10 pl roztoku 0,4% trypanové
modfi na podlozni sklicko a pod mikroskopem (LABOVAL 3) pii zvétSeni 25x0,5 byly
pocitany zivé a mrtvé bunky v Sestnacti az dvaceti ndhodné vybranych polich. Mrtvé
a poskozené buiiky byly trypanovou modii obarveny na modro. Vysledek se uvadi jako

procentudlni pomér poctu zivych bunék k celkovému poctu bunék hodnocenych.

3.3.3 Kultivace hepatocyt

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

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

Ke kultivaci hepatocyti byly pouzivany sterilni dvacetityijamkové (24-WP)
a Sestijamkové (6-WP) mikrotitracni desticky. VSechny uUkony probihaly za sterilnich
podminek v laminarnim boxu (HeraSafe HS18).

Pred samotnou kultivaci hepatocytlh musi byt vSechny kultivacni desticky rovnomérné
potazeny kolagenem. Kolagen byl rozpustén v 20 mM kyseliné octové, aby jeho vysledna
koncentrace Cinila 1,8 mg/ml. Nejprve bylo tedy davkovano 200 pl do 24-WP a 800 ul do
6-WP roztoku kolagenu. Po zhruba 15 minutach byl kolagen odsat a pro neutralizaci pH byly
jamky v 24-WP promyty 0,5 ml a v 6-WP 2 ml fyziologického roztoku. Aby se zabranilo

vyschnuti jamek, byl fyziologicky roztok odejmut az tésné pied nanesenim bunék.
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Podle ziskanych hodnot poctu a viability hepatocytt (viz kapitola 3.3.2, str. 40), byly
buiiky pfed nanesenim na kultiva¢ni desticky nafedény cca na denzitu 666 667 hepatocytil
na 1,0 ml kompletniho media a nasledn¢ nanaseny v kone¢ném objemu 0,3 ml na 24-WP
(cca 200 000 hepatocytti na jamku) a 1,5 ml na 6-WP (cca 1 milion hepatocytl na jamku).
Hepatocyty maji velkou tendenci usazovat se na dn¢ zkumavek, tudiz je pii jejich nanaSeni
dilezité dbat na dostate¢né promichavani suspenze. Po naneseni hepatocytti byly bunky
ponechany tii hodiny za standardnich kultiva¢nich podminek v inkubatoru (SANYO CO»)
pri 95% vlhkosti, 5% CO; a teploté 37 °C. Poté byly neuchycené hepatocyty odsaty a bylo
piidano 0,3 ml na 24-WP, respektive 1,5 ml na 6-WP, zahtatého (37 °C) kompletniho media.
Po vyméné media byly hepatocyty kultivovany pies noc (cca 21 hodin) v inkubétoru za
standardnich podminek.

Nasledné bylo medium odséato a k buikdm bylo pfidano 0,3 ml na 24-WP, respektive
1,5 ml na 6-WP, zahiatého (37 °C) media bez fetdlniho hovéziho séra s jiz ptislusnymi
testovanymi latkami. Jako testované latky byly pouzity: LPS (lipopolysacharid) ve vysledné
koncentraci 15 pg/ml, ethanol ve vyslednych koncentracich 100, 200, 250, 300, 400,
500 2 800 mM a dihydromyricetin rozpustény v ethanolu ve vyslednych koncentracich
1, 10, 50, 100 a 1000 uM. Ke skupinam, ke kterym bylo piidano medium s ethanolem jako
testovanou latkou, bylo po sedmi hodinach aplikovano 72 pl do 6-WP a 14,4 ul do 24-WP
media bez FBS s piislusnou koncentraci ethanolu z ditvodu jeho vyparovani. VSechny buiiky

byly inkubovany dalsich 15—-16 hodin pfti teploté 37 °C a 5% COx.

3.3.4 Zpracovani hepatocytu po kultivaci

Hepatocyty z 6-WP byly po kultivaci celou dobu udrzovéany v kultivacni desti¢ce na
ledu. Nejprve bylo z kazdé jamky odebrdno medium do jednotlivych mikrozkumavek
(Eppendorf) pro biochemicka stanoveni (viz kapitola 3.3.6, 3.3.7 a 3.3.8, str. 44 a 45). Bunky
po odebrani media byly promyty jedenkrat 2 ml studeného (4 °C) PBS, poté bylo pfidano
0,2 ml opét ledového PBS, ve kterém byly hepatocyty pomoci stérky pro tkanové kultury
(Cell Scraper) uvolnény ze dna jamky a piepipetovany do mikrozkumavky. Hepatocyty
ptislusnych skupin byly vzdy ze tfi jamek 6-WP umistény do jedné mikrozkumavky.
Suspenze byla centrifugovana (Sigma 2K15) 5 minut pii 4 °C a pti 5000 RPM. Peleta byla
thned zmrazena a skladovana v kapalném dusiku.

Hepatocyty z 24-WP byly pouZity pro jina stanoveni (viz kapitola 3.3.5, str. 44).
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3.3.5 Stanoveni zivotnosti hepatocytu pomoci MTT testu

Kolorimetricky MTT test s pouzitim tetrazoliové soli [117] je vyuzivan pro méteni
cytotoxicity a bunééné proliferace. Test detekuje zivé, nikoli mrtvé bunky, a generovany
signal zavisi na stupni aktivace bunék. Princip testu spociva ve Stépeni tetrazoliového kruhu
aktivnimi mitochondrialnimi enzymy (reakce probiha pouze v zivych buiikach) [117].

Nejdtive byla rozpusténa praskova smés MTT v PBS, aby vysledna koncentrace byla
1 mg/ml. Pfipraveny roztok byl poté pétkrat natedén kompletnim mediem bez FBS a byl
temperovan na teplotu 37 °C. Po odsati media z 24-WP bylo do vSech jamek odméfeno
300 pl zahtatého roztoku MTT a destiCky byly inkubovéany v inkubatoru (SANYO CO») pii
5% CO; a teploté 37 °C. Po ttech hodindch byl roztok odsat. Do kazdé¢ jamky bylo nasledné
aplikovano 500 pl dimethylsulfoxidu. Desti¢ky byly kyvavym pohybem promichavany cca
10 minut pti laboratorni teploté€, ¢imz doSlo k rozpusténi krystalkli. Vzorky o objemu 100 pl
byly v duplikatech pieneseny na Cistou 96jamkovou desticku. Byla méfena absorbance pii

540 nm (SunriseTM).

3.3.6 Stanoveni katalytické koncentrace ALT

Alaninaminotransferasa je enzym ze skupiny transferas katalyzujici pfeménu
a-ketokyselin na aminokyseliny pfenosem aminoskupin (viz kapitola 1.1.3, str. 18). Princip
metody je zalozen na reakci mezi L-alaninem a 2-oxoglutardtem za vzniku pyruvatu
a L-glutamatu, ktera je katalyzovana ALT a kofaktorem reakce je pyridoxal-5-fosfat.
Vznikly pyruvat je redukovan na D-laktéat v reakci katalyzované laktdtdehydrogenasou za
soucasné¢ho ubytku NADH, ktery se projevuje poklesem absorbance pii 340 nm. Katalyticka

koncentrace ALT je pak pfimo imérnd tomuto poklesu [118].

Roztok R1: 140 mM Tris pH 7,15; 700 mM L-alanin; > 38,3 pkat/l LDH

Roztok R2: 85 mM 2-oxoglutarat; 1 mM NADH
Ke stanoveni byl pouzit komeréni test (|ALT (GPT) kit). Katalytick4 koncentrace

ALT byla stanovovdana v mediu, které bylo odebrano z 6-WP posledni den kultivace

hepatocytil (viz kapitola 3.3.4, str. 43). Vzdy byly méteny tii vzorky z kazdé skupiny. Pied
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samotnym méienim byly vSechny reagenty vcetné vzorki, standardu a blanku temperovany
na teplotu 37 °C. Roztoky R1 a R2 byly smichany v poméru 4:1. Do kyvety bylo aplikovano
1,0 ml R1+R2 a reakce byla iniciovana pfidanim 100 pl ptislusného vzorku. Po minutové

inkubaci byla méfena absorbance (Cary 60 UV-Vis) pti 340 nm v ¢ase 0, 1, 2 a 3 minuty.

