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1 UVOD

Zajem védcit o molekulu hemu, cyklického tetrapyrrolu s centrdlné vazanym atomem
Zeleza, 1ze datovat hluboko do 18. stoleti, kdy italsky 1ékat Vincenzo Antonio Menghini poprvé
popsal ve svém dile ,,De ferrearum particularum sede in sanguin” vyskyt Zeleza v ¢ervenych
krvinkach [1]. Trvalo vSak bezméla sto let, neZ se podatilo Friedrichu Ludwigovi Hiinefeldovi
vykrystalizovat hemoglobin [2] a Johanu Josephovi von Schererovi izolovat porfyrin a prokazat,
Ze Cervena barva krve neni zavisla na pfitomnosti Zeleza [3]. Mezi fadou dalSich dualezitych
objevii byly naprosto zdsadnimi prace laureita Nobelovy ceny Hanse Fischera z pocatku
minulého stoleti, ktery uspéSné syntetizoval porfyriny, hemin a bilirubin a definitivné urcil
jejich strukturu [4]. Tyto objevy umoZnily intenzivni studium fyziologického i
patofyziologického vyznamu hemu pfi pfenosu kysliku v hemoglobinu, jako prostetické
skupiny fady kli¢ovych enzymii a molekuly tcastnici se bunécnych procesu, napiiklad bunécné
diferenciace, proliferace nebo regulace transkripce a translace. Nesmime rovnéZ opominout
porfyrie, poruchy syntézy hemu, a také toxické ucinky volného hemu, ktery, pokud neni
navazan na bilkoviny, ptisobi jako prooxidant a prozanétlivy faktor [5, 6].

Nelze se tedy divit, Ze mezi vSemi témito objevy zistal clanek Raimo Tenhunena
z laboratofe Rudi Schmida z roku 1968, ve kterém popsal prvni krok degradace hemu enzymem
hemoxygenasou [7], bez vétsi odezvy. RovnéZ objev biliverdinreduktasy stejnou skupinou o
dva roky pozdéji [8] byl povaZovan pouze za chybéjici stiipek v mozaice katabolické drahy
hemu, kterou jsou vytvofeny potencialné toxické produkty bilirubin, Zelezo a oxid uhelnaty
(CO), urCené k vylouceni nebo recyklaci. Toto vnimani zcela zménily price z poloviny
osmdesatych let minulého stoleti. Ty ukézaly, Ze oxid dusnaty muze slouZit jako vyznamna
signilni molekula [9] a znamenaly tak novy impulz ve vyzkumu plynnych molekul vcetné

oxidu uhelnatého. Dalsi klicovou praci byla publikace Rolanda Stockera [10], kter4 jako jedna



z prvnich pfedstavila bilirubin jako fyziologicky vyznamny antioxidant. Razem se v centru
pozornosti védeckych tymil z celého svéta ocitla nejen biosyntetickd, ale predevsim degradacni

draha hemu a jeji role v regulaci fady fyziologickych a ptedev§im patofyziologickych procesi.

1.1 Katabolickd draha hemu

1.1.1 Hem

Hem, neboli Fe-protoporfyrin IX, je plandrni tetrapyrrolickd molekula sloZena ze Ctyf
molekul pyrrolu vzdjemné spojenych a-methinovymi mustky s typickymi substituenty (methyl,
vinyl a propionat) na B-uhlicich pyrrolovych kruhti (obr. 1). Konjugované uspotddani vazeb
v tetrapyrrolovém makrocyklu je zodpovédné za typické vlastnosti porfyrinl- planaritu,
barevnost a fluorescenci. Uprostied planarniho kruhu je vazan koordina¢né kovalentni vazbou
atom kovu, v ptfipad¢ hemu je to dvojmocné Zelezo. Struktura hemu byla definitivné potvrzena
po jeho organické syntéze provedené Hansem Fischerem (1881-1945) a spolupracovniky v roce

1927 [11].



Obr. 1. Struktura hemu
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Hem je syntetizovan prakticky ve vSech lidskych jadernych bunkach, nicméné jeho
potfeba se dramaticky li§i mezi riznymi bunkami i tkdnémi. Syntéza zahrnuje sérii
enzymatickych reakci, které se odehrivaji caste¢né v mitochondriich a ¢4stecné v cytoplazmé
(obr. 2). Nejvyssi syntézu hemu nachdzime v erythroidnich buiikach kostni diené a jatrech, kde
je inkorporovan do hemoproteinii hemoglobinu nebo cytochromu P450. Hemoproteiny jsou
ubikviterni v biologickych systémech a vykazuji Sirokou Skalu funkci- od klasickych
prenasSeCovych a zdsobnich proteinli pro plynné molekuly (hemoglobin, myoglobin) ptes
transport elektrond (cytochromy) az po regulaci transkripce, cirkadidnniho rytmu, iontovych

kanalt a mikroRNA [12].



Obr. 2. Syntéza hemu Oxidacni stres katabolismus

mitochondrie

Glycin protoporfyrin IX
’ 7
Sukcinyl CoA

protoporfyrinogen III

I o |

kyselina 0- aminolevulova koproporfyrinogen III

! A
: : NO syntasa
! . cytochrom P450
1
cytoplasma : | ﬁiﬁﬁ;ﬁfﬁlasa
kyselina d-aminolevulova koproporfyrinogen III atd.
|2 s 1
hydroxymethylbilan uroporfyrinogen III
\ /

porfobilinogen

Obr. 2. Syntéza hemu. Tvorba hemu z glycinu a sukcinylkoenzymu A probihd kaskddou
navazujicich reakct za ticasti osmi ruznych enzynui: 1: 6-aminolevuldtsynthasa (ALA-S); 2: o-
aminolevuldtdehydratasa (ALA-D); 3: porfobilinogendeaminasa (PBGD); 4: uroporfyrinogen
11l synthasa (URO-S); 5: uroporfyrinogen Il dekarboxylasa (URO-D); 6: koproporfyrinogen
IIl oxidasa (CPO); 7: protoporfyrinogen IIl oxidasa (PPO); 8: ferrochelatasa (FC).
Syntetizovany hem je bud’ zabudovdn do hemoproteinii nebo degradovdn. Hromadeéni
intraceluldrniho (nebo exogenniho) hemu miiZe poSkozovat bunky a tkdné zvySovdnim

oxidacniho stresu. Zpracovdno podle [13].



Hem se rovnéz podili na regulaci vlastniho metabolismu inhibici biosyntézy a stimulaci
katabolismu (viz niZe). Zcela odliSnou regulaci metabolismu hemu pak nachazime
v erythroidnich buiikach [14]. Na rozdil od mnohocetnych pozitivnich funkci hemoproteinii
muzZe nadbytek volného hemu zptisobit poskozeni bun¢k a tkéni. Volny hem podporuje tvorbu
reaktivnich forem kysliku a spousti oxida¢ni stres [15]. Timto mechanismem se muze podilet
na poskozeni lipidové dvojvrstvy a nékterych organel jako naptiklad mitochondrii nebo jadra a

na destabilizaci cytoskeletu [16].

1.1.2 Hemoxygenasa

Hemoxygenasa (HMOX; EC 1.14.99.3), mikrozoméalni enzym poprvé popsany v roce
1968 [7], je prvnim a zaroven klicovym enzymem katabolismu hemu. Produktem
hemoxygenasové reakce je CO, Fe** a biliverdin, ktery je vzidpéti enzymem
biliverdinreduktasou pfeménén na bilirubin. Oxidace hemu zahrnuje sekvenci reakci pocinajici
o-meso-hydroxylaci, nasleduje fragmentace vzniklého a-meso-hydroxyhemu na verdohem a
CO za ucasti kysliku a nakonec oxidativni $tépeni verdohemu na biliverdin a uvolnéni
Zeleznatého iontu. Reakce probihd za ucasti tii molekul O> a redukcnich ekvivalenta
poskytovanych NADPH cytochrom P450 reduktasou [17].

U cloveéka byly popsany dvé izoformy HMOX, inducibilni HMOX1 a konstitutivni
HMOX?2. I kdyz oba enzymy metabolizuji stejny substrat, 1i$i se ve svych fyziologickych

ucincich a zptisobu regulace.



1.1.2.1 Hemoxygenasa 1

HMOXI1 je protein o velikosti 32kDa zakotveny svou C-terminalni transmembranovou
casti do endoplazmatického retikula [18] vytvarejici zde proteinovy komplex spolecné
s biliverdinreduktasou a NADPH cytochrom P450 reduktasou [19]. Kromé& toho byla HMOX1
prokdzana i v dalSich bunécnych kompartmentech, jako jsou mitochondrie, kaveoly a jadro.
V kaveolach ~a  mitochondriich  nachazime kompletni HMOXI1  kolokalizujici
s biliverdinreduktasou a NADPH cytochrom P450 reduktasou, pravdépodobné tedy jeji
primarni dloha v téchto bunéénych strukturach spociva v degradaci hemu. V jadfe se oproti
tomu vyskytuje pouze zkrdcend varianta HMOXI1 vznikajici proteolytickym odStépenim
transmembranové domény. Translokaci HMOX1 do jadra stimuluje naptiklad hem nebo
oxida&ni stres. Uloha HMOX1 v jadie zfejmé spo&iva v aktivaci transkripénich faktort vedouci
k expresi genli chranici buniku pied zvySenym oxida¢nim stresem [20]. Zda se i v jadie
uplatiiuje katalyticka aktivita HMOX1, je stale predmétem vyzkumu a vé€deckych diskusi.

HMOX]1 je za fyziologickych okolnosti vysoce exprimovéna ve slezin€ a dalSich tkanich
podilejicich se na degradaci erytrocytu, jako naptiklad specializovanych retikuloendotelovych
buiikach jater a kostni dfené. V ostatnich tkanich je jeji exprese typicky velmi nizka, nicméné
reaguje rychlou transkripcni aktivaci na fadu fyzikalnich i chemickych stimult. Indukéni efekt
na genovou expresi HMOXI maji ptredevS§im podnéty, které néjakym zplisobem zvysuji
oxidacni stres, napiiklad t€Zké kovy, bakteridlni lipopolysacharid, hyperoxie, tepelny Sok,
ischemie, UV zateni, H>0O,, cytokiny, oxid dusnaty, hem a latky sniZujici intracelularni
glutathion [13, 21]. Velkd variabilita vySe zminénych induktorti naznacuje, Ze k aktivaci
transkripce HMOX1 miZe vést fada riiznych signalnich kaskad. Mezi nejprozkoumanéjsi patii
drahy aktivujici mitogeny aktivované proteinkinasy (MAPK), fosfatidylinositol 3 kinasy a

proteinkinasy A, C a G [22].



U clovéka je gen pro HMOX]I lokalizovan na 22q12 a sklada se ze Ctyf intront a péti
exonl. Regulacni oblast HMOXI zahrnuje pétisetbadzovy promotor, proximélni enhancer a
minimalné dva distalni enhancery E1 a E2. V promotoru nachdzime vazebnd mista pro
transkripéni faktory AP-1, AP-2, nukleadrni faktor kappa B (NF-kB), HIF-1 a oblasti
zodpovédné za reakci na stres Ci t€Zké kovy (metal respose elements MtRE, CdRE, stress
response elements (StRE), heat shock consensus (HSE) sequences) [23, 24].

