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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

ATP — adenosintrifosfat

DNA — kyselina deoxyribonukleova
RNA - kyselina ribonukleova

A —adenin

C — cytosin

G — guanin

T — thymin

U -uracil

GS — Gilbertiv syndrom

TF — transkrikpéni faktor

AA — aminokyselina

AR — autosomalné recesivni dédicnost
UGT - uridindifosfat

HA — hemolyticka anemie

SOD — superoxiddismutaza
ATP — adenosintrifosfat

ADP — adenosindifosfat

dx. - dextra

sin. - sinistra

v. - véna

a. - arterie

VV. - venae

aa. - arterie

RA - rodinna anamnéza

v.c.inf. - vena cava inferior
v.c.sup. - vena cava superior

m. - muskulus

LDH - laktatdehydrogenasa
ALT - alaniaminotransferasa
AST - aspartataminotransferasa
GMT- gamaglutamyltransferasa
ALP — alkalické fosfatasa

CHE - cholecystektomie

VLDL - very low density lipoproteins (lipoproteiny o velmi nizké hustot¢)
LDL — low density lipoproteins
HDL — high density lipoproteins



ABSTRAKT

Diplomova prace se zaméfuje na urCeni genealogické frekvence homo- a
heterozygotii u mutaci v promotorové oblasti UGT 1A1 genu, tj. mutaci typické pro
Gilbertiv syndrom. Vysvétluje vznik, symptomy, patologii i terapii tohoto syndromu.
Diskuse zahrnuje moZny ochranny uUc¢inek této polymorfni mutace, ktery se mize
projevit snizenou cetnosti cévnich onemocnéni (infarkt myokardu, cévni mozkova
piihoda, ateroskleroza, plicni embolie atd.). Vyznamny je rovnéZ podil na sniZeni stresu

pfi hyperbilirubinémii. Prace byla provadéna ve spolupraci s laboratoii GENVIA s.r.0.



ABSTRACT

The mail focus of this thesis is to assess a genealogical frequency of homo- and
heterozygotes for a mutation in a promotor region of UGT 1Al gene. This mutation is
typical for Gilbert's syndrome. It explains a genesis, symptoms, pathology and also a
therapy of this syndrome. It discusses a possibly protective effect of this polymorphic
mutation that might result in a lower incidence of vascular diseases (myocardial
infarction, stroke, atherosclerosis, pulmonary embolism). An important contribution is
also an attenuation of stress due to hyperbilirubinaemia. This thesis was worked out in a

cooperation with GENVIA Ltd.






1.UVOD

1.1 Gilbertlv syndrom

Gilbertiv syndrom (Meulengrachtiv nebo Gilbert-Meulengrachtiv syndrom) je dédic¢na
porucha metabolismu bilirubinu. Syndrom se projevuje predev§im zezloutnutim kize a
ocniho bélma v dusledku ukladani piebytecného bilirubinu do tkani. Pacienta
neohroZuje na Zivotég.

Gilberttiv syndrom byl objeven Augustinem Nicolasem Gilbertem v Patizi roku 1901,

v Némecku byl popséan Jensem Dinarem Meulengrachtem.

Priznaky GS:

¢ Celkovy, nekonjugovany bilirubin > 21 pmol/l
e Unava, slabost

e tlak pod pravym zebernim obloukem

e 7zluté zbarveni ktize, sliznic a bélimy oci

e cca 30% zastoupeni monokonjugatu ve zluci

Pricina GS
. inzerce TA sekvence v TATA boxu v promotorové oblasti UGT 1A1 genu — v
90%, v 10% to miZze byt mutace jiného, sousediciho genu

* sniZend aktivita enzymu UDP-glucuronosyltransferasy

Inzerce znamena vlozeni chromosového segmentu na kterékoli misto jiného nebo téhoz
chromosomu. Tato pfestavba vyzaduje nejméné tfi zlomy a postihuje jeden nebo dva
chromosomy. Insertovany usek muize byt na novém misté¢ v normalni nebo obracené
poloze. Inserce je balancované piestavba bez ovlivnéni fenotypu. Pii postizeni dvou
riznych chromosomi pifedstavuje pro svého nositele 50% riziko tvorby
nebalancovanych gamet, nesoucich bud’ deletovany nebo insertovany chromosom. (1)

Rodokmenové udaje (tj. genealogie) se staly klicovymi pro zpracovani tématu GS.
Genealogie slouzi jak k pochopeni genetickych zakonitosti pfenosu urcitého znaku, tak

1 pro vyuziti v klinické genetice v oblasti genetického poradenstvi. Osoba, ktera vedla



k vybéru urcité rodiny je oznacovana jako proband. Probandem mtize byt jak postizeny
jedinec, tak zdravy jedinec z rodiny s moznou dédi¢nou zatézi (dédénou chorobou).

Udaje jsou zaznamenany graficky formou genealogického schématu (viz. obr.¢.1). (16)

Pro sestavovani rodokmenti se pouzivaji nize uvedené znacky: (obr.¢.1)
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Pti sestavovani genealogického schématu je nanejvySe vhodné analyzovat min. 3
generace (tj. prarodice, rodice, potomci) vcetné pribuznych (tj. bratr, netef, teta, atd.).
Nesmime zapominat na nemanzelské potomky, byvalé manzely ¢i manzelky.

Zaznamenava se samoziejme potrat ¢i tmrti.



Ptipomenu zaklady molekularni dédicnosti, abych pfiblizila mechanismus vzniku GS.
Pivodné Griffith a pozdéji O.T.Avery a jeho spolupracovnici dokazali UspéSnym
pokusem transformace, Ze nositelem genetické informace je deoxyribonukleova kyselin
(DNA). Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky, které uchovavaji a prenaseji
(exprese) genetickou informaci. Zarucuji, ze dcetfiné bunky budou mit tytéz vlastnosti
jako buiika matetska a zZe rostlinny a ZivocisSny druh v procesu reprodukce zachova sdm

sebe bez podstatnych zmén. (17)

Nukleové kyseliny jsou polynukleotidy, skladaji se ze zakladnich jednotek
nukleotidl. Nukleotid se sklada ze 3 zakladnich slozek:
a) zbytku kyseliny ortofosforecné
b) pétiuhlikatého cukru (pentosy)

¢) dusikaté baze

Podle druhu pentosy rozliSujeme kyselinu deoxyribonukleovou (DNA, obsahuje
deoxyribosu) a kyselinu ribonukleovou (RNA, obsahuje ribosu).

Dusikaté baze jsou heterocyklické slou€eniny odvozené bud’ od pyrimidinu (tj.cytosin
(C), thymin (T) a uracil (U)). Nebo jsou odvozené od purinu, tj.adenin (A) a guanin (G).
Nukleotid vznika ptipojenim zbytku kyseliny fosforecné esterickou vazbou na pozici 5-
pentosy. (soubor obr. €. 2)
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Dvousroubovice vznikd na zakladé¢ vazeb pomoci vodikovych mustkii mezi bazemi,

které jsou vici sob¢ komplementarni (viz.obr.3)

Ma-1i DNA slouzit jako matrice pro syntézu RNA, musi se nejprve ob¢ vlakna molekuly
DNA od sebe odd¢lit, tj. denaturovat.