3.3.7 Stanoveni katalytické koncentrace AST

Aspartataminotransferasa je enzym ze skupiny transferas katalyzujici preménu
a-ketokyselin na aminokyseliny pfenosem aminoskupin (viz kapitola 1.1.3, str. 18). Princip
metody je zalozen na reakci mezi L-aspartitem a 2-oxoglutaratem za vzniku L-glutamatu
a oxalacetatu, ktera je katalyzovana AST a kofaktorem reakce je pyridoxal-5-fosfat. Vznikly
oxalacetat je redukovan na L-malat v reakci katalyzované malatdehydrogenasou za
soucasného ubytku NADH, ktery se projevuje poklesem absorbance pii 340 nm. Katalyticka

koncentrace ALT je pak pfimo imérnd tomuto poklesu [118].

Roztok R1: 110 mM Tris pH 7,65; 320 mM L-aspartat; > 13,3 pkat/l maldtdehydrogenasa;
> 13,3 pkat/l LDH

Roztok R2: 85 mM 2-oxoglutarat; | mM NADH

Ke stanoveni byl pouzit komeréni test (FMAST (GOT) kit). Katalytickd koncentrace
AST byla stanovovana v mediu, které bylo odebrano z 6-WP posledni den kultivace
hepatocytl (viz kapitola 3.3.4, str. 43). Vzdy byly méteny tii vzorky z kazdé skupiny. Pied
samotnym méfenim byly vSechny reagenty vcetné vzorka, standardu a blanku temperovany
na teplotu 37 °C. Roztoky R1 a R2 byly smichany v poméru 4:1 (R1:R2). Do kyvety bylo
aplikovano 1,0 ml R1+R2 a reakce byla iniciovana ptidanim 100 pl ptislusného vzorku. Po
minutové inkubaci byla méfena absorbance (Cary 60 UV-Vis) pifi 340 nm v Case

0, 1, 2 a 3 minuty.

3.3.8 Kvantitativni stanoveni ALT metodou ELISA

Metoda ELISA (,,enzyme-linked immunosorbent assay*) je jedna z nejpouzivanéjsich

imunologickych technik. V tomto stanoveni se vyuZziva interakce mezi na jamce zachycenou
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afinitné purifikovanou protilatkou a antigenem (analyt) pfitomném v testovaném vzorku.
Pro detekci slouzi sekundarni protilatka znacena kifenovou peroxidasou. Pro vyvolani se
pridava substrat, tetramethylbenzidin, ktery vytvari modré zbarveni. Pro zastaveni této
reakce je ptfidavana kyselina a dochazi ke zméné barvy z modré na Zlutou. Absorbance
uréend pii 450 nm je ptimo imérna mnozstvi vazaného analytu.

Ke stanoveni byl pouzit komer¢ni test (RAT ALT SimpleStep ELISA kit). Nejprve
byly reagenty temperovany na laboratorni teplotu. Do 96jamkové mikrotitracni desticky
s plochym dnem bylo davkovano po 50 ul ptisluSného vzorku a standardu (rekombinantni
potkani ALT protein). VSechny vzorky byly pfed nanesenim do mikrotitracni desticky
centrifugovany (Centrifuge 5418) pti 1220 RPM po dobu 10 minut. Koncentrace standardu
pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly ndsledovné: 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250;
500 a 1000 ng/ml. Vzorky media byly ziskany z 6-WP posledni den kultivace (viz
kapitola 3.3.4, str. 43) a byly nanaSeny v triplikatech. Do kazdé jamky bylo nésledné
davkovano 50 pl ,,Antibody cocktail“. Mikrotitraéni desticka byla ptikryta folii
a inkubovana po dobu jedné hodiny na tfepacce (SHO-2D) pii 400 RPM za laboratorni
teploty. Nasledné byla kazda jamka promyta 5x 200 ul ,,1X Wash buffer PT*. Poté bylo do
kazdé jamky ptidano 100 pl ,,TMB Development solution* a desticka byla na tfepacce
(SHO-2D) ve tmé inkubovana 10 minut pii 400 RPM. Nakonec bylo do vSech jamek pfidano

100 pl ,,Stop solution* a po minutové inkubaci byla méfena absorbance pii 450 nm.

3.3.9 Stanoveni koncentrace proteinu

Ke stanoveni obsahu proteinii v bunéénych homogenatech byla pouzita modifikace
Lowryho metody. Lowryho metoda zlepSuje méné citlivou biuretovou metodu. Jedna se
o metodu zaloZenou na chelataci méd’natého iontu imidovymi strukturami polypeptidového
fetézce v alkalickém prostfedi, k cemuz piispivd redukce Folin-Ciocalteau ¢inidla (smés
kyseliny fosfowolframové a kyseliny fosfomolybdenové) tyrosinovymi zbytky proteint.
Koncentrace vysledného modie zabarveného produktu se méii spektrofotometricky pii

650 nm [119].

Roztok A: 7,1 mM Na-K-vinan; 0,85 M Na>COs3; 0,45 M NaOH

Roztok B: 78,7 mM Na-K-vinan; 44,5 mM CuS0O4.5H>0; 0,1M NaOH
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Ke stanoveni koncentrace proteinti byly pouzity vzorky, které byly zpracovany podle
kapitoly 3.3.4 (str. 43). VSechny vzorky byly pfipravovany v duplikatech. K 10 pl
bunééného homogenatu bylo pfiddno 190 pl destilované vody. Déle byla ze zasobniho
roztoku BSA o koncentraci 0,1 mg/ml ptipravena kalibracni sada roztokii. Ke vSem
analyzovanym vzorkiim bylo pfidano 200 pl roztoku A, zkumavky byly promichany na
laboratorni tfepacce (Vortex Genius 3) a inkubovany 10 minut ve vodni lazni (TW8 Water
Bath) pti 50 °C. Poté bylo do vSech zkumavek pfidano 20 ul roztoku B, opét promichdno na
laboratorni tfepacce a inkubovano 10 minut za laboratorni teploty. Nakonec bylo ddvkovano
600 pl Folin-Ciocalteauova ¢inidla zftedéného 1:14 destilovanou vodou a posledni inkubace
probéhla pii 50 °C po dobu 10 minut. Absorbance vzorkl byla méfena po ochlazeni na

laboratorni teplotu pii 650 nm.

3.3.10 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecylsiranu sodného

Gelova elektroforesa je jednou z nejrozsitenéjsich elektroforetickych technik. Pti této
separac¢ni metod¢ se proteiny rozdéluji podle své velikosti a elektroforetické pohyblivosti.
Ptitomny dodecylsiran sodny se vdze na proteiny, kterym udava zaporny néboj piimo
umérny jejich velikosti. V elektrickém poli tak proteiny migruji k anod¢é a mohou byt diky

efektu molekulového sita separovany.

Polymeraéni gely: TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 10%

4x koncentrovany vzorkovy pufr: 0,25 M Tris/HCI; 8% (w/v) SDS; 20% (v/v) 2-
merkaptoethanol; 40% (v/v) glycerol; 0,004% (w/v) bromfenolova modf; pH 6,8

Elektrodovy pufr: 0,192 M glycin; 0,025 M Tris/HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3

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

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

Nejprve byly pfipraveny polymeracni roztoky pro gely o sile I mm podle navodu

uveden¢ho od vyrobce. Hustota zesitovani separacniho gelu byla 10 % a hustota
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zaostfovaciho gelu neni vyrobcem uvedena.

Vzorky hepatocytti (viz kapitola 3.3.4, str. 43) byly fedény vodou a vzorkovym pufrem
tak, aby vysledna koncentrace proteinu byla 2 mg/ml. Pfed nandsenim vzorkt do gelu byly
vzorky 5 minut vafeny (Mini Dry Bath — BS-MINIB-100I) a nasledné kratce centrifugovany
(Spectrafuge Mini Centrifuge C1301B). Do kazdé jamky gelu bylo injekéni mikrostiikackou
naneseno 20 pl vzorku (40 pg proteinu) a 5 pl standardu. Jako standard byl pouzit Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards. Do elektroforetické¢ vany (Mini-PROTEAN® Tetra
Cel) naplnéné elektrodovym pufrem byly umistény gely. Sada byla piipojena ke
konstantnimu zdroji elektrického napéti 200 V (PowerPac Basic). Elektroforesa probihala
pfiblizné 60 minut, dokud se ¢elo udavané bromfenolovou modii nedostalo cca 0,7 cm od
spodniho kraje gelu.

Nakonec byl vrchni zaostfovaci gel odstranén a separacni gel byl umistén na dobu
jedné hodiny do barvici lazné. Gel byl odbarvovan ptes noc v odbarvovaci ldzni. Pro metodu

Western blot byl pouzit gel, ktery nebyl barven.