Kli¢ovy je mechanismus regulace exprese HMOXI pomoci jejiho substritu hemu. Za
normélnich okolnosti je v bunice pfitomen represor transkripce Bachl. Bachl vytvaii
heterodimery s malymi Maf proteiny (MafF, MafG, MafK) a spole¢n¢ se vdZou na Maf
rozpoznavaci element MARE v oblasti enhancerti E1 a E2 a tim zabrani transkripci HmoxI.
Zaroven cytosolicky protein KEAP1 (Kelch-like ECH Associated Protein 1) nasméruje noveé
syntetizovany transkripéni faktor Nrf2 k degradaci v proteazomu. Pfi vysoké koncentraci hemu
jsou vyvazany jak Bachl, tak KEAP1 proteiny, dojde k translokaci Nrf2 do jidra, jeho navazani
na MARE oblast a aktivaci transkripce HMOX1 [25, 26] (Obr. 3).

V oblasti proximélniho promotoru se nachédzi variabilni oblast, tzv. (GT), mikrosatelit,
obsahujici 11 az 42 GT repetic. Dlouhy usek alternujicich purinovych a pyrimidinovych bazi
podporuje vznik Z konformace DNA, ktera se mtiZe podilet na regulaci transkripce cilového
genu [27]. Reportérové experimenty s riznymi konstrukty promotoru pro HMOX] jednozna¢né
ukézaly, Ze del$i promotor obsahujici vice nez 28 GT repetic je mnohem mén¢ aktivni nez ten

s kratkou GT (<23) oblasti [28].
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Obr. 3. Regulace exprese HMOX1

a) Fyziologicky stav

MafK

MARE | |

Bachl

HMOX1

b) Nadbytek hemu
N
k=
Z
MafK
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Obr. 3. Regulace exprese Hmoxl1. a) Za fyziologickych okolnosti je na Maf rozpozndvaci
element MARE navdzdn inhibitor transkripce Bach 1 v komplexu s Maf proteinem, ktery
zabranuje transkripci Hmox1. b) Pri zvysené koncentraci hemu dojde k uvolneni transkripcniho
faktoru Nrf2 z vazby na Keapl, jeho translokaci do jddra, vazbé na MARE oblast a aktivaci

transkripce Hmoxl.

1.1.2.2 Hemoxygenasa 2

HMOX?2 je protein o velikosti 36 kDa, jehoZ gen je lokalizovan na 16p13.3 a s HMOX1
je homologni asi jen ze 40% [29]. Na rozdil od HMOXI, ktera patii k nejinducibilnéjSim
enzymum v téle, je exprese HMOX2 konstitutivni, respektive v jejim promotoru byla zatim

prokdzéna jedind funkcéni regulacni oblast, tzv. glucocorticoid response element (GRE),
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prostiednictvim které dochazi po stimulaci ncékterymi kortikosteroidy ke zvySeni exprese
HMOX?2 [30, 31]. HMOX?2 také obsahuje unikatni hemové regulacni sekvence (heme regulatory
motifs, HRM) regulujici aktivitu a stabilitu enzymu v zavislosti na dostupnosti substratu [32].
PrestoZe je exprese HMOX2 na tirovni mRNA relativné stabilni, jeji aktivita miZe byt ovlivnéna
posttransla¢nimi modifikacemi. Popsana byla aktivace HMOX2 pomoci proteinkinasy C, oxidu
dusnatého nebo reaktivnich forem kysliku [33-35]. Specifickym uc¢innym aktivatorem HMOX?2
je menadion (vitamin K3) [36]. HMOX?2 je exprimovana prakticky ve vSech tkanich, za zminku

stoji pfedevSim jeji vysoké exprese v mozku [37].

1.1.2.3 Fyziologicky a patofyziologicky vyznam hemoxygenasy

HMOX, ptredevs§im diky vzniku biologicky aktivnich produktt, ale i nezavisle na své
katalytické aktivité, hraje v organismu vyznamnou roli v homeostize Zeleza, ochrané pred
oxida¢nim stresem, regulaci zanétlivych pochodt, regulaci vaskularniho tonu, hypoxii a
bunécné signalizaci. Jeji fyziologicky vyznam jesSté podtrhuji fenotypické nilezy u Hmoxl
deficientnich mysi a popsaného piipadu vrozené deficience HMOXI1 u ¢lovéka.

Dospélé Hmox1”" mysi se vyznacuji anémii s abnormalné nizkymi hladinami sérového
Zeleza, akumulaci Zeleza v jatrech a ledvindch vedouci k oxida¢nimu poSkozeni tkéni,
chronickym zanétem a celkové krats$i dobou prezivani ve srovnani s kontrolnimi zviraty [38].
Zajimavé je, Ze mysi s deficitem Hmox2 izoformy maji mnohem mirnéj$i fenotyp a normalni
dobu preziti. PfestoZe zde nachazime kompenzatorni zvySeni exprese Hmox1, tito jedinci jsou
nachylngjsi k hyperoxickému poSkozeni plic a akumulaci Zeleza ve tkénich [39, 40]. Tyto
nalezy svédci o tom, Ze funkce Hmox 1 a Hmox2 se zcela neptekryvaji, ale spiSe dopliuji.

U clovéka byl deficit HMOXI popsan u chlapce s asplenii, rGstovou retardaci,

intravaskularni hemolytickou anémii a nizkymi hladinami bilirubinu. U ditéte byly rovnéz
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nalezeny vysoké koncentrace hemu, depozita Zeleza v jatrech a ledvinach a poskozeni endotelu
[41]. Podobny klinicky pribéh byl pozorovan i u druhého zdokumentovaného ptipadu HMOX1
deficience u mladé divky s asplenii, hemolytickou anémii, systémovym zinétem a nefritidou
[42]. Oba pacienti zemfteli v détském veku 6, respektive 15 let [42, 43].

Klinicky vyznam mohou mit rovnéz polymorfismy v promotoru pro HMOX]1, které jsou
spojeny se zménou aktivity enzymu. Tzv. ,,dlouhy promotor* obsahujici vice nez 28 GT repetic
(viz kapitola 1.1.2.1) je asociovén s nizkou aktivitou HMOX a ziroven vyssi pravdépodobnosti
vzniku emfyzému u kutdkt [28], ischemické choroby srdecni u diabetikli [44] i nediabetickych
pacientil [45], abdomindlniho aneurysmatu [46], plicniho adenokarcinomu u kutdki muzského
pohlavi [47] a preeklampsii u Zen kufacek [48]. Na druhé strané mlZe mit tato varianta

ochrannou funkeci pfed vznikem cerebrilni malarie [49].

1.1.3 Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty je mald plynnd molekula bez barvy, chuti nebo zdpachu nejCastéji
vznikajici jako typicky primarni polutant béhem nedokonalého spalovani fosilnich paliv a
biomasy. Vyznacuje se vysokou afinitou k hemu, ktery tvofi prostetickou skupinu buné¢nych
hemoproteint zajist'ujicich Zivotné dilezité aerobni funkce. Vazba CO na hemoglobin, ktera je
pfiblizn€ 200x pevnéj$i nez vazba kysliku, vede ke vzniku karbonylhemoglobinu a nasledné
hypoxii organismu. Jiz v roce 1857 popsal francouzsky fyziolog Claude Bernard mechanismus
toxicity CO tak, Ze po vazbé CO na hemoglobin dochazi ke sniZeni transportni kapacity krve
pro kyslik a nasledné hypoxii tkani [50]. CO rovnéZz posouvd disociacni kiivku
oxyhemoglobinu doleva a tim dale sniZuje tkanovy Pao.. Kromé tkanové hypoxie vSak

zpusobuje otrava CO i pifimé bunééné zmény fadou dal§ich mechanismi, mezi které patii
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naptiklad vazba na intracelularni hemoproteiny, tvorba NO a peroxynitritu, lipoperoxidace,
mitochondridlni oxidac¢ni stres, apoptdza a zanétlivé poskozeni [S51].

CO je rovnéz produkovéin in vivo, a to predev§im béhem degradace hemu katalyzované
enzymem HMOX. AZ 80% endogenniho CO pochézi z degradovanych Cervenych krvinek,
zatimco vétSina zbyvajiciho CO je uvolnéna z ostatnich hemoprotein (myoglobin, cytochromy,
katalasa atd.). Malé, ale nezanedbatelné procento CO miZe pochdzet z nehemovych procest,
jako jsou fotooxidace, lipoperoxidace, aktivita xenobiotik a bakterii v krevnim fecisti a travicim
systému [52-54]. Po desetileti byl endogenni CO povaZovén za pouhou odpadni latku, kterou
je nutno vyloucit dychacim systémem. Vyzkumy z poslednich let vSak jasné ukéazaly, ze CO,
podobné jako dalsi plynné molekuly NO nebo H»S, je vyznamnou signilni molekulou podilejici
se na regulaci fady fyziologickych i patofyziologickych procest v organismu [55].

CO jako plynna molekula volné€ difunduje pfes bunééné membriny a vizZe se na cilové
molekuly, kterymi jsou pfedevS§im solubilni guanyldt cyklasa (sGC), draslikové kanily,
kaveolarni NO syntasa (NOS), NADPH oxidasa nebo transkripéni faktory obsahujici hem, jako
napiiklad BACH1 nebo NPAS2. Vazba CO na hemovou podjednotku uvnitf proteinti méni
jejich konformaci a mize pozitivné regulovat jejich aktivitu. V piipadé sGC nebo NOS vede
tato vazba ke zvySené produkci cyklického GMP nebo NO, které jsou dileZitymi regulatory
vaskularniho tonu a neurotransmise [56]. Nékteré zakladni metabolické drahy ovlivnéné CO

jsou znizornény na obrazku 4.
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Obr. 4. Mechanismus intracelularniho ptisobeni CO
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Obr. 4. Mechanismus intraceluldrniho pitsobeni CO. A) Signalizace zdvisld na cGMP: Vazba
CO na sGC (solubilni guanyldt cyklasu) vede ke konverzi GTP na cGMP (cyklicky guanosin
monofosfdt), ktery funguje jako druhy posel hrajici diileZitou vlohu v rade fyziologickych
procesii, jako jsou agregace trombocytu, fibrinolyza, regulace vaskuldrniho tonu, bunécného
cyklu nebo neurotransmise. B) Signalizace nezdvisla na cGMP: CO nuiZe primo ovliviiovat
radu signdlnich kaskdd, napriklad p38 MAPK (mitogeny aktivované proteinkinasy),
podilejicich se mimo jiné na bunécném rustu a regulaci zdnétlivé odpovedi. Egr-1: protein
casné rustové odpovedi 1, ERKI1/2: proteinkinasa 1/2 regulujict extraceluldrni signdly, HSF-
1: protein I- faktor teplotniho Soku, IL: interleukiny, JNK: c-Jun N-termindlni kinasy, Kcs/BK:
draslikové kandly aktivované kalciovymi ionty, NFkB: nukledrni faktor kB, PAI-1: inhibitor
aktivdtoru plasminogenu 1, PKG: proteinkinasa G, PPARy: receptory aktivované
peroxizomovymi proliferdtory, ROS: reaktivni formy kysliku, TNF-o.: tumor nekrotizujici faktor

a.
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Jatra jsou orgdnem bohatym na hemoproteiny s relativné vysokou hemoxygenasovou
aktivitou. CO se zde podili na regulaci jaterni perfuze [57], toku Zluci [58] a imunitni odpovédi
[59]. Hepatoprotektivni ptisobeni CO bylo popsano u jaterni transplantace a ischemicko-
reperfuzniho poSkozeni jater [60]. Kromé toho ma CO diileZitou roli v modulaci intrahepatalni
vaskularni rezistence a tim i portidlni hypertenze a jeho hladiny mohou tzce souviset
s hyperdynamickou cirkulaci u cirhézy [61]. Protizdnétlivé ucinky CO byly prokazany na
modelu jaterniho poSkozeni vyvolaného lipopolysacharidem [62] nebo lipopolysacharidem
v kombinaci s D-galaktosaminem [63]. CO miZe rovnéZ vykazovat protektivni dcinky u
ruznych typu cholestatickych onemocnéni, predevs§im diky ovlivnéni kontraktility Zlu¢ovoda

[64], stimulace toku Zluci [65] a modulaci exprese jaternich transportérti [66].