Pred kazdym mitotickym délenim se molekuly DNA musi zdvojit. Zdvojovani molekul
DNA a ptechod jejich noveé vzniklych kopii do dcetfinych bunék pti kazdé mitoze
znamena, ze se do vSech bun€k organismu pienaseji genetické informace z generace na
generaci. Pfi mitoze se pfenos genu z matetské buitkky do bun€k dcefinych zabezpecuje
replikaci DNA.

Replikaci rozumime pienos informace z DNA do DNA. Jedna se o tzv.
semikonservativni proces, kdy nové vznikla dvouSroubovice md vzdy jedno vlakno
ptvodni a druhé vldkno nové syntetisované. Klicovou ulohu v procesu replikace ma
enzym DNA dependentni DNA polymerasa (existuje 5 typil tohoto enzymu). VSechny
typy DNA polymeras potiebuji matrici, postupuji vzdy od konce 5'ke konci 3'a
potiebuji mit k dispozici volny konec 3 nukleotidu, na ktery piipoji fosfodiesterickou
vazbou 5 misto nové zatazené¢ho nukleotidu. DNA polymerasa nemtize zahajit syntesu
de novo, pouze ptipojuje novy nukedotid na 3 pozici. Proces replikace zahajuje enzym
primasa, coZ je DNA dependentni RNA polymerasa. Tento enzym vytvaii na zacatku
replikovaného useku nového vldkna DNA kratky RNA primer (,,0¢ko*). Na jeho 3



"’konec miize DNA polymerasa ptipojit prvni nukleotid nového vldkna DNA. Protoze
ob¢ vldkna DNA jsou antiparaelni a DNA polymerasa syntetisuje ,,jednosmérné®, mtize
souvisle probihat replikace pouze na jednom vlaknu. Na zmifovaném vlaknu probiha
replikace rychleji, provadi ji d-polymerasa, oznacujeme ho vldknem vedoucim. Na
druhém vlaknu probihd replikace po castech (tzv. Okaziho fragmentech), replikace je
pomalejsi a provadi ji a-polymerasa. DNA polymeraza provadi kontrolu zatazeni
komplementarni base. V pripad¢ chyby vystithne a zafadi spravnou bazi.
Topoisomerasy mohou pierusit fosfodiestrerické vazby v okoli replikacni vidlice a
Znovu je vytvofit.

Transkripci se prenaseji informace z DNA do molekuly RNA, kdy se vytvoii vlakno
RNA na principu komplementarity k vlaknu DNA. Adenosin v DNA je zafazovan proti
Uracilu v RNA. Pfepisovano je pouze jedno vlakno DNA, slouzi jako matrice pro RNA,
tzv. vlakno pracovni. Druhé vladkno DNA je vldkno pamétové, za béznych podminek k
jeho transkripci nedochazi. Smér transkripce je stejny jako u replikace, tedy 5'— 3°. Na
transkripci se podili fada bilkovin ozna¢ovanych jako transkripéni faktory (TF). Vazi se
na jednotlivé elementy promotoru, ¢imz usnadiiuji vazbu piislusné RNA polymerazy.
Prokaryotickd RNA polymeraza ke své Cinnosti TF nevyzaduje, u eukaryot je na
pritomnosti TF zavisld. Jejich prostiednictvim je genova exprese piizpusobovana
potfebam buiiky ¢i celého organismu (napf. hormony nebo hypoxie mohou stimulovat
expresi — transkripci urcitych genil). Nékteré TF musi byt nejdiive aktivovany napf.
fosforylaci nebo odstranénim inhibitoru. TF reguluji bazélni transkripci. Mnohé z nich
RNA-polymerazou II. Existuji: RFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF a TFIIH. TFIID se
specificky vaze na sekvenci TATA box.

Transkripce je zahdjena navazdnim TFIID do oblasti TATA boxu, pak je pfipojen dalsi
TF, potom RNA polymerasa s dal§Simi TF. Transkripci vznikaji RNA prekursorového
typu, které se teprve posttranskripénimi upravami stavaji definitivnimi funk¢nimi

molekulami RNA.

Promotor je oblast lokalizovana smérem k 5'konci pracovniho fetézce. Promotor
oznaCuje zacatek transkripce a reguluje jeji intensitu. V oblasti promotoru se casto
vyskytuje tzv. signdlni sekvence. Pfed zaCatkem transkripce byva tzv. TATA box

(obr.c.4), ktery obsahuje vétsi mnozstvi T a A. Dalsi znamou signalni sekvenci v oblasti



promotoru je CCAAAT box. Je zajimavé, Ze geny determinujici enzymy citratového

cyklu, nemaji ani TATA ani CAAT box .

obr.c.4, TATA box

Translace je ptenos genetické informace z kodu m-RNA do poradi aminokyselin v
polypeptidu. Je nezbytné, aby v buinice krom¢ potiebného materidlu a energie byly

pritomny ribosomy, m-RNA, t-RNA a enzymy podmiiujici jednotlivé reakce. (16)

GS se dédi autosomalné recesivné (obr.¢.12). Postizeny jsou stejné Casto muzi i Zeny.
Rodice jsou obvykle zdravi a byva postizen jejich potomek (eventuadlné sourozenec
nékteré¢ho z rodici). Jednd se o horizontalni typ rodokmenu. U vzécnych AR chorob
Casto u rodicl postizeného probanda jde o ptibuzensky snatek. Riziko pro sourozence

postizen¢ho jedince je 25%. (1)

obr.¢.12 :AR dédi¢nost



Biotransformace s kyselinou glukuronovu se tyka obecné nejen nekonjugovaného
bilirubinu, ale také mnoha endogennich sloucenin i xenobiotik. K tomuto ucelu se
vyvinuly rozli¢cné¢ izoformy UDP-gukuronozyltransferaz (UGT). U c¢lovéka bylo
identifikovano celkem 16 transkripti UGT, které byly rozdéleny do 2 skupin: UGT 1 a
UGT 2.

UGT2 zahrnuje podskupiny UGT2A a UGT2B. UGT2 je lokalizovdna na dlouhém
raménku 4.chromozomu, skladd se ze 6 exoni a jeji produkty Kkatalyzuji
glukuronozylaci endogennich substratd vcetné steroidnich hormond a Zlucovych
kyselin. Konjugace nekonjugovaného bilirubinu s kyselinou glukuronovou je
katalyzovdna enzymem bilirubin UDP-glukuronozyltransferazou (UGT 1A1) a dochazi
pii ni k esterifikaci karboxylovych skupin postrannich karboxyetylovych fetézcti v
pozicich C8 a C12 a ke zminénému uvolnéni dvou intracelularnich vodikovych mustk.
Enzym UGTIA1 je tedy kodovan genem lokalizovanym na 2.chromozonu a
oznacovanym jako UGTI. Tento gen koduje napiiklad estrogeny, thyroidalni hormony
nebo opioidy. V =zavislosti na této wvariabilit¢ koduje 9 riznych izoforem
glukuronozyltransferazy (UGT1A1-9). V jaterni tkdni Clovéka byly identifikovany
transkripty UGT1A1l, UGT1A3, UGTI1A4, UGT1A6 a UGTI1A9. UGTIA7 je
specificka pro jicen a zaludek, UGT1AS8 pro jicen a tlusté sttevo a UGTIAI10 byly
nalezena v jicnu, Zlucovych cestach, zaludku a tlustém stfeveé. Jedinou transferazou,
kterd katalyzuje glukuronozylaci nekonjugovaného bilirubinu u ¢loveka, je UGT1AL.
Mutace v genu pro UGT1AIl s naslednym snizenim aktivity transferazy vedou ke
vzniku nekonjugovanych hyperbilirubinemii (tj. GS, Crigler-Najjartav sy).