3.3.11 Western blot s naslednou imunodetekci

Western blot, nazyvany také jako metoda otiskli, je metoda, pii které dochazi
k ptfenosu proteinovych molekul z mobilnich fazi na pevnou fazi. Smés se nejprve separuje
na zakladé molekulové hmotnosti, naptiklad gelovou elektroforesou, poté jsou proteiny
pieneseny na membranu béznou difiizi ¢i pomoci elektroprenosu stejnosmérnym proudem.
K detekci proteint dochazi imunochemicky. Membrana je inkubovana se specifickou

primarni protildtkou, kterd je nasledné rozeznana znacenou sekundarni protilatkou.

Prenosovy pufr: 192 mM glycin; 25 mM Tris; pH 8,3

PBS Triton X-100: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NaHPOs; 1 mM NaHPOg;
0,3% (w/v) Triton X-100; pH 7,2

Blokovaci roztok: 5% (w/v) susené odtu¢néné mléko v PBS Tritonu X-100

Vyvolavaci roztok: tableta SigmaFast v 10 ml destilované H,O

Po skonceni elektroforesy byly separacni gely ponotfeny do ptrenosového pufru a pii

laboratorni teploté za stalého michani na tfepacce (SHO-2D) inkubovany 20 minut. Dle
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velikosti  geli  byly mezitim ustfizeny filtracni  papiry (Whatman 3)
a polyvinylidenfluoridovd membrana. PVDF membrana byla aktivovana ponofenim do
methanolu (15 sekund), nasledné¢ do destilované vody (30 sekund) a nakonec do
prenosového pufiru (5 minut). Na spodni kazetu (anoda) blotovaciho ptistroje byly umistény
tfi filtracni papiry namocené v ptenosovém pufiru, PVDF membrana, polyakrylamidovy gel,
dalsi tfi vlhké filtra¢ni papiry (Whatman 3) a nakonec horni kazeta (katoda). Elektroptenos
probihal prvnich 10 minut pfi 0,8 mA/cm? a poté dalich 45 minut pfi 2 mA/cm?.

Po ukonceni elektroptenosu byl gel ponofen na 1 hodinu do barvici 1azné a poté pres
noc do lazné odbarvovaci. Aby se zabranilo nespecifickym interakcim mezi membranou
a primarni protilatkou, byla membrana po dobu jedné hodiny pii 4 °C inkubovéna
v blokovacim roztoku za stalého tiepani (SHO-2D). Pfes noc byla membrana inkubovéana
v 10 ml blokovaciho roztoku s primarni protildtkou za stalého michani pti 4 °C. Primarni
krali¢i protilatka proti ADH byla fedéna dle doporu€eni vyrobece 1:1000.

Nasledujici den byla membrana promyta 4x 2 minuty blokovacim roztokem a poté
byla inkubovana v roztoku sekundarni protilatky po dobu jedné hodiny za stalé¢ho tfepani
(SHO-2D). Sekundarni protilatka (kozi IgG protilatka proti IgG kralika s konjugovanou
alkalickou fosfatasou) byla dle doporuceni vyrobce fedéna v blokovacim roztoku v poméru
1:1428. Po inkubaci byla membrana opét promyta 5x 2 minuty blokovacim roztokem
a 5x 2 minuty PBS Triton-X100. K vizualizaci byla membrana inkubovana ve vyvolavacim
roztoku cca 5 minut ve tm¢. Ponofenim membrany do destilované vody doslo k ukonceni

vizualizace a ususena membrana mohla byt oskenovana.

3.3.12 Stanoveni enzymové aktivity ADH ve vzorcich hepatocytt

Alkoholdehydrogenasa katalyzuje oxidaci ethanolu na acetaldehyd za pfitomnosti
kofaktoru NAD", ktery je redukovan na NADH. Redukovana forma NAD" ma na rozdil od
neredukované absorpéni maximum pii 340 nm. Rychlost reakce byla sledovdna jako
ptirtstek absorbance pti 340 nm v Case.

Pro stanoveni enzymové aktivity byla pouZzita 96jamkova €ird mikrotitracni desticka
s plochym dnem. Do kazdé jamky byla pipetovana reakéni smés obsahujici 82 pnl
0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4, 8 ul 10 mM NAD™ a 50 ul vzorku o vysledné koncentraci
proteinu 1 mg/ml. Vzorky hepatocytii byly ziskany postupem popsanym v kapitole 3.3.4
(str. 43). Koncentrace NADH pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly nasledovné: 0; 0,13; 0,27;
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0,40; 0,53 a 0,67 mM. Reakce byla iniciovana pfidanim 10 pl ethanolu. Nariist absorbance
byl méfen (Multiskan GO) pfi 340 nm kazdé dvé minuty po celkovou dobu cca 1 hodiny pii

37 °C za stalého tiepani.

3.3.13 Stanoveni enzymové aktivity ADH v pritomnosti DHM

Princip tohoto stanoveni byl totoZzny jako postup popsany v kapitole 3.3.12
(str. 49). Do kazd¢ jamky byla pipetovana reakéni smes obsahujici 79 ul 0,1 M fosfatového
pufru o pH 7,4; 8 ul 10 mM NAD™; 50 pl enzymu (rekombinantni kofiskd ADH) o vysledné
koncentraci 0,5; 1; 2 a 3 mg/ml a 3 pl ethanolového roztoku DHM ve vyslednych
koncentracich 10; 100 a 1000 uM. Koncentrace NADH pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky byly
nasledovné: 0; 0,13; 0,27; 0,40; 0,53 a 0,67 mM. Reakce byla iniciovana ptidanim
10 pl ethanolu. Nartst absorbance byl méten (Multiskan GO) pii 340 nm kazdé dvé minuty
po dobu 60 minut pii 37 °C za stalého tiepani.

3.3.14 Stanoveni koncentrace ethanolu a acetaldehydu v krvi mysi

Jako pokusna zvifata byli pouziti dospéli mysi samci kmene C57B1/6 o hmotnosti
20-30 g. Zvirata byla chovana za standardnich podminek pii volném piistupu k vodé
1 granulované potraveé, regulované laboratorni teplot¢ a 12hodinovém svételném rezimu
v akreditovaném zatizeni Centra pokrocilého preklinického zobrazovani 1.LF UK. Mysi
byly zvazeny a rozd¢€leny do Ctyt skupin po péti tak, aby v celkovém souctu mély jednotlivé
skupiny piiblizn€ stejnou hmotnost. Mysi byly néasledné¢ oznaceny na océasku. Poté byl
myS$im podan gavéazi do zaludku bud’ samotny ethanol nebo v kombinaci s DHM: dvéma
skupinam bylo podano v zavislosti na vaze zvifete (260 pl na 20 g vahy) 30% ethanolu
a dalS$im dvéma skupinam roztok 30% ethanolu s dihydromyricetinem ve vysledné
koncentraci 2,5 mM. Po tficeti minutdch byla odebirdna krev prvnim deseti mySim obou
skupin. Po 80 minutach byla odebrana krev zbyvajicim mys$im. Odbér krve probihal tak, Ze
byla my$ nejprve narkotizovana etherem a nasledné ji byla do oka vsunuta kapilara potaZzena
heparinem (Heparin Na — 75 mm, 60 pl). Mikrozkumavky s odebranou krvi byly nasledné
centrifugovany (ROTOFIX 32) 10 minut pfi 15 °C pti 3000 RPM. Po centrifugaci byla

odebrana plazma do novych zkumavek, které byly skladovany v -20 °C. Koncentrace
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ethanolu a acetaldehydu ve vzorcich plazmy byla méfena RNDr. Miroslavou
Bursovou, Ph.D. na Centralni toxikologické klinice, Na bojisti 1771/1 v Praze. Stanoveni
probéhlo pomoci plynové chromatografie.

Prace s pokusnymi zvitaty probéhla v souladu s vyhlaSkou Ministerstva zemédélstvi

¢. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvitrat a byla schvalena Odbornou komisi pro

praci s pokusnymi zvifaty 1.LF UK.
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4 Vysledky

Pro studium stimulacniho vlivu DHM na metabolismus ethanolu byly nejprve
izolovany hepatocyty z nepremedikovaného a z ethanolem premedikovaného potkana
a nasledné¢ vystaveny EtOH v kombinaci s DHM. Mira poskozeni hepatocytii ethanolem
byla kvantifikovana MTT testem a pomoci markeri jaterniho posSkozeni — ALT a AST. Vliv
DHM na ADH byl sledovan na urovni proteinové exprese, protekce aktivity a modulace
enzymove aktivity tohoto enzymu. Finaln€ byl vliv DHM na rychlost metabolismu ethanolu

sledovan na mySim modelu in vivo.