1.1.4 Bilirubin

1.1.4.1 Struktura bilirubinu

Bilirubin je linedrni tetrapyrrolovd molekula vznikajici béhem katabolismu hemu
ucinkem enzyml hemoxygenasy a biliverdinreduktasy. Zakladni strukturu bilirubinu poprvé
popsal a v roce 1941 provedl jeho syntézu laureat Nobelovy ceny Hans Fischer [67], nicmén¢
jeho trojrozmérné uspotradani a predevsim vznik intramolekulovych vodikovych vazeb, které
jsou naprosto zasadni pro pochopeni fyzikalné chemickych vlastnosti bilirubinu a jeho chovani
v biologickych systémech, byly objasnény az o nékolik desitek let pozdé&ji [68].

Nejbéznéji se v téle dospelého cCloveéka vyskytuje 47,15Z-bilirubin IXa vznikajici
zizomeru IX protoporfyrinu a obsahujici dvojné vazby na uhlicich C4 a CI15
v stereochemickém uspotradani cis (neboli Z). Spektroskopické studie ukézaly, Ze v roztocich i

krystalické formé¢ zaujima bilirubin stabilni zalomenou stiechovitou strukturu (,,ridge-tile
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structure) umoznujici vznik vodikovych mulstkii mezi postrannimi fetézci tvofenymi kyselinou
propionovou a polarnimi skupinami protilehlych pyrrolovych kruht (viz obr. 5) [68, 69]. Toto
uspotadini dava bilirubinu lipofilni charakter a ziroven vysvétluje, pro¢ nemuze byt bez
konjugace s kyselinou glukuronovou v jitrech vyloucen do Zluce. Zajimavé je, Ze konstitu¢ni
izomery bilirubinu IX f, y nebo 6, vznikajici St€épenim methinovych mustkli na odliSnych
mistech porfyrinového cyklu hemu, nejsou schopny tvofit intramolekulové vodikové vazby,
jsou tedy méné lipofilni a mohou byt vylouceny jétry bez potieby konjugace [70]. Tyto izomery
se ovSem vyskytuji u dospelych jedinct pouze ve stopovych mnoZstvich.

Na rozdil od konstitu¢nich mohou konfiguracni izomery bilirubinu 4Z, 15Z podléhat
fotoexcitaci a ménit se pusobenim svétla na 4Z 15E/ 4E 15Z izomery snadno ptechdzejici na
stabiln¢j$i a hlavné polarnéjsi derivaty lumirubin, fotobilirubin II nebo cyklobilirubin, které
mohou byt opét vyluCovany jatry bez nutnosti konjugace. Tento princip se vyuZiva pii

fototerapii novorozenecké Zloutenky ¢i tézkych nekonjugovanych hyperbilirubinémii [71].
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Obr. 5. Struktura bilirubinu

a)

dipyrrinon dipyrrinon

b)

Obr. 5. Struktura bilirubinu
a) Linedrni zobrazeni bilirubinu IXo sloZeného ze dvou dipyrrinonovych podjednotek a
usporddani 47, 157.
b) Nejstabilnejsi trojrozmérné uspordddni bilirubinu IXa s vodikovymi miistky mezi
karboxylovymi skupinami na pyrrolovém kruhu B a C a poldrnimi skupinami na kruhu

D a A.

1.1.4.2 Transport bilirubinu v krevnim recisti

Vzhledem ke svému hydrofobnimu charakteru musi byt bilirubin v krevnim fecisti

transportovan ve vazb¢ na transportni protein, kterym je pfedevSim albumin. Malé mnoZstvi
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bilirubinu (kolem 10%) je transportovano ve vazbé€ na apoprotein D v lipoproteinu HDL [72,
73]. Albumin obsahuje specifickd vazebna mista, kam se bilirubin vaZe iontovou vazbou a je
z ni tedy snadno disociovatelny. Tato vlastnost je klicov4 béhem vychytdvani bilirubinu jaterni
buiikou, kdy dojde k uvolnéni bilirubinu z vazby na albumin a jeho transportu pfes membranu
hepatocytu [74]. Mén¢ neZ 0,01% bilirubinu pak zlstdva nenavdzano na pienaSecovy protein
jako takzvany volny bilirubin (By). Tato frakce, a¢ minoritni, miZe prochazet biologickymi

z N

membrinami a je zodpoveédna za patofyziologické ucinky bilirubinu v bunikach a tkanich [75].

1.1.4.3 Vychytdvdni bilirubinu jaterni buiikou

Otazka transportu bilirubinu do hepatocytu jeSté neni zcela uspokojivé vyreSena.
Predpoklada se, ze pii nizkych sérovych koncentracich volného bilirubinu (Bt< 40-50 nM)
pfechazi bilirubin do bunky aktivnim transportem, zatimco pfi vysokych koncentracich Bs
(okolo 70 nM) se jedna spiSe o pasivni difuzi. PfestoZe nebyl jednoznacné identifikovan
konkrétni sinusoidalni transportér pro nekonjugovany bilirubin, mezi vazné kandidaty se fadi
skupina pfenasect pro organické ionty OATP, a to predev§im OATPIBI1 (t€Z znamy jako

SLCO1B1, OATP2 nebo OATP-C) [76].

1.1.4.4 Konjugace bilirubinu

V jaterni buiice je bilirubin v4dzan na skupinu transportnich proteint, pfedevsim se jedna
o glutathion S- transferasu B (ligandin ¢i protein Y) a FABPI (fatty acid binding protein 1
neboli protein Z). Tyto proteiny slouZi jak k intracelularnimu transportu bilirubinu, tak brani
jeho uniku zpét do cirkulace. Nezanedbatelna ¢ast bilirubinu se miiZe v burice vyskytovat ve

vazbé na membrany [77].
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V endoplazmatickém retikulu je pak bilirubin konjugovidn enzymem UGT1A1 (UDP-
glukuronosyltransferasa 1A1), ktery je jako jediny enzym z Siroké superrodiny UGT schopen
pienést glukuronosyl z uridindifosfoglukurondtu na jeden nebo oba postranni propionatové
fetézce bilirubinu. Vznika monoglukuronosyl (cca 20 %) nebo majoritni bisglukuronosyl (cca
80 %) bilirubinu, ktery je polarni a muze byt vyloucen do Zlu¢i [78]. Vzhledem
k nezastupitelnosti UGT1A1 v konjugaci bilirubinu vede kvantitativni nebo funk¢ni deficience
tohoto enzymu k akumulaci nekonjugovaného bilirubinu v cirkulaci. Dosud byly popsany tii
syndromy familiarni nekonjugované hyperbilirubinémie. Strukturalni mutace v nékterém z péti
exoni UGTIAI vede ke vzniku Criglerova-Najjarova syndromu typu 1 (Gplnd absence
enzymové aktivity) nebo typu 2 (zavazny pokles aktivity UGT1Al), zmény v promotoru
UGTIAI pak mohou vyaustit ke sniZeni jeho konjugacni aktivity, mirn€ zvySenym hladinam

nekonjugovaného bilirubinu v plazmé a rozvoji tzv. Gilbertova syndromu [79].

1.1.4.5 Sekrece bilirubinu do zludi

Konjugaty bilirubinu jsou secernovany proti koncentraénimu gradientu ptes kanalikularni
membranu hepatocytu do Zlu¢i. Jedna se o aktivni transport pomoci kanalikularniho
transportéru ABCC2 (MRP2, multidrug resistance protein 2), patfictho do rodiny ABC
transportérl, které ke své Cinnosti vyuZzivaji hydrolyzu ATP [80]. Substratova specificita
ABCC2 transportéru je pomérné Siroka a kromé bilirubinu zahrnuje i glutathion, sulfatované a
glukuronidované konjugaty fady 1é¢iv a organickych aniont a n€ktera neutrdlni a pozitivné
nabitd xenobiotika. Mutace v kddujici sekvenci genu ABCC2 vede ke vzniku konjugované
hyperbilirubinémie, takzvanému Dubin-Johnsonovu syndromu [81]. Jedna se o autozomalné
recesivni onemocnéni popsané vroce 1954 Dubinem a Johnsonem [82] charakterizované

mirnou konjugovanou ¢i smiSenou hyperbilirubinémii bez jakychkoliv dalSich abnormalit a je
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povazovéno za benigni syndrom bez nutnosti 1é¢by. Pfitomnost konjugatt bilirubinu ve Zluci u
zvitat s deficienci ABCC2 naznacuje existenci dalSich moZnych ptenaSecti konjugovaného
bilirubinu, které vSak zatim nebyly jednoznaén¢ identifikovéany.

Rotoriv syndrom je dal$im typem konjugované hyperbilirubinémie, ale na rozdil od
Dubin-Johnsonova syndromu se zcela funk¢énim transportérem ABCC2. PiestoZe byl popsan
Rotorem jiZ v roce 1948 [83] jako benigni autozomalné recesivni syndrom, jeho molekularni
podstata byla objasnéna teprve nedavno [84]. Bylo zjiSténo, Ze ¢ast konjugovaného bilirubinu
neni transportovéana piimo pres kanalikularni membranu do Zlu¢i, ale zpét pomoci transportéru
MRP3 do sinusoidélni krve a odtud znovu vychytana transportéry OATP1A/1B sousednich
hepatocytii [85]. Tento mechanismus ma zfejmé¢ zabranit pretiZzeni kanalikuldrnich
transportnich mechanismu periportalnich hepatocyti, které jsou vzhledem ke své anatomické
lokalizaci nejvice exponované xenobiotikiim a endotoxinu. Podstatou Rotorova syndromu je

pak uplna absence obou sinusoidalnich transportéri OATP1A a OATPI1B [84].
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Obr. 5. Intracelularni metabolismus a sekrece bilirubinu jaterni buitkkou
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Obr. 5. Intraceluldrni metabolizmus a sekrece bilirubinu jaterni buiikou

Hydrofobni nekonjugovany bilirubin IXo se vdZe na cytosolické proteiny glutathion-S-
transferasu B (GSTs) a protein vdzajici mastné kyseliny (FABP1). Mikrozomdlni enzym uridin
difosfdat  glukuronosyltransferasa 1Al (Ugtlal) katalyzuje prenos glukuronosylu z
uridindifosfoglukurondtu (UDPGA) na molekulu bilirubinu za vzniku konjugovaného mono- a
bisglukuronosyl bilirubinu (mono, di). Exprese Ugtlal miiZe byt aktivovdna nékterymi
nukledrnimi receptory, jako jsou napriklad konstitutivni androstanovy receptor (CAR),
arylhydrokarbonovy receptor (AhR), pregnanovy X receptor (PXR), jaterni X receptor (LXR)
nebo receptor aktivovany peroxizomovymi proliferdtory a (PPARa). Nekonjugovany bilirubin
muiZe indukovat svou vlastni konjugaci prostiednictvim aktivace CAR nebo AhR. Konjugovany
bilirubin je secernovdn do Zluci pres kanalikuldrni membrdnu aktivnim transportem pomoct
transportéru Mrp2 (multidrug resistance protein 2, Abcc2). Existuji i neprimé ditkazy pro

alternativni transport bilirubinu, nicméné konkrétni transportér jesté nebyl identifikovdn.
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Kandiddtnim prenasecem miiZe byt Bcrp (brest cancer resistance protein) s podobnou
substrdtovou specificitou jako Mrp2. Cdst konjugovaného bilirubinu je transportovdna pomoct
sinusoiddlnitho Mrp3 (multidrug resistance protein 3, Abcc3) do sinusoiddlni krve, odkud je
zpét vychytdna polypeptidy transportujicimi organické anionty (OATP), jejich exprese je
Fizena jaternimi nukledrnimi faktory (HNFlo, HNF4a). Odlisnosti metabolismu bilirubinu
v novorozeneckém obdobi jsou zndzornény zelené. U novorozencii jsou aktivita UGTIAI a
koncentrace UDPGA signifikantné sniZeny a monoglucuronosyl bilirubin je majoritnim
konjugdtem bilirubinu ve Zluci (mono>di). Nekonjugovany bilirubin miiZe byt pri vysokych
koncentracich transportovdn z hepatocytu pomoci Mrpl (multidrug resistance protein 1,
Abccl). Kromé toho, nekonjugovany bilirubin IXp exkluzivné pritomny u novorozencu miiZe byt

secernovdn do Zluci bez potreby konjugace. Zpracovdno podle [86].