Pravé GS je charakterizovan sekvencni variantou v TATA-oblasti promotoru genu
UGTI1ALl, kde se nachazi vazebné misto pro transkripéni faktor IID, dilezity pro
iniciaci transkripce. V lidské populaci byly popsany alelické varianty A(ta)5-8TAA,
pficemz fyziologickd varianta A(TA)6TAA (UGTI1A1*1) je spojena s normalni
aktivitou UGT1A1. Vlozeni TA do sekvence A(TA)6TAA promotoru za vzniku alely
A(TA)7TAA vede ke vzniku varianty genu, oznacované v homozygotni podobé¢ jako
UGT1A1*28, ktera koduje enzym se zhruba 30% aktivitou oproti fyziologické varianté
genu (obr.8). U Criglerova-Najjarova syndromu Il.typu je aktivita UGT1A1 sniZzena na

10%, u Crieglorova-Najjarova syndromu I.typu chybi uplné.



Obr. 8 Struktura genu UGTI, kédujiciho glukuronozyltransferdzy s riznou substrdtovou
specifitou. UGTIAI kéduje izoenzym se specifitou pro bilirubin

UGT1 lokus se nachdzi na chromozomu 2937, je tvofen téméf 200 000 pdry bdzf a ob-
sahuje celkem 17 exonil. Exon 1 kédufe substrdt, ktery vdZe doménu (a tim { specifitu
vysledného enzymu) a md celkem 13 variant. Exony 2-5 oznacujeme jako konstantui,
Sestfihem primdrnich transkriptt: se kombinuje jeden unikdtni exon se viemi 4 kon-
stantnimi exony.

Translace tak muiZe teoreticky vzniknout af 13 riiznych enzymil s ridznym cflovim sub-
stritem. Ve skuteCnosti je téchto enzymii pouze 9, nebof exony 2, 11, 12 a 13 nejsou
piepisovdny (tvor{ tzv. pseudogeny).
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obr.¢.6: Organizace promotoru genu pro HO -1

Monoglukuronozyl bilirubin se ve zlu¢i sndz dekonjuguje a tento fakt je pfi¢inou
vyS$iho vyskytu pigmentové cholecystolitiazy u jedinct s GS a Criglerovym-Najjrovym

syndromem.

1.2 Jatra a zluCové cesty

Jatra (hepar) jsou nejvetsi zlazou.
Jatra podporuji $tépeni a resorpci lipidil tim, Ze produkuji ZIu¢ a Zlucové kyseliny. Maji
aktivni enzymovy systém pro syntézu a oxidaci TAG a fosfolipidu.
Preménuji MK na ketolatky (tj.ketogeneze).
Probiha v nich syntéza a metabolismus plazmatickych lipoproteint (tj. HDL, VLD, LD,
IDL, chylomikrond,..). V embryondlnim obdobi jsou orgdnem krvetvorby.

Vazi kolem 1500 g. Maji hnédocCervenou barvu, na pohmat jsou mékka, kiehké
konzistence. Pfi narazech na jaterni krajinu dochézi ¢asto k natrzeni jater a naslednému
krvéaceni do peritonedlni dutiny.

Vyplituji pravou c¢ast supramezokolického oddilu peritonedlni dutiny a jsou uloZena
tésné pod pravou klenbou brénice.

Obr.c.7: Jatra
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Tvar jater miizeme piirovnat k Sikmo sefiznutému ovoidu. Horni konvexni plocha,
facies diaphragmatica, naléha na branici. Zhruba uprostfed diafragmatické plochy je
melky otisk srdce, impresssio cardiaca. Dolni plochou, facies visceralis, naléhaji jatra na
organy dutiny bfiSni. Ob& plochy do sebe zradu plynule pfechéazeji. Podobné zaobleny
je 1 prechod diafragmatické a visceralni plochy na pravé strané. Vptedu je jejich
pfechod ostry, margo inferior. Levy lalok se smérem doleva ztenCuje a ptechdzi do
vazivoveé zménéného cipu, appendix fibrosa hepatis. Facies visceralis je mnohem
tvarovanéj$i. Jsou na ni tii zietelné ryhy tvaru pismene H. Pfi¢nou ryhou, porta hepatis,
do jater vstupuji cévy a nervy (a.hepatica propria, v.portae, plexus hepaticus) a
vystupuji zluCové cesty (ductus hepaticus dex. et sin.). Levy konec porta hepatis
navazuje na fissura sagittalis sinistra, pravy na fissura sagittalis dextra. Fissura sagittalis
sinistra se sklada ze dvou ryh. Piedni, fissura ligamenti teretis, zacind na prednim okraji
jater a lezi v ni ligamentum teres hepatis (vazivové pieménénd v.umbilicalis), ktera
vede od pupku k porta hepatis. Zadni, fissura ligamenti venosi, obsahuje ligamentum
venosum (zbytek ductus venosus). Fissura sagittalis sinistra rozdé€luje jatra na levy a
pravy lalok, lobus sinister et lobus dexter. Fissura sagittalis dextra je tvofena dvéma
samostatnymi jdmami. Pfedni je pomérné Siroka fossa vesica biliard, ve které je ulozen
zlu¢nik. Zadni, hlubokéd fossa venae cavae inferioris, pfechazi na zadni plochu jater.
Obsahuje svisle probihajici dolni dutou zilu. V mistech, kde je zanotena do jater, se do
ni oteviraji tf1 vv.hepaticae. Uvedené ryhy vymezuji na visceralni ploSe pravého laloku
dvé samostatné ¢asti. Mezi obéma sagitdlnimi ryhami a pied porta hepatis lezi lobus
quadratus, za porta hepatis ne zcela odd¢leny lobus caudatus. Ten souvisi s pravym
lalokem jaternim (pfed fossa v.cavae inf.) pruhem parenchymu processus caudatus.
Levy ptedni roh lobus caudatus se pon€kud zdviha jako recessus papillaris. Viscerdlni
plocha jater naléha na fadu bfiSnich organa, které na ni zanechavaji zfetelné otisky. Na
pfedni Casti pravého laloku je pficné orientovany otisk colon transversum, impressio
colica, nad nim je otisk pravé ledviny a nadledviny, impressio renalis et suprarenalis.
Medialnéji lezi otisk duodena, impressio dudenalis. Na levém laloku je rozsahly otisk
zaludku, impressio gastrica, ktery smérem dozadu predchazi do impresssio oesophagea.
Lobus quadratus naléhd na pylorus a na pfiléhajici ¢ast duodena. Jatra jsou uloZena v
peritonealni dutiné, a jsou proto témér v celém rozsahu kryta ser6zou, peritoneum

viscerale (visceralni petitoneum pokryva i Zluénik). Peritonedlni fasy pfistupuji k jatrim



jednak v oblasti porta hepatis, omentum minus, jednak na diafragmatické plosSe,
ligamentum falciforme hepatis. Tato zavésna peritonealni fasa se dorzalnim smérem
rozestupuje do stran jako ligg. coronaria, kterd pokracuji do ligamentum triangulare
sinistrum et dextrum. Mezi listy peritonedlnich fas a zvla$té¢ vzadu mezi rozestupujici se

ligamenta triangularia je povrch jater kryt adventicii. Cast mezi obéma ligamenta

triangularia je oznacovana jako area nuda. (2)