4.1 lzolace hepatocyti

Izolace primarnich hepatocytli z jater potkana probéhla standardni dvoufazovou
kolagenasovou metodou. Na obrazku 7 (str. 52) jsou zobrazena jatra nepremedikované¢ho
a ethanolem premedikovaného potkana po jejich vyjmuti z bfisni dutiny. Z této ilustracni
fotografie lze usoudit, Zze jatra ethanolem premedikovaného potkana vykazuji horsi
morfologii nez jatra nepremedikovaného potkana.

Zivotnost izolovanych hepatocytii stanovena  postupem  popsanym
v kapitole 3.3.2 (str. 40) se u nepremedikovaného potkana pohybovala v rozmezi
80-85 % a u ethanolem premedikovaného potkana byla v rozmezi 70-75 %. Zivotnost

hepatocytl stanovena ihned po izolaci je vyssi u nepremedikovaného potkana.

Obrazek 7: llustracni fotografie jater nepremedikovaného (A) a ethanolem premedikovaného (B)
potkana. Premedikace potkanti probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na
1 kg vahy a dva dny byl 20% ethanol pfitomen ve vodé.
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4.1.1 Optimalizace podminek kultivace potkanich hepatocyti

vystavenych plUsobeni EtOH a DHM

Pii kultivaci primarnich hepatocyti za standardnich kultiva¢nich podminek
(viz kapitola 3.3.3, str. 42) byla po 18 hodinéach kultivace vytvotfena jedna vrstva bungk, tzv.
,monolayer® (viz obrazek 8, str. 53). Takto ptipravené kultury byly pouzity pro dalsi
experimenty.

Standardni kultivace primarnich hepatocytli byla v zdvislosti na ucelu vlastniho
pozorovani modifikovana pouZitim kompletniho media obohaceného o LPS, ethanol
a dihydromyricetin. LPS ve vysledné koncentraci 15 pg/ml a ethanol ve vyslednych
koncentracich 100; 200; 250; 300; 400; 500 a 800 mM byly ptidavany k hepatocyttim
izolovanym z nepremedikovaného potkana. LPS je zndmy a bézné vyuzivany pro své
hepatotoxické vlastnosti, jelikoz je schopen tvofit stabilni prostfedi oxidativniho stresu, ¢imz
dochazi k navozeni apopticko-nektrotickych zmén u hepatocytii [120]. LPS tak v této praci
slouzil pouze pro srovnani irovné hepatotoxicity. Byla tedy porovnavana zivotnost bung¢k,
které byly kultivovany v mediu s ethanolem a Zivotnost bunck, které byly kultivovany
v mediu s LPS. Dihydromyricetin rozpustény v ethanolu byl k hepatocytim izolovanym
z nepremedikovaného 1 z ethanolem premedikovaného potkana pfidavan spolu

s kompletnim mediem ve vyslednych koncentracich 1; 10; 50; 100 a 1000 uM.

Obrdzek 8: Mikrofotografie primarnich hepatocytii izolovanych z nepremedikovaného potkana.
Representativni obrazek bunék tvoticich tzv. ,,monolayer* pfi 18hodinové kultivaci za standardnich

podminek. Mikroskop Leica DM IL LED, dvacetinasobné zvétSeni.
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Pti pozorovani bunék inverznim mikroskopem po 8 a 24 hodinach kultivace v mediu
obohaceného o ethanol bylo sledovano, ze hepatocyty vystavené ptisobeni 100-250 mM
ethanolu byly po kontrole (medium bez pfidané¢ho ethanolu) v nejlep$im stavu, co se tyka
jejich morfologie, zivotnosti a schopnosti tvofit tzv. ,,monolayer. Pfi pouziti koncentrace
ethanolu 300400 mM zivé hepatocyty vyrazné ubyvaly a pievazovala zde nekrosa
(u koncentrace 400 mM v obou casovych bodech, u koncentrace 300 mM pouze po
24 hodinach, po 8 hodindch byly jesté¢ vitdlni). Koncentrace ethanolu 500 mM (po
24 hodinéch) a koncentrace 800 mM byly pro hepatocyty jiz fatalni. V zavislosti na viabilité
hepatocytt stanovené pomoci MTT testu (viz obrazek 9, str. 54), dle pozorovani bunék pod
inverznim mikroskopem a v porovnani s buitkami kultivovanymi v mediu s LPS byla uré¢ena
koncentrace ethanolu 300 mM jako nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty, jelikoz jiz pti této
koncentraci byly ovlivnény vlastnosti hepatocytti, pficemz stidle nedochazelo k jejich

vyrazné apoptose ¢i nekrose.
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Obrdzek 9: Stanoveni Zivotnosti hepatocytii izolovanych z nepremedikovaného potkana. Zivotnost
byla stanovena pomoci MTT testu u hepatocytti kultivovanych ve 24-WP po 24 hodinach. Jako
kontrola slouzila skupina bunék, kterd byla kultivovdna v mediu bez ptidaného ethanolu
(100% zivotnost). Dalsi skupiny byly kultivovany v mediu s pfidanym 15 pg/ml LPS nebo
ethanolem ve vyslednych koncentracich 100-800 mM.
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Pti sledovani hepatocytti po 19 hodinach kultivace v mediu s/bez EtOH obohaceném
o flavonoid bylo pozorovano: u hepatocytli vystavenych ptisobeni DHM o koncentraci
1 a 10 uM nebyla pozorovdna zadnd vyrazna zména, u koncentraci DHM 50 a 100 uM
dochazelo k ubytku zivych hepatocytl a koncentrace 1000 pM byla pro vétSinu hepatocyta
fatalni (viz obrazek 10, str. 55). Opét bylo v zavislosti na Zivotnosti bunék stanovené pomoci
MTT testu a dle pozorovani hepatocytti pod inverznim mikroskopem urceno koncentraéni
rozmezi dihydromyricetinu 1; 10; 50 a 100 uM jako nejvhodné&j$i pro dalsi ucely

experimentu, jelikoz pfi téchto koncentracich nedochazelo k vyrazné apoptose ¢i nekrose.
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Obrazek 10: Representativni snimky primarnich hepatocytu pri kultivacni expozici EtOH a DHM.
Kultivace bunék izolovanych z nepremedikovaného potkana probihala 19 hodin v mediu
s dihydromyricetinem rozpusSténym v ethanolu o vyslednych koncentracich 0 uM (snimek A),
50 uM (snimek B) a 1000 pM (snimek C). A kultivace bunék izolovanych
z ethanolem premedikovaného potkana probihala 19 hodin v mediu s dihydromyricetinem
rozpusténym v ethanolu o vyslednych koncentracich 0 uM (snimek D), 50 uM (snimek E)
a 1000 uM (snimek F). Premedikace potkani probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml
40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20% ethanol ptitomen ve vod€. Mikroskop Leica DM IL

LED, dvanactinasobné zvétSeni.

4.2 Stanoveni miry poSkozeni hepatocytl

Vsechna dal$i stanoveni viability bunék probéhla na primarnich hepatocytech
kultivovanych pfi optimalizovanych podminkach — v mediu obsahujicim 300 mM ethanol

a ethanolovy roztok dihydromyricetinu ve vyslednych koncentracich 1; 10; 50 a 100 uM.
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4.2.1 Stanoveni zivotnosti hepatocyti pomoci MTT testu

Byl sledovan vliv ptidanych latek ethanolu a dihydromyricetinu do media na viabilitu
bun¢k. Viabilita hepatocytl byla stanovena pomoci MTT testu na 24-WP po 24 hodinach
kultivace s EtOH a DHM (viz kapitola 3.3.5, str. 44). Jako kontrola slouzil vzorek
hepatocytt kultivovanych v mediu za standardnich podminek bez ptitomnosti EtOH a DHM
(100% zivotnost).