1.1.4.6 Stifevni metabolismus bilirubinu

Konjugovany bilirubin se Zlu¢i dostane az do tenkého a posléze tlustého stieva, kde
dochazi k jeho dekonjugaci mikrobiélni beta-glukuronidasou na nekonjugovany bilirubin, ktery
je posléze redukovan stfevni mikroflérou na celou fadu hydroderivati nazyvanych urobilinoidy.
K nejznaméjsim a nejvice zastoupenym produktim redukce bilirubinu patii bezbarvy
urobilinogen a sterkobilinogen, které se naslednou oxidaci y methinového mustku stavaji
barevnymi slou¢eninami urobilinem a sterkobilinem [87].

Zatimco denni produkce urobilinoidi je u zdravého dospélého jedince cca 50-250 pug/den (tedy
17-83 % produkce bilirubinu), v novorozeneckém obdobi je diky absenci redukujici stfevni
mikrofléry prakticky nulova. Tento fakt se povaZuje za vyznamny aspekt pii vzniku
novorozenecké Zloutenky [88, 89], nebot’ nekonjugovany bilirubin se dostava enterohepatilni

cirkulaci do krevniho fecisté a podili se tak na zvySeni hladin bilirubinu v plazmé [90].
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1.1.4.7 Toxické ucinky bilirubinu

Bilirubin, vzhledem ke svym fyzikdlné-chemickym vlastnostem, muiZe pronikat
hematoencefalickou bariérou a dostavat se tak do centralniho nervového systému. Ve vysokych
koncentracich zde bilirubin ptisobi neurotoxicky, coZ je zdvaznym medicinskym problémem
zejména u t€Zké novorozenecké hyperbilirubinémie, kterd muze vést ke klinicky manifestni
akutni bilirubinové encefalopatii a jadrovému ikteru [91]. Toxické pusobeni bilirubinu
vykazuje buné€nou i regionalni selektivitu, kdy nejnachylngjSim typem buné€k jsou neurony a
nejcastéji postizenymi oblastmi byvaji bazilni ganglia a kochlearni a okulomotoricka jadra [92].
Mechanismy bilirubinové toxicity stale nejsou plné objasnény a jsou piedmétem intenzivniho
vyzkumu. Je zfejmé, Ze bilirubin se podili v nezralych nervovych buiikdch novorozenct na
zvySeném oxidac¢nim stresu, apoptéze, mitochondridlni dysfunkci, stresu endoplazmatického
retikula, poruSe homeostizy kalcia a integrity plazmatické membriny a bioenergetické krizi
[93-95]. Podrobnéjsi vyzkum si rovnéz zaslouZi role bilirubinu v myelogenezi a jeho vliv na

reaktivitu astrocyt a mikroglii [96].

1.1.4.8 Cytoprotektivni ucinky bilirubinu

Bilirubin byl dlouhou dobu povaZovan za pouhou odpadni molekulu katabolismu hemu
s potencialné cytotoxickymi ucinky. PiestoZe se prvni zminky o tom, Ze bilirubin mize mit i
antioxidac¢ni ucinky, objevily jiz v padesatych letech minulého stoleti [97], intenzivni vyzkum
na tomto poli odstartovala az prace Rolanda Stockera publikovana v ¢asopise Science v roce
1987 [10]. Od té doby tada praci potvrdila roli bilirubinu jako vyznamného lipofilniho
antioxidantu, ktery velmi uc¢inn¢ vychytava volné radikaly [98], snizuje produkci superoxidu

inhibici NADPH oxidazy [99], je schopen ochranit proteiny, mastné kyseliny i fosfolipidy pfed

24



peroxidaci [100] a zabranuje oxidaci LDL lipoproteinli s mnohonédsobné vétsi ucinnosti nez
analog vitaminu E [101]. PfestoZe je bilirubin pfitomen v cirkulaci pouze v mikromolarnich
koncentracich, mizZe byt regenerovan v tzv. biliverdin-bilirubinovém redoxnim cyklu a tak
vyznamné ovliviiovat celkovou antioxida¢ni kapacitu séra [102].

Existuji také presvédciva experimentdlni data o tom, Ze bilirubin m4 vyznamné
protizanétlivé a imunomodula¢ni u¢inky. Mechanismus protizdnétlivého tcinku bilirubinu
spociva zejména v jeho schopnosti potlacovat produkci nékterych prozanétlivych cytokina (IL-
2, TNFao, INF) a v translokaci transkripniho faktoru NF-kB do jadra [103], interferenci s C1
slozkou komplementu [104], sniZovani exprese adheznich molekul a blokovéani adheze
leukocytli, transendotelové migrace monocyti nebo aktivace lymfocytd [105, 106].
Imunomodulaéni plisobeni bilirubinu je pfipisovano jeho schopnosti inhibovat polyklonalni
aktivaci T-lymfocytl a vystaveni MHC II molekul na antigen prezentujicich bunkach [107],
ovlivnit expresi Fc receptorii na makrofazich [108] a aktivovat regula¢ni T lymfocyty (Treg)

[109].

1.1.5 Klinicky vyznam produktit katabolické drdhy hemu

PrestoZe existuji experimentdlni dikazy o ptisobeni HMOX jako signilni molekuly,
vétSina protektivnich G¢inkil katabolické drahy hemu je pfipisovdna tvorbé a intraceluldrni
akumulaci jejich biologicky aktivnich produktl, pfedev§sim CO a biliverdinu, respektive
bilirubinu [55]. Studie na zvifecich modelech jednozna¢né prokézaly pozitivni ucinky nizkych
koncentraci CO v terapii systémového zanctu, hyperoxického poSkozeni plic a ischemicko-
reperfizniho poSkozeni riiznych organd, nicméné s humannimi studiemi se zacinid velmi
opatrné, a to predevsim diky potencialni toxicité¢ CO. Toxicita inhalovaného CO nezavisi pouze

na davce, ale také na dob¢ inhalace a muze byt velmi individudlni [110]. Prvni dvojité slepa
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randomizovana studie se zdravymi dobrovolniky, kteti inhalovali CO (500 ppm) a poté jim byl
aplikovan lipopolysacharid (2 ng/kg), neukazala Zadny rozdil mezi zanétlivymi parametry v
kontrolni (bez CO) a terapeutické (s CO) skupiné [111]. Bathoorn a spol. ukazali, Ze pacienti
s chronickou obstrukéni plicni nemoci ve stabilizované fazi méli po inhalaci 100-125ppm CO
niz8i obsah eozinofild ve sputu a sniZzenou reaktivitu dychacich test méfenou metacholinovym
testem [112]. Na prvni vysledky se ¢ekd u studii zjiSt'ujicich vliv CO na plicni hypertenzi
(NCTO01523548), plicni fibrozu (NCT01214187), syndrom akutni respirani tisné
(NCT02425579) ¢i transplantaci Langerhansovych ostritvkts (NCT02567240).

Na rozdil od CO jsou protektivni t¢inky bilirubinu pomérn¢ dobtfe dokumentoviny
v klinickych studiich. Bylo prokizano, Ze nizké hladiny bilirubinu jsou asociovany s vySSim
vyskytem onemocnéni spojenych soxidacnim stresem [113]. Metaanalyza jedenacti
huménnich studii zahrnujici vice neZ deset tisic muzii prokdzala negativni korelaci mezi
sérovymi hladinami bilirubinu a ateroskler6zou. Jako rizikova byla urena koncentrace
bilirubinu v séru nizsi nez 10 umol/l a zaroven bylo zjiSténo, Ze jeji narist o 1 umol/l snizoval
riziko vzniku ischemické choroby srde¢ni o 6,5% [114]. Toto ovSem neplati pro pacienty
s jaternimi chorobami, kde je naopak bilirubin povaZzovan za nepiiznivy prognosticky faktor
progrese onemocnéni a je proto také soucasti fady skérovacich systémil v klinické hepatologii.
Dal$imi onemocnénimi, v jejichZ patogenezi hraje roli oxidacni stres a kde byla rovnéz
prokazina negativni korelace se systémovymi koncentracemi bilirubinu, jsou naptiklad
idiopatické sttevni zanéty [115], systémovy lupus erytematosus (SLE) [116], revmatoidni
artritida [117], obstrukéni choroba bronchopulmonélni [118], psoridza [119], roztrouSena
skler6za [120] ¢i preeklampsie [121].
Samostatnou kapitolou je role bilirubinu v regulaci niddorového bujeni. Krom¢& antioxidac¢nich
mechanismi mohou do procesu karcinogeneze zasahovat antigenotoxické a antimutagenni

ucinky bilirubinu [122, 123]. Zucker a spol. [124] v rozsahlé studii na americké populaci zjistili
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negativni korelaci mezi sérovymi koncentracemi bilirubinu a rizikem vzniku kolorektélniho
karcinomu. Podobné vysledky potvrdila studie z naSeho pracovisté na ¢eské populaci [125].
Negativni asociace mezi sérovymi koncentracemi bilirubinu a rizikem dmrti na zhoubné
nadorové onemocnéni byla pozorovidna rovnéZ v belgické studii [126] a existuji prace

popisujici protektivni roli bilirubinu u bronchogenniho karcinomu [118] a rakoviny prsu [127].

1.1.6 Potencidlni terapeutické vyuZiti produktii katabolické drdhy hemu

Velmi slibné vysledky z experimentalnich i klinickych studii vyvolavaji logicky otazku,
zda by neSlo vyuZzit produkty katabolické drahy hemu k prevenci ¢i terapii nékterych
onemocnéni. Problémem zustava zplisob podani potencidlnich terapeutik. Inhalace CO naradZzi
na jeho vysokou afinitu k hemoglobinu a toxicitu pfi vysSich koncentracich, u exogenné
podaného bilirubinu je to jeho stabilita a biologicka dostupnost. Snahou védcti je proto vyvinout
takové molekuly, které by uvolnovaly CO piimo v cilovych tkanich nebo v ptipadé bilirubinu

stimulovaly jeho produkci a zaroven inhibovaly jeho biotransformaci v jatrech.

1.1.6.1 Molekuly uvoliiujici oxid uhelnaty

Jak vyplyva z jeho struktury, CO je schopen poskytnout elektronovy par k vytvoreni
donor-akceptorové vazby. Pokud je akceptorem tohoto paru piechodny kov, vznikaji
slouceniny nazyvané karbonyly kovi, které se staly zdkladem prvnich molekul uvoliujicich
CO (CORM) [110]. Jadro molekuly CORM tvoii nej€astéji mangan, ruthenium nebo Zelezo,
které obklopuje né€kolik karbonylovych skupin jako koordina¢ni ligandy. Podle mechanismu
uvolnéni CO rozdé€lujeme molekuly CORM do tii skupin. U prvni skupiny CORMs dojde

k uvolnéni CO po vymeéné za ligand obsaZeny v médiu, druha skupina potiebuje k uvolnéni CO
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odpovidajici externi nebo interni stimul a tfeti reaguje na zmény v bunéném prostiedi,
napiiklad pH nebo expresi enzymu [128, 129].