Obr.¢.10 : Hepatocyty




Hlavni soucasti jater je zlazovy jaterni parenchym. Zakladni strukturéalni
komponentou jaterniho parenchymu je jaterni burika, hepatocyt.
Hepatocyty jsou uspofadany v typicky tramcity epitel. Tramce jsou obvykle tvoteny 2
fadami tésn€¢ k sob¢ pfiloZzenych bunck. Jednotlivé trdmce spolu vzijemné casto
anastomozuji a vytvafeni slozity labyrint. V prostorech mezi tramci probihaji jaterni
sinusoidy. Uvnitf tramcti jsou ulozeny pocateCni useky zluCovych kanalklh —
intercelularni zlu€ovody (Zlucové kapilary). Morfologickou jednotku parenchymu jater
predstavuje lalticek centralni vény (lobus venae centralis). Je tvofen tramci jaternich
bunék, které se sbihaji smérem k centru lalicku, které predstavuje centrdlni véna.
Jaterni lalicek ma tvar nepravidelného Sestibokého hranolu se zaoblenymi sténami.
Laltcky jsou k sob¢ tésné pfiloZzeny. Misto, kde se stykaji 3 jaterni lalicky, nazyvame
portobiliarnim prostorem. V portobilidarnim prostoru nachdzime vénu (vena
interlobularis, vétev véna portae), dale interlobularni artérii (arteria interlobularis, vétev
arteia hepatica propria) a interlobularni zlu¢ovod. Z vazivové tkén€ portobiliarnich
prostorti odstupuji jemna retikularni vlakna, kterd tvoii opérnou sit’ pro hepatocyty i
endotelové buniky jaternich sinusoid.

Z funkéniho hlediska lze v jaternim parenchymu odlisit jesté lalicek portalni —
lobulus venae interlobularis. Tento lalicek predstavuje ¢ast jaterniho parenchymu, ktera
je zasobovana jednou vénou a jednou artérii interlobularni. Zlu¢ je z portalniho lalticku
odvadéna interlobuldrnim zlu¢ovodem. Portalni lalti¢ek je utvar zhruba trojuhelnikovy.
V jeho stiedu je portobiliarni prostor a hroty tvoii 3 centrdlni vény. V jaternim
parenchymu dale odliSujeme primarni acinus. Je to oblast zdsobovana jednou
citkumlobuldrni vénou. Acinus se skladd ze dvou trojuhelnikovitych vyse¢i dvou
sousednich laltickt centralni vény. Baze téchto vyseci je spolecna a tvofi ji spojka mezi
dvéma sousednimi portobilidrnimi prostory. Oblast primarniho acinu ulozena nejblize
spojnici mezi portobilidrnimi prostory ptichézi jako prvni do styku s ptfivadénou krvi, a
tim se Skodlivinami v ni obsaZzenymi. Za patologickych okolnosti byvd nejvice
postiZena. (2)

Hepatocyty jsou polyedrické, eozinofilni buiiky. Kazdy hepatocyt je Casti svého
povrchu piivracen k jaterni sinusoid¢€. Mezi jaternimi bunikami a vystelkou sinusoid je
vytvofen Stérbinovity Disseho prostor. Na povrchu hepatocytu, ktery smétfuje do
Disseho prostoru, je vyvinuto velké mnoZstvi mikroklkt. Cast povrchu jaterni buiiky,

ktera je ptivracena k dalSimu hepatocytu, mé piimy prabéh. V této oblasti jsou vyvinuty



cetné nexy. Tubularni prostor (1-2um v pruméru) mezi dvéma hepatocyty, do kterého se
z lateralnich stén jaternich bunck vyklenuji ojedinélé mikroklky. V tomto prostoru byla
na bunéné membran¢ prokazana vysokd aktivita alkalické fosfatizy a
adenosintrifosfatdzy. Tyto mista jsou ohraniCeny dobfe vyvinutymi zonulae
occludentes. Predstavuji intercelularni zlu¢ové vyvody (Zluové kapilary).

Hepatocyt je burika, kterd plni v organismu nejvétsi pocet funkci. Hepatocyty syntetizuji
proteiny pro vlastni potiebu i pro export. Produkuji krevni bilkoviny — albumin,
prothrombin, fibrinogen, transferrrin a rtizné lipoproteiny. Syntetizované proteiny bunika
nestiadd v sekreCnich granulech, ale kontinudln¢ je uvoliiuje do krevniho ob&hu. V
hepatocytech dochdzi také ke stfadani nékterych metaboliti. Sacharidy jsou stfadany ve
formé glykogenu, lipidy jsou zde uklddany v tukovych kapénkach ve formé triglyceridu.
Dochézi zde také ke stfadani vitaminu A. V hepatocytech probiha glukoneogeneze i
tvorba a Stépeni glykogenu. Dochazi tu i k deaminaci aminokyselin. Vyslednym
produktem tohoto procesu je urea. V jatrech dochdzi také k detoxikaci a inaktivaci
ruznych Skodlivych latek. Toxické latky mohou byt inaktivovany oxidaci, metylaci
nebo konjugaci s kyselinou glukuronovou. Tyto pochody probihaji v hladkém
endoplazmatickém retikulu hepatocytl. V hepatocytech dochazi k preméné xenobiotik
na mén¢ ucinné (tj. méné Skodlivé) latky a k pfeméné na vhodnou formu k vylouceni
z téla organismu (zluci). Dilezitou ulohu tu hraje zejména glukoronozyltransferaza,
kterd kromé bilirubinu dokaze konjugovat s kyselinou glukuronovou celou fadu latek,

hlavné steroidy, barbituraty, antihistaminika a antikonvulziva. (3)

Cévy jater tvoii funkéni a nutritivni fecisté. Funkéni fecisté tvoii v. portae, kterd privadi
do jater krev z neparovych organii bfiSni dutiny. Jeji vétve se postupné dostavaji k
jednotlivym jaternim lalickim a sméfuji do sinusoid mezi jaternimi tramci. Krev ze
sinusoid se sbird do v.centralis. Vv. centralis se postupné spojuji do vv. hepaticae, které
usti do v.cava inferior. Nutritivni feCisté zajisStuje a.hepatica propria, ktera se postupné
vétvi az na interlobularni arterie. Jejich termindalni vétveni kon¢i rovnéz v sinusoidéch,

jejichz krev je tedy smési portalni a arterialni krve.