Dle ziskanych hodnot byly pozorovany rozdily v zivotnosti u jednotlivych skupin
hepatocytt. U hepatocytli izolovanych z nepremedikovaného potkana a kultivovanych
vmediu bez ethanolu DHM se se vzrastajici koncentraci snizuje spontanni rozpad
hepatocytti. Nejvyssi hepatoprotektivni efekt je pozorovan u koncentrace DHM
50 a 100 uM. U hepatocytl izolovanych z nepremedikovaného potkana a kultivovanych
v mediu s ethanolem piisobi ethanol spiSe protektivné a DHM tento efekt v koncentracich

10 a 50 uM stabilizuje (viz obrazek 11, str. 56)
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Obrdzek 11: Stanoveni Zivotnosti hepatocytii izolovanych z nepremedikovaného potkana. Zivotnost
byla stanovena pomoci MTT testu u hepatocyti kultivovanych ve 24-WP v mediu za standardnich
podminek bez testovanych sloucenin (100% Zivotnost), v mediu obsahujicim 300 mM ethanol

a v mediu obsahujicim ethanol s rozpusténym DHM o koncentracich 1-100 pM.
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Hepatocyty izolované z ethanolem premedikovaného potkana mély v porovnani
s hepatocyty izolovanymi z nepremedikovaného potkana celkov€é sniZzenou Zivotnost
ptiblizné o 10 %. Ethanol pfidany do media k hepatocytim izolovanym z ethanolem
premedikovaného potkana plsobi spiSe hepatotoxicky a ptidany DHM k téze skupiné

nevykazuje vyrazné ovlivnéni zivotnosti (viz obrazek 12, str. 57).
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Obrazek 12: Stanoveni Zivotnosti hepatocytii izolovanych z potkana premedikovaného ethanolem.
Premedikace potkanii probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy
a dva dny byl 20% ethanol pfitomen ve vodé. Zivotnost byla stanovena pomoci MTT testu
u hepatocytti kultivovanych ve 24-WP v mediu za standardnich podminek bez testovanych sloucenin
(100% zivotnost), v mediu obsahujicim 300 mM ethanol a v mediu obsahujicim ethanol

s rozpusténym DHM o koncentracich 1-100 pM.

4.2.2 Stanoveni katalytické koncentrace ALT

Nejprve byl sledovéan vliv ethanolu a dihydromyricetinu na viabilitu bun¢k metodou
MTT. Poskozeni hepatocyti bylo déale sledovano pomoci mnozZstvi uvolnéné
alaninaminotransferasy, ktera se vyuziva jako marker jaternich onemocnéni. Stanoveni

probéhlo v mediu, které bylo odebrano posledni den kultivace z 6-WP (viz kapitola 3.3.6,
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str. 44) a pro uréeni katalytické koncentrace ALT bylo pouzito komeréniho testu ("ALT
(GPT) kit).

Dle vypocitanych hodnot katalytické koncentrace ALT lze usoudit, ze hepatocyty
izolované z ethanolem premedikovaného potkana byly vice posSkozené oproti tém
izolovanym z potkana nepremedikovaného. Hodnoty katalytické koncentrace ALT
stanovené u bun¢k kultivovanych v mediu obsahujicim ethanol jsou az jedenkrat vyssi nez
hodnoty zjisténé u bunék kultivovanych v mediu bez ethanolu. Dihydromyricetin u bun¢k
kultivovanych bez ptidaného ethanolu plsobi protektivné (viz obrazek 13, str. 58). U bun¢k
izolovanych z nepremedikovaného potkana kultivovanych s ethanolem DHM ptisobi také
protektivné. U hepatocytll izolovanych z ethanolem premedikovaného potkana ptidany
DHM ve vysledné koncentraci 1 a 10 pM ptisobi hepatotoxicky. V téchto skupinach byly
také zjiStény nejvyss$i hodnoty katalytické koncentrace ALT (145 IU/1 a 128 TU/).
Koncentrace DHM 50 a 100 uM poté piisobi opét protektivné (viz obrazek 14, str. 59).
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Obrdzek 13: Katalytickd koncentrace ALT v mediu hepatocytii bez ethanolu. Premedikace potkani
probihala 4 dny podanim gavazi do Zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20%
ethanol pritomen ve vod€. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim ethanolovy roztok
DHM ve vyslednych koncentracich 1-100 pM. Medium bylo odebrané z 6-WP. Méfeni byla

provadéna v triplikatech.
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Obrazek 14: Katalyticka koncentrace ALT v mediu hepatocytii s ethanolem. Premedikace potkant
probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20%
ethanol pfitomen ve vod¢. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim 300 mM EtOH
a ethanolovy roztok DHM ve vyslednych koncentracich 1-100 uM. Medium bylo odebrané z 6-WP.

Me¢feni byla provadéna v triplikatech.

4.2.3 Stanoveni katalytické koncentrace AST

Nasledné byl sledovan vliv ethanolu a dihydromyricetinu na viabilitu bun¢k pomoci
uvolnéné aspartataminotransferasy, ktera se také vyuziva jako marker jaternich onemocnéni.
Poskozeni hepatocyti bylo sledovdno na zdkladé¢ urceni katalytick¢é koncentrace
aspartataminotransferasy v mediu, které bylo odebrano posledni den kultivace z 6-WP
(viz kapitola 3.3.7, str. 45). Pro stanoveni katalytické koncentrace AST bylo pouzito
komeréniho testu (|AST (GOT) kit).

Na zaklad€ ziskanych hodnot (viz obrazek 15, str. 60 a obrazek 16, str. 61) lze
u hepatocytli izolovanych z nepremedikovaného potkana pozorovat niz§i hodnoty
katalytické koncentrace AST nez u ethanolem premedikovaného zvifete. Pfi kultivaci
hepatocytii v mediu bez ethanolu plsobil DHM protektivné v zavislosti na davce. Pii
kultivaci bun€k izolovanych z ethanolem premedikovaného potkana v mediu obsahujicim

300 mM ethanol plsobi DHM taktéz protektivné. U hepatocytii izolovanych
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z nepremedikovaného potkana kultivovanych v mediu obsahujicim 300 mM ethanol a DHM
v koncentracich 1; 50 a 100 pM dosSlo k mirnému sniZzeni vitality bunék v porovnani

s hepatocyty kultivovanymi v mediu bez ptidavku DHM.
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Obrdazek 15: Katalyticka koncentrace AST v mediu hepatocytii bez ethanolu. Premedikace potkani
probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20%
ethanol pfitomen ve vodé. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim ethanolovy roztok
DHM ve vyslednych koncentracich 1-100 pM. Medium bylo odebrané z 6-WP. Méfeni byla

provadeéna v triplikatech.
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Obrazek 16.: Katalytickd koncentrace AST v mediu hepatocytit s ethanolem. Premedikace potkant
probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20%
ethanol pfitomen ve vodé. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim 300 mM EtOH
a ethanolovy roztok DHM ve vyslednych koncentracich 1-100 uM. Medium bylo odebrané z 6-WP.

Me¢feni byla provadéna v triplikatech.

4.2.4 Kvantitativni stanoveni ALT metodou ELISA

Nakonec byl sledovan vliv EtOH a DHM na viabilitu hepatocyti metodou ELISA.
Ethanol byl ptfidavan do media ve vysledné koncentraci 300 mM a ethanolovy roztok
dihydromyricetinu ve vyslednych koncentracich 1; 10; 50 a 100 uM. Poskozeni hepatocytt
bylo sledovano na proteinové urovni pomoci uréeni koncentrace alaninaminotransferasy,
ktera se pouZziva jako marker jaterniho onemocnéni. Stanoveni prob¢hlo v mediu hepatocyti,
které bylo odebrano posledni den kultivace z 6-WP (viz kapitola 3.3.8, str. 45). Koncentrace
ALT byla stanovena pomoci komer¢niho testu (RAT ALT SimpleStep ELISA kit).

Dle ziskanych hodnot byly opét pozorovany rozdily v koncentracich ALT
u jednotlivych skupin. Koncentrace ALT stanovend v mediu obsahujicim 300 mM ethanol
byla niz8i nez v mediu bez ethanolu. Ethanol zde ptisobil ziejmé protektivné. U hepatocytii

kultivovanych v mediu bez EtOH piisobi DHM protektivné v zavislosti na koncentraci.
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Hepatocyty kultivované v mediu s EtOH a DHM nevykazuji zddné vyrazné zhorSeni ani

zlepSeni viability (viz obrazek 17, str. 62 a obrazek 18, str. 63).
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Obrdazek 17: Koncentrace ALT stanovend v mediu hepatocytii bez ethanolu. Premedikace potkani
probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20%
ethanol pfitomen ve vodé. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim ethanolovy roztok ve
vyslednych koncentracich 1-100 pM. Medium bylo odebrané z 6-WP. Méfeni byla provadéna
v triplikatech.
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Obrazek 18: Koncentrace ALT stanovend v mediu hepatocytii s ethanolem. Premedikace potkant
probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20%
ethanol pfitomen ve vod¢. Hepatocyty byly kultivovany v mediu obsahujicim 300 mM EtOH
a ethanolovy roztok DHM ve vyslednych koncentracich 1-100 uM. Medium bylo odebrané z 6-WP.