Prvni CORM molekulou pouzivanou v in vitro a ex vivo systémech byl lipofilni
dekakarbonyl manganaty [Mn2(CO)i0] neboli CORM-1 [130]. Tato molekula byla schopna
uvolnit CO po stimulaci svétlem a pilotni experimenty na izolovanych potkanich srdcich
prokazujici vasodilata¢ni potencidl CO naznacily, Ze pouziti CORM molekul v biologickych
systémech by mohlo byt krokem spravnym smérem [131]. Nasledoval vyvoj fady dalSich
molekul, které by byly schopny uvolnéni CO jinym mechanismem neZ fotodisociaci, byly
rozpustné ve vodé a minimaln¢ toxické. Molekulu CORM-2 na bézi ruthenia ([Ru(CO)3Cl2],
ktera byla stale rozpustnid pouze v organickych rozpoustédlech a vyznaCovala se rychlym
uvolnénim CO po rozpusténi v dimethylsulfoxidu, brzy nahradily ve vodé rozpustné CORM-3
([Ru(CO);3Cl(glycinat)] s kratkym polocasem rozpadu (ti2.=1 min) [132] a molekule CORM-
Al s centrilni molekulou boru (NaxH3BCO»), jejiZ polocas je 21 min [133].

Hlavnimi kritérii, kterd je nutno splnit, aby byly molekuly plné vyuZitelné v in vivo
studiich, jsou moznost kontrolovat uvolnéni CO, transport molekuly do cilovych tkani a nizka
toxicita, ev. absence potencidlné toxickych kovi. Vyvoj ,,novych” molekul CORM se proto
snazi nahradit centralni atom kovu jinymi prvky, jako je tomu u boranokarbonatt [134] nebo
systému ,,click and release” [135], najit alternativni cesty aktivace CORM napftiklad pomoci
enzymi (ET-CORM) [136] nebo zlepSit farmakokinetické vlastnosti vyuZitim
makromolekularnich nosi¢t a nanocastic [137, 138].

Samostatnou kapitolou je vyvoj molekul uvoliujicich CO po stimulaci zatenim, tzv.
foto-CORM. Uvolnéni CO z molekuly fotoexcitaci je alternativni aktivacni strategii, ktera
umoziuje kontrolu produkce CO v biologickych systémech [139]. Molekuly foto-CORM
zalozené na komplexech prechodnych kovll nabizeji znacnou variabilitu struktur i efektivitu

uvolnéni CO, bohuZel jen mélo z nich je schopno absorbovat biologicky neskodné viditelné
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svétlo [129]. Navic fada z nich nespliiuje kritéria chemické stability a minimalni toxicity. Proto
se pozornost vyzkumnych tymul obratila k Cist€¢ organickym slouc¢enindm, které by tyto
problémy ptekonaly. Nékteré organické molekuly, jako napt. cyklopropenony [140] nebo 1,3-
cyklobutandiony [141] uvolnuji CO po excitaci svétlem v UV oblasti (<420nm). Pouze n¢kolik
organickych molekul je schopno uvolnit CO po excitaci svétlem ve viditelné oblasti, mezi

kterymi se nejslibnéjSimi zdaji byt slouceniny mesokarboxy BODIPY [142].

1.1.6.2 Ldtky zvySujici systémové koncentrace bilirubinu

Xenobiotik zvysujicich sérové hladiny bilirubinu existuje cela fada. Problémem je, Ze
se vétSinou jednd o vedlejsi projev hepatotoxicity danych latek. Idealni terapeutikum, které by
se dalo pouZit v klinické praxi, nesmi byt hepatotoxické a zaroven by mélo mit minimum
nezadoucich uc¢inkd. Nekonjugovanou hyperbilirubinémii lze vyvolat bud’ aktivaci HMOX,
inhibici konjugacniho UGT1A1 nebo kompetici s transportem bilirubinu do jaterni bunky.
Aktivatort HMOX je popsano velké mnoZstvi, od hemu a nékterych metaloporfyrint [143] aZ
po kyselinu acetylsalicylovou [144], diklofenak [145], statiny [146], kurkumin [147],
resveratrol [148], aktivitory PPARy [149], inhibitory COX-2 [150] a fadu dalSich [151].
Mnohem potentnéjSimi 1éky zvySujicimi hladiny bilirubinu jsou latky interferujici s enzymem
UGT1A1, jako napiiklad dnes jiz nepouzivané urikosurikum probenecid [152] nebo
virostatikum atazanavir [153]. Hyperbilirubinémie zplisobena cyklosporinem A je ziejmé
zpusobena jeho kompetici s potencidlnim transportérem pro bilirubin, jaternim OATP1B1
[154]. Cyklosporin A vSak rovnéZz blokuje transpotér MRP2 na kanalikularni membrané
hepatocytu, proto miiZeme u pacientll na terapii timto 1ékem najit i smiSenou ¢i konjugovanou

hyperbilirubinémii [155].
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Je zcela ziejmé, Ze vétSinu té€chto terapeutik nelze vyuZit pro dlouhodobou a
profylaktickou indukci hyperbilirubinémie, proto je pozornost védci upfena k nékterym
potravnim doplitklim a rostlinnym tetrapyrrolim, pfedev§im chlorofylu, molekule strukturdlné
odvozené od hemu a fykobilinim sinic, bakterii a fas, které jsou podobné jako bilirubin

linearnimi tetrapyrroly s analogickymi bioaktivnimi vlastnostmi [156-158].
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2 OBECNE CILE

Cilem préce je charakterizovat patofyziologicky vyznam katabolické drahy hemu,
predevsim dusledky farmakologické regulace HMOX in vivo a in vitro, objasnit roli
katabolické drahy hemu v patogenezi jaternich onemocnéni a zhodnotit ilohu produktli

metabolismu hemu (bilirubinu a CO) v biologickych systémech.
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3 SPECIFICKE CILE

3.1 Charakterizovat dusledky regulace exprese hemoxygenasy in vivo a in vitro
1. Zam¢étit se na regulaci exprese HMOX1 pomoci inhibitori HMG-CoA reduktasy
(statinll) a pokusit se objasnit, zda tento mechanismus nemuze alespon z ¢asti vysvétlit
antioxida¢ni, vasoprotektivni a antiproliferativni ucinky téchto Siroce pouZzivanych
hypolipidemik.

Hsu M., Muchovd L., Morioka 1., Wong RJ, Schroder H, Stevenson DK. Tissue-specific effects of statins on the
expression of heme oxygenase-1 in vivo. Biochem. Biophys. Res. Commun. 343(3):738-44 (2006).

Muchovd L., Wong RJ, Hsu M, Vitek L., Zelenka J, Schroder H, Stevenson DK. Statin treatment increases
SJormation of carbon monoxide and bilirubin in mice: a novel mechanism of in vivo antioxidant protection. Can J

Physiol Pharmacol 85(8):800-10 (2007).

Vitek L., Muchovd L., Zdk A. Statin use and serum bilirubin levels. Atherosclerosis 219(2):969 (2011).

Vdriovd K., Boukalovd S., Gbelcovd H., Muchovd L., NeuZil J., Gurlich R., Ruml T., Vitek L. Heme oxygenase is
not involved in the anti-proliferative effects of statins on pancreatic cancer cells. BMC Cancer 16(309):1-11
(2016).

2. Charakterizovat mechanismus, kterym kyselina valproova sniZuje expresi HMOX1.

Jez M., Ciesla M., Stepinewski J., Langrzyk A., Muchovd L., Vitek L., Jozkowicz A., Dulak J. Valproic acid
downregulates heme oxygenase-1 independently of Nrf2 by increasing ubiquitination and proteasomal
degradation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 485(1):160-166 (2017).

3. Objasnit vliv (GT), mikrosatelitu proximalniho promotoru Hmoxl na expresi a

cytoprotektivni u¢inky HMOX1.

Taha H., Skrzypek K., Guevara L., Nigisch A., Mustafa S., Grochot-Przeczek A., Ferdek P., Was H., Kotlinowski
J., Kozakowska M., Balcerczyk A., Muchovd L., Vitek L., Weigel G., Dulak J., Jozkowicz A. Role of Heme
Oxygenase-1 in Human Endothelial Cells: Lesson From the Promoter Allelic Variants. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 30 (8) 1634-1641 (2010).

4. Studovat roli exprese HMOX1 v karcinogenezi na modelu chemicky indukovaného

dlazdicobuné¢ného karcinomu kize.
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Was H., Sokolowska M., Sierpinowska A., Dominik P., Skrzypek K., Lackowska B., Pratnicki A., Grochot-Przeczek
A., Taha H., Kotlinowski J., Kozakowska M., Mazan A., Nowak W., Muchovd L., Vitek L., Ratajska A., Dulak J.,
Jozkowicz A. Effects of heme oxygenase-1 on induction and development of chemically induced squamous cell
carcinoma in mice. Free Radic Biol Med 51(9):1717-1726 (2011).

3.2 Objasnit roli katabolické drdahy hemu v patogenezi jaternich onemocnéni

1. Studovat tlohu HMOX, bilirubinu a CO v riznych experimentalnich modelech

cholestazy

Muchovd L., Vdnovd K., Zelenka J., Lenicek M., Petr T., Vejrazka M., Sticovd E., Vreman H.J., Wong R.J., Vitek
L. Bile Acids Decrease Intracellular Bilirubin Levels in Cholestatic Liver: Implications for Bile Acid- Mediated
Oxidative Stress. J Cell Mol Med 15(5):1156-1165 (2011).

Muchovd L., Viiovd K., Suk J., Micuda S., DoleZelovd E., Fuksa L., C‘ern)? D., Farghali H., Zelenkovd M.,

Lenicek M., Wong R.J., Vreman H.J., Vitek L. Protective effect of heme oxygenase induction in ethinylestradiol-
induced cholestasis. J Cell Mol Med. 19(5):924-933 (2015).

PetrT., Smid V., Kucerovd V., Vdriovd K., Lenicek M., Vitek L., Smid F., Muchovd L. The effect of heme oxygenase
on ganglioside redistribution within hepatocytes in experimental estrogen-induced cholestasis. Phys. Res.
63(3):359-67 (2014).

Smid V., Petr T., Vdriovd K., Jasprovd J., Suk J., Vitek L., Smid F., Muchovd L. Changes in Liver Ganglioside
Metabolism in Obstructive Cholestasis- the Role of Oxidative Stress. Folia Biol (Praha). 62(4): 148-159 (2016).

Vdrnovd K., Suk J., Petr T, C’ern)f D., Slanar O., Vreman H.J., Wong R.J., Zima T., Vitek L., Muchovd L.
Protective effects of inhaled carbon monoxide in endotoxin-induced cholestasis is dependent on its kinetics.
Biochimie. 97:173-80 (2014).

2. Objasnit vztah mezi katabolickou drahou hemu a hepatoprotektivnimi ucinky

kurkuminu.

Cerny D., Leki¢ N., Vdnovd K., Muchovd L., Horinek A., Kmonickovd E., Zidek Z., Kamenikovd L., Farghali H.
Hepatoprotective effect of curcumin in lipopolysacharide/D-galactosamine model of liver injury in rats:
Relationship to HO-1/CO antioxidant system. Fitoterapia 82:786-791 (2011).

3.3 Zhodnotit ulohu produkti katabolické drdahy hemu (bilirubinu a oxidu uhelnatého)
v biologickych systémech
1. Zam¢fit se na metabolismus bilirubinu a jeho vyznam jako antioxidacni, protizanétlivé

a organoprotektivni molekuly.
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Zelenka J., Lenicek M., Muchovd L., Jirsa M., Kudla M., BalaZ P., Zadinovd M, Ostrow J.D., Wong R.J., Vitek L.
Highly sensitive method for quantitative determination of bilirubin in biological fluid and tissues. J Chromatogr
B Analyt Technol Biomed Life Sci 867: 37-42 (2008).