Zlug, bilis, vznika v jaternich buiikich a obsahuje soli Zlu¢ovych kyselin, Zlu¢ové
hematogenni pigmenty cholesterol a fadu dal$ich latek. Zlué je fidka (asi 95% vody) a
ma zlatozlutou barvu. Z jater je odvadéna zluCovymi cestami. Intrahepatilni zlucové

cesty zacinaji zlu¢ovymi kapilarami mezi buitkkami jaternich tramct. Postupné se spojuji



a tvofi interlobulérni Zlu¢ovody. Jejich spojenim vznikaji segmentalni Zlucovody, které
se spoji ve dva vyvody jaternich lalokli, ductus hepaticus dexter et sinister a v porta
hepatis opoustéji jaterni parenchym. Extrahepatalni zluCové cesty vystupuji z porta
hepatis jako ductus hepaticus dex. et sin. a v porta hepatis nebo pod ni se spojuji do
ductus hepaticus commnunis — probihd v ligamentum hepatoduodenale. Asi 4 cm od
porta hepatis se spojuje s ductus cysticus a jako ductus choledochus sestupuje k
descendentni Casti duodena. Ductus choledochus probihd v ligamentum
hepatoduodenale (pars supraduodenalis) vpravo od a.hepatica propria a pied v.portae.
Kaudalnéji se klade za duodenum (pars retroduodenalis) a pak mezi hlavu pankreatu a
duodenum (pars pancreatica). Prochéazi sténou duodena (pars intramuralis) a otevira se
spolu s ductus pancreaticus major na papilla duodeni major. Vyusténi ductus
choledochus na papilla duodeni major je v klidové fazi uzavieno pomoci m.sphincter
ampullae hepatopancreaticae — Oddiho svérag. Zlu¢ se nad touto piekazkou hromadi,
zvysuje se tlak ve ZluCovych cestach, plni se ductus choledochus a Zlu¢ pretéka skrze

ductus cysticus do Zlu¢niku, vesica biliaris.

Zlu¢ se ve zluéniku hromadi a je zahuitovana vstfebavanim vody, ziskava charakter
nasycen¢ho roztoku. Soli ZzluCovych kyselin z roztoku vypadavaji v podobé
mikroskopickych krystali. Hustd zlu¢nikova zlu¢ (mé zelenou barvu) je pii piechodu
traveniny ze zaludku do duodena reflexné vyprazdinovana (pfi vyprazdiiovani Zlu¢niku
hraji velkou roli také hormony gastrointestinalniho traktu — napt. cholecystokinin). V
duodenu se Zlu¢ po smichani s traveninou podili na emulgaci tukovych slozek
traveniny, a tim usnadiuje Cinnost lipaz. Pokud je vyprazdinovani zlu¢niku naruseno,
zlu¢ zhstava ve Zlu¢niku, proces krystalizace dale pokracuje a ve zluci vznikaji kameny,

cholelithiasis. (2)



1.3 Bilirubin

Bilirubin je zlucové barvivo, které vznika katabolismem hemu:

HEM — Fe 2+ — Fe 3+ — BILIVERDIN — BILIRUBIN

billnzbin 1Xa

blllvardin

Obr. 5 Katabolickd drdha hemu

Jiz v roce 1847 Rudolf Virchow popsal ptfitomnost krystalii ¢erveného pigmentu
v prokrvéacenych tkanich. V roce 1864 Georg Stadler nejen, ze izoloval ze zlu€e tmavé
cerveny pigment a poprvé ho nazval bilirubinem (slovo bilirubin je odvozeno z latiny:
bilis - zlu¢, ruber — Cerveny),on byl také prvni, kdo dal do souvislosti s timto
pigmentem zluté zbarveni klize a sliznic u pacientt s jaternimi chorobami. Také prvni
pfiSel s hypotézou, Ze bilirubin je pigment vznikajici v krevni cirkulaci z hemu. Paul
Ehrlich vroce 1883 popsal diazoreakci bilirubinu a vroce 1916 prokazali van den
Bergh (po kterém je diazoreakce pojmenovéna)
spolu s Mullerem dva razné typy bilirubinu u ¢lovéka. Prvnim typem je bilirubin
reagujici v diazoreakci piimo — tento typ se fyziologicky vyskytuje pouze ve zluci a
odpovida bisglukuronozyl bilirubinu = konjugovanému s kyselinou glukuronovou.
Druhym typem byl bilirubin reagujici s diazo€inidlem pouze za pfitomnosti
akceleratoru (alkoholu) — tento typ bilirubinu se fyziologicky vyskytuje vkrvi =

nekonjugovany.



Enzym UGTI1A1 je v hepatocytu lokalizovan na hladkém endoplazmatickém retikulu.
UGTI1A1 katalyzuje tvorbu mono- 1 bisglukuronozyl bilirubinu, pfi¢emZ kapacita
tvorby bisglukuronozyl bilirubinu je vyrazné niz§i ve srovnani s produkci
monoglukuronozyl bilirubinu. GS, ktery se vyznacuje ¢astecnym chybénim UGTI1AI,

se snizuje pomer bis- a monoglukuronozyl bilirubinu ve zluci.

Exprese UGT1A1 je regulovana nuklearnimi receptory: PXR (pregnanovy X-receptor,
CAR ( konstitutivni androstanovy receptor), GR (glukokortikoidni receptor), AhR
(arylovy uhlovodikovy receptor ) a HNFla (hepatocytarni nukledrni faktor). Vyse
uvedené faktory stimuluji transkripci UGT1A1 pies tzv. fenobarbitalovy enhancerovy
modul (PBREM, phenobarbital-responsive enhancer module), ktery je vyrazné

polymorfni. (6)

HEM — Fe 2+ — Fe 3+ — BILIVERDIN — BILIRUBIN

Hem patii do skupiny tetrapyrolovych slou€enin a slouZi jako prostetickd skupina pro
hemoproteiny (hemoglobin, myoglobin, cytochrom P-450, kataldzu, peroxiddzy nebo
mitochondridlni cytochromy). Kromé hemu a jeho degrada¢nich produktl — bilirubinu a
biliverdinu — patii mezi tetrapyrolové slouceniny kobalamin = vit.B12, chlorofyl a tzv.

biliny, které slouzi jako akcesorni svétlosbérné pigmenty z rostlinné fise. (6)

Poruchy metabolismu bilirubinu — ikterus.

Ikterus = Zloutenka, je zluté zbarveni kize a sliznic dané zvySenym mnozstvim
bilirubinu. Pro zvySenou koncentraci bilirubinu v séru (krvi) se pouZziva termin
hyperbilirubinémie. Lehce zvySena koncentrace bilirubinu se nemusi projevit zjevnym

ikterem, resp. mize byt patrna jako tvz. subikterus.