Me¢feni byla provadéna v triplikatech.

4.3 Uréeni vlivu DHM na expresi ADH v hepatocytech

Bylo sledovano mmnozstvi enzymu alkoholdehydrogenasy v jednotlivych vzorcich
hepatocytli izolovanych z nepremedikovaného a z ethanolem premedikovaného potkana
v zavislosti na vlivu dihydromyricetinu metodou Western blot s naslednou imunodetekci
(viz kapitola 3.3.10, str. 47 a kapitola 3.3.11, str. 48).

Ze zobrazenych membran (viz obrazek 19, str. 64) lze usoudit, Ze dihydromyricetin

pfidany do kultiva¢niho media nevyvolava zmény v expresi alkoholdehydrogenasy.
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Obrazek 19: Viiv dihydromyricetinu na expresi ADH. Pro elektroforesu byl pouzit
10% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo aplikovano 40 pg proteinu. Do jednotlivych drah
byly naneseny vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi: pozitivni kontrola pro
imunodetekci ADH — koiiskd alkoholdehydrogenasa (1); obrazek A: hepatocyty izolované
z nepremedikovaného potkana kultivované v mediu v pfitomnosti ethanolového roztoku DHM ve
vyslednych koncentracich 0 pM (2); 1 uM (3); 10 uM (4); 50 uM (5) a 100 uM (6); obrazek B:
hepatocyty izolované z nepremedikovaného potkana kultivované v mediu v pfitomnosti
300 mM ethanolu a ethanolového roztoku DHM ve vyslednych koncentracich 0 uM (2); 1 uM (3);
10 pM (4); 50 uM (5) a 100 uM (6); obrazek C: hepatocyty izolované z ethanolem premedikovaného
potkana kultivované v mediu v pfitomnosti ethanolového roztoku DHM ve vyslednych
koncentracich O pM (2); 1 uM (3); 10 uM (4); 50 uM (5) a 100 uM (6); obrazek D: hepatocyty
izolované z ethanolem premedikovaného potkana kultivované v mediu v pfitomnosti 300 mM

ethanolu a ethanolového roztoku DHM ve vyslednych koncentracich 0 pM (2); 1 uM (3); 10 uM (4);
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50 uM (5) a 100 uM (6). Premedikace potkanti probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku 9,7 ml
40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20% ethanol ptitomen ve vodé.

4.4 Vliv DHM na aktivitu alkoholdehydrogenasy

Aktivita alkoholdehydrogenasy ve vzorcich izolovanych hepatocytti byla sledovana
v zavislosti na pifidavku dihydromyricetinu a ethanolu do kultivatniho media.
Dihydromyricetin byl do media pfidavan jako ethanolovy roztok ve vysledné koncentraci 1;
10; 50 a 100 uM a ethanol byl ve vysledné koncentraci 300 mM. Pribéh reakce pti daném
sloZeni reakéni smési byl line4arni zhruba 30 minut od iniciace reakce.

Ze ziskanych hodnot (viz obrazek 20, str. 65 a obrazek 21, str. 66) lze usoudit, Ze
dihydromyricetin pfidany do kultivaéniho media nevykazuje vyrazny vliv na aktivitu

alkoholdehydrogenasy.
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Obrdzek 20: Viiv DHM na aktivitu alkoholdehydrogenasy ve vzorcich izolovanych hepatocytii
kultivovanych v mediu bez EtOH. Premedikace potkant probihala 4 dny podanim gavazi do zaludku
9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vadhy a dva dny byl 20% ethanol pfitomen ve vod¢é. Do media byl
pridavan dihydromyricetin jako ethanolovy roztok v koncentraci 1-100 uM. Reakce byla sledovana
jako narust absorbance pti 340 nm v Case. Priibéh reakce pfi daném slozeni reakéni smési byl linedrni
30 minut od iniciace reakce. Hodnoty enzymové aktivity byly vypocitany na zaklad¢ sestrojeni
kalibracni kiivky.
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Obrazek 21: Vliiv DHM na aktivitu alkoholdehydrogenasy ve vzorcich izolovanych hepatocytii
kultivovanych v mediu s 300 mM EtOH. Premedikace potkanti probihala 4 dny podanim gavazi do
zaludku 9,7 ml 40% ethanolu na 1 kg vahy a dva dny byl 20% ethanol pfitomen ve vodé. Do media
byl ptfidavan dihydromyricetin jako ethanolovy roztok v koncentraci 1-100 uM. Reakce byla
sledovana jako nardst absorbance pii 340 nm v ¢ase. Prib¢h reakce pfi daném sloZeni reakéni smési
byl linearni 30 minut od iniciace reakce. Hodnoty enzymové aktivity byly vypocitany na zaklad¢

sestrojeni kalibracni kiivky.

Aktivita rekombinantni koniské alkoholdehydrogenasy byla sledovéana v zavislosti na
ptidavku dihydromyricetinu. Aktivita ADH byla ur¢ena pomoci specifické reakce oxidace
ethanolu na acetaldehyd za pritomnosti kofaktoru NAD". Dihydromyricetin byl do reakéni
smési pfidavan do vysledné koncentrace 1000 pM.

Z naméfenych hodnot je ziejmé, Ze koncentrace DHM 10 a 100 uM neovliviiuje
aktivitu ADH. Ur¢ité inhibice je patrna aZ pfi vysoké koncentraci DHM (viz obrazek 22,
str. 67).
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Obrdazek 22: Vliv DHM na aktivitu alkoholdehydrogenasy. Reakéni smés obsahovala rekombinantni
konskou alkoholdehydrogenasu o koncentraci 1 mg/ml a 0,5 mg/ml a 3 pl ethanolového roztoku
dihydromyricetinu ve vyslednych koncentracich 10-1000 pM. Pribéh reakce pti daném slozeni
reakéni smési byl linearni zhruba 30 minut od iniciace reakce. Mnozstvi redukovaného kofaktoru

NADH bylo stanoveno spektrofotometricky pii 340 nm.

4.5 Vliv dihydromyricetinu na metabolismus ethanolu na

mysSim modelu

Byl sledovan vliv dihydromyricetinu na koncentraci ethanolu a acetaldehydu v krvi
mysi. Kontrolni skupiné mysi byl podén gavazi do zaludku roztok 30% ethanolu a druhé
skupiné byl podan roztok 30% ethanolu a DHM o vysledné koncentraci 2,5 mM (viz kapitola
3.3.14, str. 50). Na zaklad¢ ptedchozich, dosud nepublikovanych vysledkt, byly zvoleny
pouze dva casy, které byly pro odbér krve nejvhodnéjsi. Krev byla odebirdna po
30 a 80 minutach od podéni gavaze.

Dle vyslednych hodnot (viz tabulka 2, str. 68) lze usoudit, Ze aplikovany zasah DHM
byl neti¢inny, jelikoz nedoslo k ovlivnéni sttedni hodnoty pokusné skupiny vlivem aplikace
zasahu DHM ve srovnani se stiedni hodnotou kontrolni skupiny. Koncentrace acetaldehydu

nemohla byt stanovena, jelikoZ byla u vSech vzorki pod limitem detekce tj. 0,001 mg/ml.
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Tabulka 2: Viiv DHM na koncentraci EtOH v krvi mysi.

Koncentrace EtOH [g/kg]

Podavané latky
vzorek v ¢ase 30 minut vzorek v ¢ase 80 minut
2,31+0,73 2,32+ 0,39
30% EtOH
(sr = 26,82 %) (sr= 14,14 %)
30% EtOH 2,46 £ 0,76 2,10+ 0,36
2,5 mM DHM (Sr = 26,03 %) (Sr = 14,45 %)

Statistika: Studentiv neparovy t-test: p > 0,05 v porovnani s kontrolou. Jako kontrola slouzila

skupina mysi, které byl podan gavazi do zaludku roztok 30% EtOH. Vysledky jsou vyjadieny jako

median koncentrace = SEM (n = 5); s; = relativni smerodatna odchylka.
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5 Diskuze

Nadmérny ptijem alkoholu se stal jednim ze zdvaznych celosvétovych problému.
Vysoka konzumace alkoholu s sebou pfina§i mnoho patologickych stavli a je spojena
naptiklad s kardiovaskularnimi onemocnénimi, rakovinou ¢i s onemocnénim jater. Mnohé
studie se timto problémem zabyvaji a stale se hledaji a vyviji nové latky, které by zmirniovaly
projevy kocoviny a abstinence ¢i latky, které¢ by pusobily pfimo hepatoprotektivné. Mezi
latky, o kterych se v této souvislosti hovoti nejCastéji, se fadi flavonoidy. Flavonoidy jsou
sekundarni metabolity rostlin vykazujici Sirokou Skdlu pozitivnich uc¢inkd na lidsky
prave hepatoprotektivni vlastnosti.