Zelenka J., Muchovd L., Zelenkovd M., Vinovd K., Vreman H.J., Wong R.J., Vitek L. Intracellular accumulation
of bilirubin as a defense mechanism against increased oxidative stress. Biochimie 94:1821-1827 (2012).

Vitek L., Krdslovd 1., Muchovd L., Novotny L., Yamaguchi T. Urinary excretion of oxidative metabolites of
bilirubin in subjects with Gilbert syndrome. J Gastroenterol Hepatol. 22(6):841-5 (2007).

Vitek L., Muchovd L., Jancovd E., Pesickovd S., Tegzovd D., Peterovd V., Pavelka K., Tesar V. Association of
systemic lupus erythematosus with low serum bilirubin levels. Scand J Rheumatol 39(6): 480-4 (2010).

Vitek L., Majer F., Muchovd L., Zelenka J., Jirdskovd A., Branny P., Malina J., Ubik K. Identification of bilirubin
reduction products formed by Clostridium perfringens isolated from human neonatal fecal flora. J Chromatogr B
Analyt Technol Biomed Life Sci 833 (2):149-57 (2006).

Vitek L., Muchovd L, Zelenka J., Zadinovd M, Malina J. The effect of zinc salts on serum bilirubin levels in
hyperbilirubinemic rats. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 40(2):135-40 (2005).

2. Popsat biologické tc¢inky jedlych fas jako moznych zdroja tetrapyrrolickych sloucenin

podobnych bilirubinu.

Strdsky Z., Zemdnkovd L., Némeckovd I., Rathouskd J., Wong R.J., Muchovd L., Subhanovd 1., Vanikovd J.,
Vdnovd K., Vitek L., Nachtigal P. Spirulina platensis and phycocyanobilin activate atheroprotective heme
oxygenase-1: a possible implication for atherogenesis. Food Funct. 4(11):1586-94 (2013).

Konickovd R., Vankovd K., Vanikovd J., Vdanovd K., Muchovd L., Subhanovd L., Zadinovd M., Zelenka J., Dvordk
A., Koldi M., Strnad H., Rimpelovd S., Ruml T., Wong R.J., Vitek L. Anti-cancer effects of blue-green alga
Spirulina platensis, a natural source of bilirubin-like tetrapyrrolic compounds. Ann Hepatol. 13(2):273-83 (2014).

3. Zkoumat produkci, tkanovou distribuci a biologické uc¢inky oxidu uhelnatého.

Vitek L., Gbelcovd H., Muchovd L., Vdiiovd K., Zelenka J., Konickovd R., Suk J., Zadinovd M., Knejzlik Z., Ahmad
S., Fujisawa T., Ahmed A., Ruml T. Antiproliferative effects of carbon monoxide on pancreatic cancer. Dig Liver
Dis. 46(4):369-75 (2014).

Vdrovd K., Suk J., Petr T, C’ern)? D., Slanar O., Vreman H. J., Wong R. J., Zima T., Vitek L., Muchovd L.
Protective effects of inhaled carbon monoxide in endotoxin-induced cholestasis is dependent on its kinetics.
Biochimie. 97:173-80 (2014).

Palao E., Slanina T., Muchovd L., Solomek T., Vitek L., Kldn P. Transition-Metal-Free CO-Releasing BODIPY
Derivatives Activatable by Visible to NIR Light as Promising Bioactive Molecules. J Am Chem Soc. 138(1):126-
33 (2016).
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4 KOMENTARE A DISKUSE

4.1 Dusledky regulace exprese hemoxygenasy in vivo a in vitro

4.1.1 Regulace exprese hemoxygenasy pomoci statinii

Mezi fadu induktort HMOX1 patii i Siroce pouzivana hypolipidemika statiny. Indukcni
efekt statini byl vSak pozorovan pouze na tkanovych kulturdch a po jednorazové nebo
nefyziologicky vysoké davce statinu [146, 159, 160]. V nasi studii na mySim modelu jsme
zjistili, ze dlouhodobé podavani statini indukuje HMOX1 in vivo, pti¢emZ mira indukce je
specifickd jak pro jednotlivé tkané¢, tak pro individudlni statiny [161]. Podavani téchto
terapeutik v klinicky relevantnich davkéch je rovnéz spojeno s mirnym nartstem tkanovych i
systémovych koncentraci bilirubinu a CO a tento efekt je doprovazen zvySenim antioxidacni
kapacity [162]. Indukce HMOX1 tak muze byt zodpovédna za pleiotropni (antioxidacni,
protizanétlivé a organoprotektivni) ucinky statini, které piimo nesouvisi s jejich
hypolipidemickym dc¢inkem.

V nédvaznosti na vySe zminéné in vitro a in vivo studie se nabizi otdzka, zda rovnézZ pacienti
dlouhodobé 1é€eni statiny vykazuji narast koncentrace bilirubinu a antioxidacni kapacity. Ong
a spol. [163] pozorovali u pacientli Ié€enych statiny naopak nizsi systémové hladiny bilirubinu
ve srovnini se zdravymi kontrolami, nicméné nevzali v tvahu hladiny bilirubinu pted
zahijenim 1écby, které u pacientli s diabetem a kardiovaskularnimi onemocnénimi byvaji
vzhledem k vysoké mife oxidacniho stresu signifikantné€ nizsi [114, 164]. V nasi pilotni studii
na terapeuticky naivnich hypercholesterolemickych pacientech bez diabetu nebo
kardiovaskuldrniho onemocnéni jsme pozorovali mirny, avsak statisticky nevyznamny nérast
sérovych hladin bilirubinu po 1é¢bé atorvastatinem nebo simvastatinem (54 pacientl, sérovy
bilirubin 10,58+3,6 vs.11,06+4,2 umol/l) [165]. Vzapéti vSak byla publikovana studie na 514

pacientech, kde byla po terapii simvastatinem popsana signifikantni elevace bilirubinu o 7% z
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10,0 na 10,8 umol/l [166]. PtestoZe se jednd o zdanlivé maly nartst, mizZe mit vyznamny
klinicky dopad, nebot’ zvySeni bilirubinu o 1 umol/l je asociovdano se sniZenim rizika
ateroskler6zy o 6% [114].

DalS$im z pleiotropnich uc¢inkli statinli je jejich antiprolifera¢ni ptsobeni na nékteré
nadorové bunécné linie, napiiklad bunky kolorektalniho karcinomu [167], karcinomu plic [168]
a pankreatu [169]. Hlavnim mechanismem je deplece intermediatl cholesterolové biosyntézy a
nislednd porucha prenylace kliCovych proteinli signalnich drah regulujicich bunécnou
proliferaci [170, 171]. Na rozdil od statinli ziistivd role HMOX v nadorové proliferaci
kontroverzni. ZvySena exprese HMOX1 u karcinomu pankreatu byla negativné asociovana s
odpovédi na terapii [172] a zvySovala agresivitu a invazivitu tumoru [173], na druhé stran€ v
nasi studii mél CO, jeden z produktt HMOX reakce, jednozna¢né antikancerogenni tcinky
[174]. Proto jsme se snaZili odpovédét na otdzku, zda antiproliferacni Gcinky statini nemohou
alespon Castené byt zprostfedkovany aktivaci HMOX drdhy. V experimentech na nékolika
liniich karcinomu pankreatu jsme zjistili, Ze statiny s vyjimkou pravastatinu maji vyznamné
antiproliferacni ucinky, nicméné v téchto bunéénych kulturdch nebyly schopny zvySovat

aktivitu ani exprest HMOX a jejich protinadorové t¢inky nijak nezavisely na HMOX [175].

4.1.2 Regulace exprese hemoxygenasy pomoci kyseliny valproové

Zatimco aktivatort HMOXI1 existuje celd fada, mnohem méné latek je schopnych
inhibovat aktivitu tohoto enzymu. Ve studii provedené ve spolupréci s Jagellonskou univerzitou
v Krakové€ jsme zjistili, Ze mezi inhibitory HMOXI1 patii Siroce pouZivané antiepileptikum
kyselina valproova. Kyselina valproova snizuje expresi HMOXI prostiednictvim aktivace

ubikvitin-proteazomového systému ovliviiujiciho stabilitu HMOX1 proteinu. V tomto
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mechanismu nehraje roli transkripéni faktor Nrf2, ktery klasicky aktivuje HMOX1
prostfednictvim vazby na ARE sekvenci promotoru. Kyselina valproova sniZovala expresi
Bachl proteinu fungujiciho jako represor pro Nrf2 a kromé¢ toho byla exprese a aktivita Hmox 1
sniZena po expozici kyselin¢ valproové i ve tkanich a bunikich izolovanych z Nrf2 deficientnich

mysi [176].

4.1.3 Vv (GT), mikrosatelitu proximdlniho promotoru na expresi a cytoprotektivni

licinky HMOX1

(GT)n mikrosatelit v proximilnim promotoru HMOX1 obsahuje dinukleotidové repetice,
jejichz mnoZstvi se pohybuje mezi 11 a 42 a délka promotoru negativn¢ koreluje s drovni
transkripce HMOX1 [28, 44, 149]. I kdyz velké studie nepotvrdily roli tohoto polymorfismu u
ischemické choroby srde¢ni a akutniho infarktu myokardu [177], existuji klinicka data, ktera
ukazuji, Ze by mohl hrét roli v rozvoji kardiovaskuldrnich komplikaci u nékterych skupin
pacientil. Vyskyt dlouhé varianty (nad 29 GT repetic) byl spojen se zvySenym rizikem selhani
arterioven6zni fistule u hemodialyzovanych pacientti [178], vyssi incidenci ischemické
choroby srde¢ni u pacientd s diabetem typu 2 [44], zvySenym poctem restenéz po baldnkové
angioplastice [179], €astéjSim vyskytem aortalniho aneuryzmatu [180] a cerebrovaskulirnich
pithod [181]. Vzhledem k témto kontroverznim klinickym datim jsme se rozhodli objasnit, zda
se protektivni ucinky HMOXI1 mohou liSit v zavislosti na (GT). polymorfismu.
V experimentech na primarnich endotelidlnich bunikich jsme potvrdili, Ze pocet GT repetic
ovliviiuje expresi a aktivitu HMOX1. Kromé toho, buiiky s ,krat$i* variantou promotoru Iépe
piezivaly po expozici oxidacnimu stresu, efektivnéji proliferovaly po stimulaci VEGF-A a

produkovaly méné prozanétlivych mediatori. Tyto experimenty tedy potvrdily cytoprotektivni,
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promitogenni a protizanétlivou roli HMOXI1 v endotelu a naznacily, Ze v lidské populaci

s riznou délkou (GT), mikrosatelitu se mohou uc¢inky HMOX1 lisit [182].

vv o s

4.1.4 Exprese HMOXI u modelu chemicky indukovaného dlaZdicobunécéného karcinomu

kiiZe

Jak jiz bylo zminéno vySe (4.1.1.), role HMOXI1 v karcinogenezi zlstdva nevyfeSena.
Exprese HMOX1 miZe byt pfimo indukovand nékterymi onkogeny [183], byva vyssi
v nddorové neZz v okolni zdravé tkani a miiZe chranit nddorovou buiku pied ud¢inkem
chemoterapeutik [184], ovliviiovat angiogenezi [ 185], bunécny cyklus [186] a proliferaci [184].
Uloha HMOX1 v karcinogenezi viak bude ziejmé bundéné specifickd a zatimco u nékterych
typt nadord podporuje indukce HMOX1 buné¢nou proliferaci [184, 187], u jinych tumort je
tento efekt zcela opacny [188].