Obr.¢. 12 :Ikterus- zluté zbarveni kuze

Obr. ¢. 13 : Ikterus — zluté bélmo o¢i

Podle mista vzniku se ikterus déli na:
*prehepatalni
*hepatalni

*posthepatalni

Prehepatalni ikterus je zpisoben nadmérnym vznikem bilirubinu pii zvySeném rozpadu
cervenych krvinek, inefektivni erytropoeze apod. Jatra nejsou schopna zpracovat
zvySenou nabidku bilirubinu, proto je v krvi zvySeno mnozstvi bilirubinu
nekonjugovaného. Bilirubin se nachdzi v moci, kde je vSak pfitomen urobilinogen a
urobilin.

Intrahepatalni ikterus je zpisoben poruchami v jatrech. Bud’ jde o poruchu na trovni

metabolismu bilirubinu: vychytavanim, konjugace a vyluCovani z hepatocytu. Dale



vznik ikteru souvisi srozpadem hepatocytii a uvolnénim bilirubinu do cirkulace.
Zvysena hladina typu bilirubinu (konjugovany, nekonjugovany) zavisi na postizeném
procesu. Miize jit o GS, Crigler-Najjar sy, hepatitidu ¢i cirhozu.

Posthepatalni ikterus je zpusoben poruchou odtoku Zluc€i, tj.cholestazou. V tomto
ptipadé stoupa v krvi koncentrace bilirubinu konjugovaného. Bilirubin se nedostava do
stolice, ktera ma svétle Sedou barvu (je acyklickd). V moc¢i neni urobilinogen (ktery

normaln¢ z bilirubinu vznika ve stieve).

(4)

Metabolismus bilirubinu nastava piedevsim v jatrech a Ize ho rozd¢lit do tii procesu:

1. pfijem bilirubinu bunikami jaterniho parenchymu — v plasmé se vyskytuje
navazany na albumin (pozor na ATB — blokuji vazebné misto na albuminu),
v jatrech je bilirubin odstranén z albuminu a pfijat sinusoidami do hepatocytu

2. konjugace bilirubinu v hladkém ER

3. sekrece konjugovaného bilirubinu do Zluci

Bilirubin je malo rozpustny v plasmé¢ a vodé. V plasmé se vyskytuje navazany na
protein, zejména na albumin (ve 100 ml plasmy je na albumin pevné navazano asi 25
mg bilirubinu v mistech o vysoké afinit€). Pfebytek bilirubinu je navazany slabé a mtize
se snadno oddélit a difundovat do tkani. Néktera farmaka (napf. antibiotika) soutéZzi
s bilirubinem o vysoce afinitni misto na albuminu, tzn. néktera farmaka mohou odstranit
bilirubin z vazby s albuminem a vyvolat tak vyznamny klinicky efekt.

V jatrech je bilirubin odstranén z albuminu a pfijat sinusoiddlnim povrchem
hepatocytlh pomoci nosi¢em zprosttedkovaného saturovatelného systému. Tento systém
usnadnéného transportu ma zna¢nou kapacitu, takze i za patologickych podminek neni
tento systém mistem limitujicim rychlost metabolismu bilirubinu. Uskuteciiuje

rovnovahu bilirubinu napfic sinusoidalni membranou hepatocytt.

Cisty zachyt bilirubinu bude zaviset na jeho odstrafiovani naslednymi metabolickymi
cestami :
Vjatrech je bilirubin konjugovan — ptidanim polarni skupiny k bilirubinu jej jatra

pfeménuji na formu rozpustnou ve vodé, kterd mize byt nasledné vyloucena do Zluci.



Proces zvySeni rozpustnosti ve vodé = polarizace bilirubinu je zprostfedkovan
konjugaci. Vétsina vylucovaného bilirubinu je ve formé bilirubindiglukosidurondtu.
Vznik  intermedidrniho  monoglukosiduronatu  bilirubinu  je  katalysovéan
uridindifosfatglukoronaglukosiduronattransferasou(UDP-
glukosiduronatransferasou), enzymem, ktery se  vyskytuje v hladkém

endoplasmatickém retikulu.

Bilirubin je vylucovan do Zluci — sekrece konjugovaného bilirubinu do zluc¢i nastava
aktivni transportem, ktery pravdépodobné limituje rychlost celkového metabolismu
bilirubinu v jatrech. Za fyziologickych podminek je vSechen bilirubin vylucovan do
zluce jako konjugovany. Pouze po fototerapii muze byt ve zluci zjiSt€éno vyznamné

mnozstvi nekonjugované formy.

Konjugovany bilirubin je redukovan strevnimi bakteriemi na urobilinogen — jakmile
dosahne konjugovany bilirubin ilea a tlustého stfeva, glukosiduronaty jsou B-
glukosiduronatasami rozloZzeny a pigment je nasledné¢ zredukovan na skupinu
bezbarvych tetrapyrrolovych sloucenin nazyvanych urobilinogeny. Normaln¢ je vétSina
bezbarvych urobilinogenti tvotfenych ve stfevé u¢inkem fekalni flory oxidovdna na

urobiliny.

Hyperbilirubinemie zptisobuje Zloutenku. Kdyz pfesdhne koncentrace bilirubin v krvi
10mg/l (17,1 pmol/l), dochazi k hyperbilirubinemii. Ta mize byt zpiisobena bud’
produkci vétSiho mnozstvi bilirubinu nez mohou jatra normdlné vylucovat, nebo
selhdnim poSkozenych jater vylucovat bilirubin produkovany v normalnim mnozstvi. I
kdyz nejsou jatra posSkozena, obstrukce exkrecnich jaternich cest brani exkreci
bilirubinu, tzn. také zptsobi hyperbilirubinémii.

Ve vsech uvedenych piipadech se bilirubin hromadi v krvi, a kdyz dosdhne urcité
koncentrace (asi 20-25mg/1), difunduje do tkéni, které tim zeZloutnou = Zloutenka =

ikterus.

V zévislosti na typ pfitomného bilirubinu v plasmé, tj. nekonjugovaného nebo
konjugovaného, miize byt hyperbilirubinémie klasifikovana bud’ jako reten¢ni nebo jako

regurgitacni.



Pouze nekonjugovany bilirubin mize piechazet hematoencephalickou bariérou do
centralniho nervového systému. Encephalopatie z hyperbilirubinémie (Kernikterus)
muze nastat pouze ve spojeni s nekonjugovanym bilirubinem. Naproti tomu v moci
mize byt pouze konjugovany bilirubin tzv. choluricka Zloutenka (cholurie =
pritomnost zluCovych sloucenin v moci) se vyskytuje pouze pii regurgitani
hyperbilirubinémii. Acholuricka Zloutenka nastava pii nadbytku nekonjugovaného

bilirubinu.

I pfi rozsahlé hemolyse je zvySeni nekonjugovaného bilirubinu pouze mirné (<mg/l,
68,4umol/l), diky velké kapacité jater, které metabolizuji bilirubin. Pokud je vSak
pfeména bilirubinu poSkozena bud’ ziskanym defektem nebo vrozenou abnormalitou,

dojde k nekonjugované hyperbilirubenemii.