Nejznaméjsi flavonoidni slouceninou, ktera piisobi proti ucCinkim alkoholu, je
dihydromyricetin. V tradiéni mediciné byl dihydromyricetin (ve formé €ajii) vyuzivan pti
1écbe intoxikace alkoholem a proti kocovin€. V odborné literatufe se touto problematikou
zabyva studie [3], podle které DHM urychluje metabolismus alkoholu. Vzhledem k tomu,
ze dosud neni znam mechanismus U¢inkt DHM na metabolismus ethanolu, bylo cilem této
enzymu zapojenych do biotransformace EtOH. Pro objasnéni mechanismu byl zkoumam
vliv dihydromyricetinu na ADH na tiech trovnich: ochrana aktivity samotného enzymu,
jeho exprese a modulace enzymové aktivity ADH.

Jako model byly =zvoleny izolované hepatocyty z nepremedikovaného
a z ethanolem premedikovaného potkana. Po optimalizaci podminek kultivace byly
hepatocyty vystaveny kombinované expozici EtOH a DHM. Mira poSkozeni bunék pak byla
hodnocena na zakladé MTT testu a stanoveni markeri jaterniho poSkozeni — aktivit
alaninaminotransferasy a aspartdtaminotransferasy. Nejprve bylo sledovdno mnoZstvi
uvolnéné ALT a AST na zdkladé enzymové aktivity a pro ovéfeni vysledkl byla také
promé&fena koncentrace ALT na proteinové irovni metodou ELISA. Poté byl sledovan vliv
DHM na expresi ADH a jeho schopnost modulovat aktivitu tohoto enzymu. Na zavér byl
sledovan komplexni vliv DHM na rychlost metabolismu ethanolu in vivo v myS$im modelu.

Po izolaci primarnich hepatocyti z nepremedikovaného a zethanolem
premedikovaného potkana byla pro dalSi postup v experimentalni ¢asti nutnd optimalizace
jejich kultiva¢nich podminek. Nejprve byla hleddna vhodna koncentrace ethanolu, ktery byl

pfidavan do kultivacniho media. Cilem bylo dosahnout koncentrace, kterd jiz bude trvale
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ovliviiovat vlastnosti hepatocyti a navozovat hepatoceluldrni posSkozeni. Jako modelova
sloucenina byl zvolen LPS. LPS je pro svou schopnost navodit prostiedi oxidativniho stresu
vedouci k apopticko-nekrotickym zménam u hepatocytii pro tyto ucely bézné vyuzivan
[120]. Bylo tedy testovano n€kolik koncentraci EtOH a na zékladé vysledktl stanovené
zivotnosti pomoci MTT testu, dle pozorovani bunék pod mikroskopem a dle porovnani
zivotnosti se vzorky, kde byly hepatocyty kultivovany v ptitomnosti LPS, byla koncentrace
ethanolu 300 mM vyhodnocena jako nejvhodnéjsi, jelikoz jiz pfi této koncentraci dochazelo
k trvalému ovlivnéni vlastnosti hepatocytt.

V odborné literatute bylo nalezeno velké rozpéti pouzivanych koncentraci EtOH, které
jsou pridavany do kultivaéniho media k hepatocytim. Nejcastéji se pouzivaji koncentrace
do hodnoty 200 mM [121]. Jednotlivé studie a tato prace se pak lisi naptiklad v poctu
nanesenych bun€k ¢i v samotné premedikaci potkanti. Je mozné, Ze nami izolované
hepatocyty z ethanolem premedikovaného potkana, tedy jiz exponované ethanolu, se
pravdépodobné adaptovaly na pravidelné davky, byly odoln€jsi viici ptisobeni EtOH
a ziejm¢ mély 1 vEtsi regeneracni kapacitu nez hepatocyty izolované z nepremedikované¢ho
potkana, tudiz bylo zapotiebi pouziti vyssi koncentrace EtOH nez v publikovanych studiich
[122].

Nasledné byla optimalizovana koncentrace DHM, ktery byl pfidavan do kultiva¢niho
media. Jako nejvhodnéjsi koncentrace DHM bylo zvoleno koncentra¢ni rozmezi 1-100 pM.
Obdobné hodnoty Ize nalézt i v odborné literatuie. Napiiklad ve studii, kde byly zkoumany
antiproliferativni a proapoptické vlastnosti DHM na lidské bunky rakoviny Zaludku, byla
pouzivana koncentrace DHM 25-100 uM [123].

Po optimalizaci kultivace hepatocytli byla v této diplomové préaci v dalsim kroku
stanovovana Zivotnost bun¢k. Mira toxicity testovanych latek byla ur¢ena n€kolika zptisoby.
Stanoveni Zivotnosti hepatocyti pomoci MTT testu poskytlo ocekavané vysledky
(viz obrazek 11, str. 56 a obrazek 12, str. 57). MTT test ma vSak své limity. U tohoto
stanoveni zaleZi nejenom na toxicit¢ dané latky ale i na poctu plvodné nanesenych
hepatocytii. Velkou roli zde hraje napf. chyba v aplikaci pfi nasazovani hepatocyt ¢i zda
buniky nebyly odsaty ze dna pfi opakované vyméné media. U skupin, které se svou Zivotnosti
nebudou pravdépodobné pfili§ liSit (napiiklad kontrolni skupina a skupina, kterd byla
kultivovana v mediu s DHM o vysledné koncentraci 1 uM), pak nemusi byt kvili kultivaci
a stanoveni na 24-WP rozdily jejich viability odhaleny, jelikoz prace na 24-WP jsou

nachylnéjsi k vySe zminénym chybam nez napiiklad prace na 6-WP. U samotného MTT
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stanoveni zavisi vznik purpurového zabarveni na metabolické aktivité bunék, konkrétné pak
na aktivité¢ mitochondridlni dehydrogenasy. Mitochondridlni dehydrogenasa je ovSem pfi
pocinajici apoptose zvySen¢ aktivni. Pokud by se zivotnost méfila az o n€kolik hodin
pozdé&ji, hodnoty zZivotnosti by pravdépodobné zacaly klesat. Z toho miizeme usuzovat, ze
se zivotnost stanovena pomoci MTT testu mtize prechodné zvySovat. Z tohoto diivodu byly
jako dalsi markery poskozeni hepatocytii pouzity stanoveni katalytické koncentrace ALT
a AST v mediu. Tyto enzymy se objevuji v mediu jen v piipade€, ze dojde k jejich uvolnéni
pti ztraté integrity bunky a rozpadu hepatocytu. Piestoze ma MTT test fadu nedostatkt je
stale pro svou jednoduchost a rychlost hojné pouzivan.

Vysledky stanoveni katalytické koncentrace ALT a AST pomoci komerc¢nich testii
(viz obrazky 13-16, str. 58-61) potvrzuji také vysledky stanovené pomoci MTT testu
(viz obrazek 11, str. 56 a obrazek 12, str. 57). Oproti stanoveni MTT si Ize vS§imnout vétSich
rozdili mezi jednotlivymi skupinami, coz by mohlo souviset se skutecnosti, Ze tato stanoveni
probéhla v mediu, které bylo odebrano z 6-WP (viz vyse). I v tomto piipadé muze hrat
kritickou roli naneseni samotnych hepatocytt, jelikoz koncentrace ALT 1 AST piimo zavisi
na mnozstvi hepatocytt. Déle lze potvrdit, ze DHM pusobi hepatoprotektivné v zavislosti
na davce. Tyto vysledky jsou v souladu také s n¢kolika studiemi. Bylo naptiklad zjisténo, ze
DHM chrani hepatocyty pied apoptosou [124]. Také v in vivo studiich DHM vyrazné
potlacuje nartst hodnot ALT, AST i LDH [125].

Pro potvrzeni protektivnich vlastnosti DHM by bylo déale vhodné také stanovit
tzv. hodnotu ,,LDH leakage*, coz je podil extracelularni a celkové aktivity LDH, a aktivitu
kaspasy 3, coz je proteasa Ucastnici se apoptosy. Tyto hodnoty jsou dalSimi markery
hepatotoxicity v kultufe hepatocytii a v mnohych studiich slouzi jako dopliujici stanoveni.