Ve studii na modelu chemicky indukovaného dlaZdicobunééného karcinomu kiiZe jsme se

u mysi dplné nebo ¢astené deficientnich pro hemoxygenasu 1 (Hmox1”~ a Hmox17*) a

kontrolnich s normalni expresi hemoxygenasy (Hmox1*") sledovali vyvoj, progresi a malignitu

/ —/+

tumoru. Zjistili jsme, Ze mySi Hmox™ a Hmox 17" s deficitem Hmox1 vyvinuly mnohem dfive
a vyznamng vétsi nddorové 1éze, nicméné se jednalo o benigni papilomy. Naproti tomu,
kontrolni zvifata vyvinula nddory pozdé&ji a menSiho rozsahu, histologicky se ovSem jednalo o
maligni karcinomy. Hmox1 tedy byla schopna oddalit ve zdravé kiiZi vznik tumoru, ale pokud

vznikl, urychlila jeho klondlni proliferaci [189].
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4.2 Katabolické drdha hemu v patogenezi jaternich onemocnéni

4.2.1 Role hemoxygenasy a jejich biologicky aktivnich produktii v cholestdze

Cholestaza je patologicky stav definovany jako neschopnost tvofit nebo secernovat Zlu¢
z jater do duodena spojeny s nahromadénim slozek Zluci, naptiklad bilirubinu nebo Zluovych
kyselin, v krvi [190]. Sou€asna akumulace Zlu¢ovych kyselin v hepatocytech je povazovana za
hlavni pfi¢inu cholestatického poSkozeni jater [191], dochazi k bunécné apoptdze a nekrdze
[192], aktivaci fibrogennich a zanétlivych signalnich drah [193], strukturdlnimu a funkénimu
poSkozeni membran hepatocytu [194] a zvySenému oxida¢nimu stresu [195].
HMOX je exprimovana v jaterni tkani se zcela specifickou topografii. Zatimco inducibilni
HMOXIT je lokalizovéana prevazné v Kupfferovych bunkéch, konstitutivni HMOX?2 se nachazi
hlavn€ v hepatocytech [196]. CO produkovany HMOX se podili na relaxaci jaternich
sinusoidalnich kapilar [58], udrZeni krevniho pritoku v jatrech [57], kontraktilit¢ Zlucovodi
[64] a sekreci Zluci [65], zatimco bilirubin ptisobi jako velmi G¢inny antioxidant [102].
Na modelu obstrukéni cholestdzy u potkanii jsme se pokusili objasnit protichiidnou roli
vysokych koncentraci prooxidacnich Zlu€ovych kyselin a antioxida¢niho bilirubinu
v patogenezi tohoto onemocnéni. Prokazali jsme, Ze ZluCové kyseliny zplsobuji zvySenou
lipoperoxidaci v cholestatické jaterni tkdni. Na druhé strané, bilirubin skute¢né plsobi jako
silny antioxidant a je zodpovédny za zvySenou antioxidacni kapacitu v plazmé cholestatickych
zvifat. Zajimavym zjiSt€énim je, Ze ZluCové kyseliny jsou schopny inhibovat Hmox1 a snizZovat
intracelularni hladiny bilirubinu v jatrech. Stupen jaterniho poSkozeni u cholestazy pak zavisi
na pom¢éru Zlucovych kyselin a bilirubinu [197].

Abychom zjistili, zda indukce Hmox1 muiZe mit skutecné¢ anticholestaticky ucinek,
zvolili jsme model intrahepatdlni cholestazy u potkanii vyvolané 17-a ethynylestradiolem.

Jedni se o model estrogeny indukované cholestazy u ¢loveka, kterd se muze rozvinout u

39



predisponovanych Zen v téhotenstvi, bchem hormonalni substitucni terapie nebo po uZivéani
antikoncepce [198, 199]. Indukce Hmox1 jejim substratem hemem zvysSila expresi nékterych
jaternich membranovych transportérii a zvySovala tok Zluci u cholestatickych zvitat. Kromé
toho hem zvySoval expresi bazolaterdlniho transportéru Mrp3 v hepatocytech mechanismem
zavislym na transkripnim faktoru Nrf2. Konjugované Zlucové kyseliny, které byly
prostiednictvim tohoto pfenaSeCe transportovany do krevniho fteciSté, byly efektivné
odstranény ledvinami, coZ vedlo k normalizaci plazmatickych hladin Zlu€ovych kyselin. Zd4 se
tedy, Ze indukce Hmox1 by mohla byt potencidlni terapeutickou strategii v terapii tohoto typu
cholestazy [200].

Specifickou udlohu v cholestatickych onemocnénich hraji gangliosidy. Jednd se o
glykosfingolipidy sloZené z lipofilni ceramidové a hydrofilni sacharidové ¢asti, ktera obsahuje
kyselinu sialovou. Gangliosidy se vyskytuji ve vnéj$i vrstvé plazmatické membrany, kde maji
funkci jak signalizacni, tak se podileji na rigidit€ a odolnosti buniky [201, 202]. Pfi cholestaze
dochazi v jatrech ke zvySeni biosyntézy gangliosidl, pfedevSim b-vétve obsahujici vice
molekul kyseliny sialové, a jejich ptesunu z cytoplazmy do membran hepatocytt. [203, 204].
Gangliosidy jsou, diky svym fyzikilné-chemickym vlastnostem, schopny chranit bunky pred
detergentnimi ucinky Zlucovych kyselin, a to predev§im tvorbou mechanicky a chemicky
odolnych rigidnich domén [205]. V experimentu na potkanech s cholestdzou indukovanou
estrogeny jsme pozorovali, Ze syntéza a distribuce gangliosidii se rovnéZ meéni s trovni
oxida¢niho stresu. Pokud jsme aktivovali u experimentalnich zvifat Hmox1, syntéza a
distribuce gangliosidlii se vratila ke kontrolnim hodnotdm [206]. RovnéZ jsme zjistili, Ze i
obstrukéni cholestdza je doprovdzena zvySenim syntézy jaternich gangliosidi a jejich
akumulaci v membranich hepatocytll. Zatimco inhibice Hmox dale prohloubila tyto zmény,
aktivace tohoto enzymu méla opacny ucinek. Tato pozorovani déile potvrzuji dileZitou dlohu

oxidacniho stresu v metabolismu jaternich gangliosidii [207].
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Dalsim  cholestatickym modelem je cholestiza vyvoland endotoxinem
(lipopolysacharidem), ktera patii k zavaznym komplikacim sepse. ProtoZe existuji literarni data,
ktera poukazuji na dlohu CO pfi regulaci toku Zluci a jaterni perfuse (viz vySe), rozhodli jsme
se studovat, zda inhala¢ni podini CO se miiZe podilet na ochrané pfed cholestatickym jaternim
poSkozenim. Prokézali jsme, Ze expozice 250 ppm CO pted podanim lipopolysacharidu
vyznamné sniZila sérové markery cholestiazy (ALP, ZluCové kyseliny) a hepatocelularniho
poskozeni (AST). Rovnéz jsme pozorovali zvySenou expresi mRNA protizanétlivého IL-10,
sniZeni prozanétlivého TNF-a a modulaci exprese klicovych jaternich transportért, vysvetlujici

sz

anticholestaticky uc¢inek CO [66].

4.2.2 Vztah mezi katabolickou drdhou hemu a hepatoprotektivnimi ti¢inky kurkuminu

Dalsi latkou, jejiz hepatoprotektivni i¢inky by mohly byt zprostiedkovany katabolickou
drdhou hemu, je polyfenol kurkumin. Kurkumin je induktor Hmox1 s antioxida¢nimi,
s antifibrotickym ptsobenim [208-211]. Na modelu reverzibilniho jaterniho selhani
vyvolaného lipopolysacharidem v kombinaci s D- galaktosaminem (DG+LPS) u potkani
kmene Wistar jsme testovali, zda kurkumin mutze chrénit jatra pred fulminantnim jaternim
selhanim a rovnéz jsme sledovali roli Hmox a bilirubinu. Zjistili jsme, Ze aplikace kurkuminu
vedla k signifikantnimu poklesu aktivity sérovych aminotransferas ALT a AST a zéaroven
narastu sérovych hladin bilirubinu soucasn¢ s aktivaci Hmox1 u DG+LPS zvitat. Rovnéz
vysoka droven lipoperoxidace, aktivace NOS-2 a produkce nitratd u jaterniho selhani byla
vyznamné sniZena po aplikaci kurkuminu. Hepatoprotektivni piisobeni kurkuminu v tomto

modelu bylo tedy spojeno s modulaci drahy Hmox/NO [212].
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4.3  Uloha produktii katabolické drdhy hemu (bilirubinu a CO) v biologickych systémech

ooooo

organoprotektivni molekuly

Bilirubin produkovany b¢hem katabolismu hemu prostfednictvim enzymi Hmox a
biliverdinreduktasy ptsobi jako vyznamny antioxidant a cytoprotektant ve fyziologickych nebo
mirné zvySenych koncentracich, zatimco jeho vysoké koncentrace mohou byt neurotoxické.
Studium bilirubinu za fyziologickych podminek je velmi obtiZzné kviili citlivosti této molekuly
na svétlo a kyslik, rychlé degradaci v alkalickém 1 kyselém prostiedi, vysoké afinité
k proteiniim a nizkym koncentracim ve tkanich. Proto jsme vyvinuli velmi citlivou HPLC
metodu pro kvantifikaci nekonjugovaného bilirubinu v biologickych tkanich, tekutinich a
bunécnych kulturach, kterd se stala zdkladem pro dalSi biologické studie metabolismu
bilirubinu [213].

V dalsi studii jsme se zabyvali metabolismem bilirubinu v bunikdch a tkadnich b&hem
oxidacniho stresu. Zjistili jsme, Ze indukce Hmox1 nebo systémova hyperbilirubinémie vede
k akumulaci bilirubinu ve tkénich, ktera vyvazuje konzumpci bilirubinu béhem oxidac¢niho
stresu a chrani tkanové a bunécné lipidy pted peroxidaci [214].

Béhem oxida¢niho stresu dochdzi mimo jiné ke vzniku biopyrinli, diazo negativnich
oxida¢nich produktli metabolismu bilirubinu vylu¢ovanych do moc¢i [215]. Tyto tripyrrolické
struktury mohou slouZzit jako markery oxida¢niho stresu ve zvifecich 1 huménnich studiich [216-
218]. V nasi préci jsme objasnili vztah mezi hladinami sérového bilirubinu a exkreci biopyrinti
do moc¢i u jedinci sbenigni hyperbilirubinémii, tzv. Gilbertovym syndromem, a
normobilirubinemickymi darci krve. Pozorovali jsme negativni korelaci mezi vyluCovanim
biopyrini do moc¢i a hladinou sérového bilirubinu diky antioxidacnim uc¢inkiim mirné

hyperbilirubinémie u pacientl s Gilbertovym syndromem [219].
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Koncentrace sérového bilirubinu pozitivné koreluji s celkovou antioxida¢ni kapacitou séra
u novorozencl s novorozeneckou Zloutenkou [220] i dospélych pacienti s Gilbertovym
syndromem [221, 222]. Kromé& toho je bilirubin povazovan za silny negativni prediktor
onemocnéni spojenych s oxidacnim stresem, jako jsou ateroskler6za [221] nebo néktera
neuropsychiatrickd onemocnéni [223]. Mezi choroby, jejichZ patogeneze je Uzce spojena
s oxidacnim stresem, patfi 1 autoimunitni SLE. Diky multiorgdnovému postizeni a
systétmovému zinétu je SLE spojen s vysokym rizikem rozvoje aterosklerdozy a
kardiovaskuldrnich onemocnéni [224]. Na souboru 259 pacienti se SLE jsme zjiSt'ovali vztah
mezi sérovymi hladinami bilirubinu a manifestaci symptomi SLE. Ve srovnani s kontrolami
meéli pacienti se SLE vyznamné niz$i hladiny sérového bilirubinu, bilirubin byl rovnéz
negativné asociovén s aktivitou a rozsahem onemocnéni. Pokles o 1 pmol/l sérového bilirubinu
znamenal 37% nartst pravdépodobnosti diagnézy SLE. Kromé toho byla pravdépodobnost
diagnézy nekonjugované hyperbilirubinémie ¢tyfikrat niz§i u SLE pacientll neZ u zdravych
kontrol. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni pro tyto nédlezy je konsumpce bilirubinu zptisobené
vysokym oxidaénim stresem, ktery doprovazi SLE. Pacienti s vyS§imi systémovymi
koncentracemi bilirubinu, naptiklad ti s Gilbertovym syndromem, mohou byt chranéni pied
rozvojem SLE [116].