Novorozenecka ,fyziologicka Zloutenka“

- tento pfechodny stav je nejcastéjsi pfi¢inou nekonjugované hyperbilirubinemie. Je
vysledkem zrychlené hemolysy a nezralosti jaterniho systému pro pfijem, konjugaci a
vylu€ovani bilirubinu. Neni sniZena pouze aktivita UDP-glukosiduronatransferasy, ale
patrné je snizena syntesa substratu pro tento enzym, kyseliny glukuronové. Jelikoz je
zmnozen bilirubin nekonjugovany, mize pronikat hematoencefalickou bariérou, kdyz
jeho koncentrace v plasmé presdhne hodnotu pii které muze byt pevné vazan na
albumin (200-250 mg/l). To ma za nasledek hyperbilirubinemickou toxickou
encefalopatii, neboli Kernikterus, ktera mlze zplsobit mentalni retardaci.
Novorozencim se Zloutenkou se podava fenobarbital, protoze systém metabolizujici
bilirubin lze takto indukovat, a tento postup je t€¢inny. Mimo to, vystaveni viditelnému
svétu (fototerapie) miize zvySit jaterni exkreci nekonjugované¢ho bilirubinu jeho

pieménou na dalsi derivaty (geometrické isomery), které jsou vylucovany do Zluce.

Crigleriiv-Najjariiv syndrom typu I (vrozend nehemolyticka Zloutenka)

- tato vzacna autosomalné recesivni porucha, je zptisobena primarnim metabolickym
defektem konjugace bilirubinu. Je charakteristicka tézkou vrozenou zloutenkou, jelikoz
v jatrech dédi¢né chybi aktivita UDP-glukosiduronattransferasy. Onemocnéni je
obvykle fatdlni béhem prvnich 15 mésici Zivota. (Bylo popsano né€kolik dospivajicich

déti, které nemély obtize az do puberty. Tyto déti byly 1éCeny fototerapii s ¢astecnym



poklesem hladiny bilirubinu v plasm¢.) U pacientd s Criglerovym-Najjarovym
syndromem typu I nemél fenobarbital G€inek na tvorbu bilirubinglukosiduronatu. Pokud

neni provadéna 1écba, sérovy bilirubin obvykle presahne koncentraci 200 mg/1.

Crigleriiv- Najjarirv syndrom typu I1

-toto dédi¢né onemocnéni je patrné zplisobeno mirnym defektem v systému konjugace
bilirubinu a mé benignéjsi pribéh. Koncentrace sérového bilirubinu obvykle nepiekroci
200 mg/l, ale vS§echen nahromadény bilirubin je nekonjugovany. Je piekvapivé, ze zlu¢
téchto pacientli obsahuje bilirubinmonoglukosiduronat. Predpoklada se, ze geneticky
defekt mize postihovat jaterni UDP-glukosiduronattransferasu, kterd ptidava druhou
glukuronovou skupinu k bilirubinmonoglukosiduronatu. Pacienti s timto syndromem

mohou pfiznivé reagovat na 1écbu velkymi davkami fenobarbitalu.

Etiologickou pfi¢inou obou syndromu jsou mutace lokalizované riizné¢ v UGT 1Al
genu. Na rozdil od Gilbertova syndromu se tyto mutace nachazeji v koédujici oblasti

genu.

Konjugovany bilirubin prechazi do moce - protoze je konjugovany bilirubin ve vodé
rozpustny, 1ze jej detekovat v moci pacientl s konjugovanou heperbilirubinemii, tzv.
choluricka Zloutenka.

Chronicka idiopaticka Zloutenka (Dubiniiv-Johnsonitv syndrom) - tato autosomalné
recesivni porucha se jevi jako konjugovana hyperbilirubinémie v détstvi nebo béhem
dospclosti. Je zplsobena defektem jaterni sekrece konjugovaného bilirubinu do Zluce.
Sekre¢ni porucha neni omezena pouze na bilirubin, ale postihuje také sekreci
konjugovanych estrogenii a pokusny latek, jako napf. barvivo sulfobromftalein. U
pacienti s Dubin-Johnsonovym syndromem je pfizra¢ny obsah abnormalniho pigmentu
v centrilobularni oblasti hepatocytt.

Obstrukce zlu€ovych cest zplsobuje konjugovanou hyperbilirubinémii uzavérem
jaternich zluCovych cest nebo Zlucovodi. Bilirubin piechazi z krve do jaternich bunék
normaln¢, porucha je vexkreci. V disledku toho je konjugovany bilirubin

neabsorbovan do jaternich vén a lymfatickych cév.



Cholestaticka Zloutenka je termin, ktery se pouziva pro vSechny formy mimojaterni
obstrukcni Zloutenkys, tj. 1 pro ty, které jsou zpiisobena poruchou hepatocyta a jsou také

charakterizovany konjugovanou hyperbilirubinémii.

Cast konjugovaného bilirubinu se mize kovalentné vézat na albumin — pokud v plasmé
pfetrvavaji vysoké koncentrace konjugovaného bilirubinu, ¢ast se mize kovalentné
vazat na albumin (delta-bilirubin). Diky tomu ma tento podil delsi polocas v plasmé,
nez obvykly konjugovany bilirubin. Proto v rekonvalescenci obstrukéni Zloutenky, kdy
hladin konjugovaného bilirubinu poklesne na normalni hodnotu, tato forma jesté
pretrvava. To vysvétluje, pro¢ néktefi pacienti zistavaji zluti delsi dobu, 1 kdyz hladina
bilirubinu v krvi klesla k normé.

Urobilinogen v moci je klinickym indikatorem — za normalnich podminek jsou v moci
pouze stopy urobilinogenu. Pfi Uplné obstrukci zlucovodl neni v moci prokazatelny,
jelikoz bilirubin nemé ptistup do stfeva, kde je pfeménovadn na urobilinogen.
Ptitomnost bilirubinu v mo¢i bez urobilinogenu tedy piredpoklada obstrukéni Zloutenku,
bud’ intrahepatalni nebo posthepatélni. (7)

Hemolytickd anemie (HA) je onemocnéni zplisobené predCasnym a nedostatecné
kompenzovanym rozpadem Cervenym krvinek — hemolyzou. Je-li pfedCasny rozpad
erytrocyti  kompenzovan dostateCnou novotvorbou, anemie nevznikne. Hemolyza
probiha vétsinou v makrofdgo-monocytovém systému sleziny a jater, tj. extravaskuldrni
hemolyza. Vzacnéj$i je rozpad cirkulujicich erytrocyti v krevnim obéhu, tj.
intravaskuldrni hemolyza. Rozpad erytrocytii vede v obou ptipadech ke zvySeni hladiny
nepfimého bilirubinu a k poklesu haptoglobinu. Dochazi ke zvySeni hladiny LDH a
v mo¢i nachdzime urobilinogen. Pro intravaskuldrni hemolyzu je charakteristicky nalez
volného hemoglobinu a hemosiderinu v moci a zvyseni hladiny volného hemoglobinu
v krvi. Organismus se snazi odstranit anemii zvySenim erytropoezy a do periférie se ve
velkém poctu vyplavuji nezralé erytrocyty = retikulocyty.