Neocekavané vysledky pak pfineslo kvantitativni stanoveni ALT metodou ELISA
(viz obrazek 17, str. 62 a obrazek 18, str. 63). Ethanol (300 mM) pfidavany do kultiva¢niho
media k hepatocytim pulisobil ziejmé protektivné, protoze utéto skupiny vzorkli byly
stanoveny nizsi hodnoty koncentrace ALT nez u vzorku, které byly kultivovany v mediu bez
EtOH. Tyto vysledky potvrzuje studie [126], kterd hodnotila u¢inek ethanolu na apoptosu
a nekrosu v primarni kultufe lidskych i potkanich hepatocytii. Nizké koncentrace EtOH
(1-10 mM) pak skute¢né snizily mnozstvi uvolnéného LDH z hepatocytl. Tento protektivni
efekt souvisi se schopnosti ethanolu snizit peroxidaci bazalnich lipida v buiikéch [126]. Na
obrazku 18 (str. 63) Ize dale vétSinou pozorovat nizs$i hodnoty koncentrace ALT u potkana,

ktery byl premedikovan ethanolem oproti nepremedikovanému potkanovi. Tento efekt je
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pravdépodobné zplisoben faktem, Ze se hepatocyty exponované ethanolu adaptovaly na
pravidelné davky a vykazuji vétsi regeneraéni kapacitu (viz vyse).

Nejednoznacné vysledky mohou byt ptisuzovany interindividudlni variabilité jedinct.
Izolace hepatocytl byla provedena vzdy pouze z jednoho nepremedikovaného a z jednoho
ethanolem premedikovaného potkana. Z toho divodu je tfeba uvazovat biologickou
interindividudlni variabilitu jedinc. Timto faktorem je metabolismus cizorodych latek
ovlivnén a Gcinky alkoholu se tak u jednotlivych potkani mohou navzajem lisit. Abychom
co nejvice eliminovali chybu, byli vZzdy pouziti potkani stejného kmene, véku i vahy. Dale
byla izolace a kultivace hepatocyti 1 nasledné experimenty provadéné na hepatocytech
uskute¢nény nékolikrat, pficemz jednotlivé hodnoty vSech stanoveni a samotny stav jak
jater, tak hepatocytt byly vzdy shodné.

Pro tucely zjiSténi inhibi¢niho a indukéniho efektu DHM na ADH bylo nezbytné
stanoveni koncentrace proteinu pomoci vhodné techniky. Bylo testovano nékolik metod
stanoveni, piicemZ pravdépodobné nejpiesnéjsi vysledky poskytuje modifikovand Lowryho
metoda (viz kap. 3.3.9, str. 46). V testovanych vzorcich se koncentrace proteinu shoduje
s jinymi jiz publikovanymi vysledky [127].

V dalSich experimentech byl ovétovan predpoklad, ze DHM zvysuje aktivitu ADH na
urovni mnozstvi enzymu. Pro sledovani indukce alkoholdehydrogenasy byla zvolena
metoda Western blot snaslednou imunodetekci. Z vysledki tohoto experimentu
(viz obrazek 19, str. 64) Ize usoudit, Ze nedochazi k vyznamnému zvysSeni exprese ADH
v hepatocytech viici kontrolnimu vzorku (hepatocyty kultivované v mediu bez testovanych
latek) vlivem DHM. Nebyla nalezena zaddna publikovana data, ktera by tyto vysledky
potvrzovala ¢i vyvracela.

V dalsi ¢asti této diplomoveé prace byla méfena jiz samotnd aktivita ADH. Nejprve byl
zjiStovan vliv DHM na aktivitu ADH ve vzorcich hepatocytl v zavislosti na DHM a EtOH,
latek ptidanych do kultivaéniho media. Z vysledki (viz obrazek 20, str. 65 a obrazek 21,
str. 66) je zfejmé, Ze DHM nema vliv na aktivitu ADH za podminek ex vivo.

Nasledné¢ byla zjiStovana aktivita komer¢ni konské ADH. Konska
alkoholdehydrogenasa byla zvolena z toho diivodu, Ze se jednd o hojné experimentalné
prostudovany enzym, jsou znamy jeho tercidrni a kvarterni struktury apoenzymu,
holoenzymu i riznych mutantnich forem. Tento enzym je tak v souc¢asné dobé pouzivan jako
modelovy enzym ADH [71]. V této praci bylo sledovano ovlivnéni tvorby redukovaného

kofaktoru NAD" v zavislosti na koncentraci DHM. Dle vysledki (viz obrazek 22, str. 67)
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Ize konstatovat, ze u koncentraci DHM 10 a 100 pM nebyl zjistén zaddny vliv na aktivitu
alkoholdehydrogenasy. Urcita inhibice je patrnd az pii vysoké koncentraci DHM (1000 pM).

Tyto vysledky jsou v rozporu se studii, kdy DHM zvySoval aktivitu ADH i ALDH,
a tim urychloval metabolismus alkoholu [4]. V dalsi studii DHM opét zvySuje aktivitu ADH,
a to az 0 60 % ve srovnani s kontrolou [128].

V posledni ¢asti predkladané prace byla méfena koncentrace EtOH a acetaldehydu
v krvi mysi, které byly premedikovany bud’ samotnym ethanolem (30% EtOH) nebo
v kombinaci ethanolu a DHM (30% EtOH a 0,8 g/l DHM). Vysledky (viz tabulka 2, str. 68)
jsou shodné s dosud nepublikovanymi daty, ktera stanovila koncentraci EtOH
a acetaldehydu v krvi mysi v péti riznych casech. V obou téchto experimentech nebyl
zaznamenan vliv DHM na rychlost metabolismu alkoholu. Tyto vysledky jsou opét
v rozporu se studiemi [128], kde bylo zjisténo, ze DHM ma schopnost snizovat obsah
alkoholu v krvi. Je diskutovano, ze DHM zvySuje rychlost odbouravani alkoholu v krvi na
1-2 hodiny, pfiCemz v nasem ptipad€ i po 80 minutach byla koncentrace EtOH bez ohledu
na premedikaci DHM stidle pomérné¢ vysoka. Pokud by dihydromyricetin skute¢né
urychloval metabolismus alkoholu, mohlo by se jednat o ucinny ptipravek pro zmirnéni
kocoviny rychlym snizenim acetaldehydu v krvi. Dale byla v této studii [128] méfena také
aktivita glutathion-S-transferasy, u kter¢ doSlo ke snizeni enzymové aktivity pfi
koncentracich DHM vyssich nez 0,6 g/l. Je tedy mozné, ze nami pouzita koncentrace je az
prilis vysokd, coz by mohla byt pfi¢ina, pro¢ DHM v nami provedeném experimentu
neovliviiuje ADH ¢i ALDH. Bylo by vhodné experiment zopakovat s pouzitim nizsi
koncentrace (napt. 0,4 g/l) DHM [128].

Zavérem lze shrnout, Ze dle ziskanych vysledkli nesouvisi hepatoprotektivni G€inky
DHM pfi intoxikaci alkoholem s ovlivnénim ADH na Zadné trovni. Pfesné mechanismy
hepatoprotektivniho u¢inku DHM tak nejsou stdle zcela objasnény. Ukazuje se, Ze tato
vlastnost je vSak pravdépodobné zplisobena snizenim oxidacniho stresu, jak jiz bylo
zminéno [126]. Schopnost DHM vychytdvat radikdly jako faktor souvisejici
s hepatoprotektivni aktivitou by tak méla byt predmétem dalSich studii.
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6 Souhrn

Tato diplomova préce se vénovala studiu vlivu dihydromyricetinu na biotransformacni

enzym alkoholdehydrogenasu. Provedené experimenty poskytly tyto vysledky:

e Podarilo se optimalizovat kultivac¢ni podminky hepatocytii
izolovanych z nepremedikovaného a z ethanolem premedikovaného potkana
v prosttedi EtOH a DHM.

¢ Byla sledovana mira poskozeni hepatocyti zpisobend EtOH v ptfitomnosti DHM,
pti¢emz nebyl zjistén zadny vyznamny trend protektivniho piisobeni DHM.

e Metodou ELISA (stanoveni ALT) byl zjistén protektivni ucinek ethanolu
v hepatocytech kultivovanych v mediu obsahujicim EtOH a DHM.

e Vlivem DHM nedoslo k indukci exprese ADH v hepatocytech.

e DHM neovlivituje aktivitu ADH pfi pokusech s purifikovanym enzymem ani ve
vzorcich hepatocytti.

e DHM nevykazuje vliv na rychlost metabolismu ethanolu v myS$im modelu.
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