Neméné¢ zajimava je problematika sttevniho metabolismu bilirubinu, ktery se podili na
homeostaze sérového bilirubinu. Pokud chybi ve stievé baktérie redukujici bilirubin, jako
napiiklad v Casném novorozeneckém obdobi nebo po 1éEbé Sirokospektrymi antibiotiky,
nekonjugovany bilirubin prochazi enterohepatilni cirkulaci [88]. Samotn4 redukce bilirubinu
sttevnimi bakteriemi je pomérné¢ komplexni a mélo prozkoumany proces [87]. Zabyvali jsme
se proto detailni analyzou bakteridlni redukce bilirubinu novym kmenem Clostridium
perfringens izolovanym ze stolice novorozencil. Izolovali jsme velké mnoZstvi redukovanych

Zlucovych pigmentl a zjistili jsme, Ze stfevni anaerobni organismy redukuji Siroké spektrum
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ruznych Zluovych pigmentl,, coz ukazuje na vyznam téchto enzymatickych procest pro
homeostazu intestindlnich mikroorganismii. C. perfringens redukovalo ptfednostné
nekonjugovany bilirubin, ale pouze na troven urobilinogenu. RovnéZ jsme prokazali, Ze
redukci na urobilinoidy musi pfedchazet hydrolyza konjugatt bilirubinu [225].

Ovlivnéni stievniho metabolismu bilirubinu a zablokovéani jeho enterohepatalni cirkulace
pak miZe byt ucinnym terapeutickym piistupem u pacienti s Criglerovym- Najjarovym
syndromem nebo novorozeneckou hyperbilirubinémii [88]. Pfestoze byla vyzkouSena fada
latek vazajicich bilirubin, naptiklad aktivni uhli, agar, cholestyramin, kalcium fosfat nebo
inhibitory B- glukuronidasy, jako napfiklad hydrolyzat kaseinu, Zddny z nich nebyl akceptovan
jako terapeutikum, ptredevsim kvili inkonsistetnim hypobilirubinemickym t¢inkiim a ¢astym
nezddoucim ucinklim [226-229]. V na$i praci jsme studovali hyperbilirubinemicky efekt
zinecnatych soli, pfedev§im rozpustného sulfatu a nerozpustného metakrylatu, na modelu
kongenitdlné hyperbilirubinemickych potkani kmene Gunn a potkanli kmene Wistar s um¢le
navozenou hyperbilirubinémii. Zjistili jsme, Ze zineCnaté soli vyznamné ovliviuji
enterohepatélni cirkulaci bilirubinu, sniZuji sérové hladiny bilirubinu u experimentalnich zvirat
a zaroven sniZzuji biliarni sekreci bilirubinu. Kromé toho, terapie nerozpustnym metakrylatem
zineCnatym nevedla k elevaci sérovych hladin zinku. Tento pfistup by mohl byt slibnou

terapeutickou alternativou v 1é€b¢ téZkych nekonjugovanych hyperbilirubinémii [230].

4.3.2 Biologické ucinky tetrapyrrolickych sloucenin podobnych bilirubinu z jedlych i'as

Arthrospira platensis (Spirulina platensis), je sladkovodni modrozelena tasa patiici
mezi cyanobakterie. Je bohatd na bioaktivni substance, u kterych byly prokazany
hypocholesterolemické, antioxidacni a protizanétlivé ucinky. Mezi tyto bioaktivni substance

patii i fykobiliny, tetrapyrrolické latky strukturdln€ podobné bilirubinu. V experimentech jsme
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se snazili ovéfit hypotézu, Ze ateroprotektivni a protinddorové utcinky produktli katabolické
drdhy hemu mohou byt napodobeny rovnéZz terapyrrolickymi slouceninami téchto fas. Jak
extrakt ze S. platensis, tak fykocyanobilin signifikantné zvySovaly expresi Hmox1 in vitro
v endotelovych bunkach 1 in vivo v ateromovych platech Apo-E deficientnich mysi a snizovaly
markery oxida¢niho stresu a endotelidlni dysfunkce [231]. Ob¢ latky rovné€Z sniZovaly
proliferaci bunécné linie lidského karcinomu pankreatu PA-TU-8902 a rovnéZ vyznamné
inhibovaly riist nddoru u athymickych nu/nu mysi xenotransplantovanych PA-TU-8902 [232].
Popsané mechanismy se tak mohou vyznamné podilet na ateroprotektivnich a protiniddorovych

ucincich jedlych tas.

4.3.3 Produkce, tkdriovd distribuce a biologické ticinky oxidu uhelnatého

Oxid uhelnaty jako dalsi z biologicky aktivnich produktd katabolické dradhy hemu je
vyznamna endogenni signilni molekula hrajici duleZitou roli pfedev§im v regulaci zanétu,
bunécné proliferace a cytoprotekce [233-235]. Z tohoto divodu je povazovan za molekulu s
vyraznym terapeutickym potencidlem. Velka nevyhoda CO vSak tkvi v jeho toxicité pfi vysSich
koncentracich. Aby bylo mozZné zarucit bezpecnost a efektivitu 1é€by béhem inhalace CO, je
nutné monitorovat nejen hladiny karbonylhemoglobinu, ale také zajistit optimalni koncentrace
CO vcilovych tkénich. Proto jsme se vnaSi praci detailné zabyvali studiem kinetiky
inhalovaného CO ve tkanich laboratorniho potkana. Kromé distribuce CO jsme zméfili
eliminacni profily pro jednotlivé orgény a kinetické parametry CO pro potkana. Zjistili jsme,
Ze jak koncentrace, tak eliminacni polo€as CO jsou tkanov¢ zavislé. Tento fakt by mél byt bran
v potaz pii planovani frekvence podavani, délky expozice a zplsobu aplikace CO v in vivo

studiich [66].
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Znalosti z kinetiky jsme pak vyuZzili pfi studiu biologickych uc¢inkd CO. Kromé
anticholestatickych (viz kapitola 4.2.1.) jsme prokazali 1 antiproliferacni u¢inky CO na in vitro
a in vivo modelu karcinomu pankreatu. Jak inhalacni, tak intraperitonealni aplikace CO ve
form¢ CORM-2 molekuly signifikantné inhibovaly rlst pankreatickych tumori
xenotransplantovanych athymickym mysim [174].

Slibné vysledky in vivo studii nas pfivedly na mySlenku vyvinout takovou molekulu
CORM, kterd by neobsahovala ptfechodny kov, byla by miniméaln¢ toxicka a uvoliiovani CO by
nebylo jednordzové, ale kontinudlni a dalo by se do urcité miry tidit. Toho se ndm podatilo
dosahnout ve spolupréci se skupinou prof. Kldna z Masarykovy univerzity v Brné. Molekulu
s centralnim atomem boru zaloZenou na BODIPY chromoforech je mozZno aktivovat viditelnym
az infraCervenym svétlem in vitro 1 in vivo. Mira uvoliiovani CO pak zavisi na intenzité zafent,

ve tmé k produkci CO nedochazi [142].
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5 ZAVER

Od roku 1968, kdy byl vlaboratofi R. Schmida objeven enzym HMOX, doslo
k obrovskému rozvoji poznatkli o katabolické draze hemu. Jiz ji nepovaZzujeme za pouhy
detoxifikacni metabolicky proces, kterym je nutno ztéla odstranit potencidln¢ toxické
degradacni produkty, ale rovnéZz za zdroj biologicky aktivnich molekul s Sirokou Skalou
patofyziologickych ucink.

V souvislosti s antioxida¢nimi, imunomodula¢nimi a organoprotektivnimi tuc¢inky
bilirubinu stejné tak jako antiproliferaCnimi, protizanétlivymi a signaliza¢nimi funkcemi CO se
nabizi fada moznosti, jak katabolickou drahu hemu terapeuticky vyuZzit. Pfedtim je ovSem nutné
piesné definovat tenkou hranici mezi toxickymi a protektivnimi tc¢inky téchto latek a rozumét
mechanismum jejich pisobeni v organismu.

V naSem vyzkumu se ndm podafilo prokazat, Ze ucinky nékterych 1€ka (napfi. statint,
kyseliny valproové) mohou byt ¢astecné vysvétleny ovlivnénim katabolické drahy hemu,
zkoumali jsme roli bilirubinu a oxidu uhelnatého u nékterych typti nadorti, vénovali jsme se
hepatoprotektivnim udcinkim HMOX pii cholestdze, zaméfili jsme se na metabolismus
bilirubinu v bunikich a tkénich béhem oxida¢niho stresu a detailn€ jsme popsali distribuci CO
v organismu.

Velmi zajimavé bude sledovat vyvoj novych molekul, které jsou schopny uvoliovat CO,
stimulovat aktivitu HMOX nebo selektivné zvySovat koncentrace sérového bilirubinu a jejich
zavadéni do klinické praxe. Rovnéz jsou potieba dalsi klinické studie, které by jednoznacné
definovaly roli katabolické drahy hemu v patogenezi jak chronickych, tak akutnich

patologickych stavii.
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6 SEZNAM ZKRATEK

AhR arylovy uhlovodikovy nuklearni receptor
ALP alkalicka fosfatasa

ALT alanin aminotransferasa

AST aspartat aminotransferasa

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CO oxid uhelnaty

CORM molekula uvoliujici oxid uhelnaty
COX-2 cyklooxygenasa 2

DG D- galaktosamin

Egr-1 protein ¢asné rastové odpovedi 1
ERK1/2 proteinkinasa 1/2 regulujici extracelularni signély
FABPI1 faktor vazajici mastné kyseliny

sGC solubilni guanylat cyklasa

GTP guanosin trifosfat

cGMP cyklicky guanosin monofosfat

HMOX hemoxygenasa

HNF hepatalni nuklearni faktor

HSF-1 protein 1- faktor teplotniho Soku

IL interleukin

INF interferon

JNK c-Jun N-terminalni kinasy

Kca/BK draslikové kanéaly aktivované kalciovymi ionty
LPS lipopolysacharid

LXR jaterni X receptor
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MAPK mitogeny aktivované proteinkinasy

MHC hlavni histokompatibilni komplex

Mrp transportér multilékové rezistence

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF«xB nukleédrni faktor kB

NRF2 nukleédrni faktor (nuclear factor erythroid-2 related factor 2)
NO oxid dusnaty

NOS syntasa oxidu dusnatého

OATP polypeptidovy transportér organickych aniontt
PAI-1 aktivator inhibitoru plasminogenu 1

PKG proteinkinasa G

PPARYy receptory aktivované peroxizOmovymi proliferatory
PXR pregnanovy X receptor

ROS reaktivni formy kysliku

TNF-a tumor nekrotizujici faktor o

SLE systémovy lupus erytematodes

UDPGA kyselina uridin difosfat glukuronova

UGT1 uridin difosfat glukuronosytransferasa
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