(10)

Vzrist urobilinogenu v moci lze také pozorovat pii zvySené destrukci krvinek z jinych
pficin (napf. pfi perniciosni anemit).

(7



1.4 Laboratorni hodnoty

Crigler-Najjar syndrom typu I (CNS 1)

CNS 1 je charakterizovan hladinou celkového bilirubinu kolem 345 pumol/l (310 -

755umol/l). Nelécené formy onemocnéni maji fatalni konec kolem 1.-2. roku zivota.

CNS 1 s dédi¢nosti autozomalné recesivni (AR).

Crigler-Najjar syndrom typu 2 (CNS 2)

U CNS 2 se hladina bilirubinu vétSinou pohybuje pod 345 pumol/l a afekce je mnohdy

detekovana v pozd¢jsim véku. CNS 2 s dédi¢nosti autozomaln¢ dominantni (AD).

Tab.C.1: Laboratorni hodnoty

Crigler - Najjar sy

typ 1

typ 2

celkovy sérovy bilirubin

(mg/dL)

18-45 (kolem >20)

6-25 (kolem <20)

celkovy sérovy bilirubin

(numol/l) nad 345umol/l pod 345umol/I
rutinni rest jater normalni normalni
sniZeni hladiny bilirubinu
odpovéd’ na fenobarbital ne na<25%
Kernikterus obvykle vzacné
histologie jater normalni normalni
barva moci bleda nebo bezbarva pigmentova

frakce bilirubinu ve Zluci

>90% nekonjugovany

vetsi frakce monokonjugaty

aktivita UGT 1A1

chybi, n¢kdy stopove

markantné redukovany

dédicnost autosomalné recesivni dominantni
Gilbert sy
celkovy sérovy bilirubin
(mg/dL) kolem 4 mg/dL
celkovy sérovy bilirubin
(numol/l) kolem 25pumol/l
rutinni rest jater normalni

odpoveéd’ na fenobarbital

snizeni hladiny bilirubinu na normal

Kernikterus

nc




obvykle normalni, nékdy pigment

histologie jater lipofuscin

barva moc¢i normalni

hlavné dikonjugaty, monokonjugaty

frakce bilirubinu ve zluci zvysené
aktivita UGT 1A1 redukovany
dédi¢nost autosomalné recesivni
(22)

1.5 Diferencialni diagnostika GS

Criglertiv- Najjartiv syndrom I i II vérohodné ,,napodobuje” GS. K rozliSeni je tfeba
vySetfit konjugaty bilirubinu v duodenalni zlu¢i. Normalni hladiny ALT, AST, ALP,
GMT a standartni hladiny Zzlucovych kyselin vylou¢i GS. Hemolytickou anemii

vyvratime normalnimi hladinami hemoglobinu a standartnim poctem retikulocyti.

1.6 Prevence, popft. 1écba GS

Lécba je pouze symptomaticka.
Pro snizeni hyperbilirubinémie Ize pouzit barbituraty (phenobarbital), kyselinu
salicylovou, kofein, néktera ATB, vitamin B3, C a D, stopové prvky - zinek a vapnik.
Jako hepatoprotektiva (syn. hepatika) se oznacuje riiznoroda skupina latek, kterd se
pouziva pii hepatitidach a toxickych i jinych poSkozenich jater. Ochranny vliv na jaterni
buiiky se pfipisuje vitagenim, jako jsou cholin, methionin, arginin, inositol a dalsi. Dale
se pouzivaji latky s projektivnimi G¢inky na hepatocyty, jako jsou kyselina thioktova
(acidum thiocticum), silymarin, kterému se pfipisuje stabiliza¢ni G¢inek na membranu
hepatocytti, induktor mikrosomalnich enzymii flumecinol, prekurzor kyseliny orotové
orazamid, dipeptid ornitinu a aspartatu, které ovliviuji vyuziti amoniaku, jaterni
extrakty, esencialni fosfolipidy, nenasycené mastné kyseliny, glukosa a dalsi 1é¢iva. (8)
Doporucena je pravidelnd, pestra a vyvazend strava (dostatek ovoce a zeleniny) s
omezenim tuk® a chemickych ptisad. Osvédcilo se piti zeleného caje, bylinkového Caje

z maty peprné, Stava z Cervené fepy.



Ptedevsim v 1é€bé novorozenecké Zloutenky se osvédcila fototerapie. Obecné je
dokazano, Ze u lidi pobyvajicich v tropickych oblastech se méné casto vyskytuje

hyperbilirubinémie.

1.7 Antioxidanty

Lidské télo pottebuje v klidu asi 250 ml/min. kysliku (asi 350 1/den). Jeho potieba se
samoziejm¢ zvysuje pii fyzické ndmaze. V téle se pfitom nemohou vytvofit zddné
podstatné rezervy kysliku, pfi pferuseni jeho dodavky. Nejvétsi cast kysliku
spotfebovaného buiikami organismu (az 90%) je vyuZito v aerobnim energetickém

metabolismu pro vyrobu ATP.

V naSem organizmu neustdle vznikaji Castice, které pro nas predstavuji trvalé
potencialni nebezpeci. Tyto cCastice, odborné nazyvané volné radikaly, jsou vysoce
reaktivni, "neuplné" (nenasycené¢) molekuly, které jsou schopné piijmout vazebny
elektron jiné slouceniny, se velmi ochotné spojuji s jinymi slouceninami a méni je.
Mohou tak poskodit buiiky, oslabit imunitni systém a napomadhat tak ke vzniku tfady
onemocnéni. Volné radikaly jsou latky, které se v téle tvofi pii latkové pieméné, pii

obran¢ pted bakteriemi a pfi expozici ultrafialovym nebo ioniza¢nim zafenim.

Kyslik se mlzZe organismu stat toxickym. Toxicita kysliku zavisi na vysi jeho
parcidlniho tlaku a na délce expozice tkani jeho zvySenému tlaku (koncentraci).
Toxicitu kysliku zptsobuje tvorba volnych kyslikovych radikalt. Kyslikové radikaly
vznikaji pfi vyuzivani kysliku mitochondriemi jako kone¢ného piijemce elektronti. Az
2% spotiebovaného kysliku se nepfeméni pifimo na vodu, ale d4 vznik superoxidu =
kyslikovy radikal s jednim volnym elektronem (O,-). Superoxid spontanné¢ piechazi na
méné reaktivni peroxid vodiku (H,0,). Tato reakce je vyznamné urychlovana enzymem
superoxiddismutazou, ktery je pfitomen téméi ve vSech buiikach. Kyslikové radikély
poSkozuji rizné makromolekuly (lipidy, bilkoviny, nukleové kyseliny, sacharidy) v

bunécéné i v mezibunééné hmoté.



V ptipad¢ lipida dochazi k jejich peroxidaci v misté nenasycenych vazeb mastnych
kyselin, u proteini k jejich fragmentaci nebo ptidani karbonylovych skupin, u
nukleovych kyselin ke zmén¢ jednotlivych nukleotidovych bazi, pieruseni DNA fetézce
a k pficnému spojovani bazi. Kyslikové radikaly maji kratkou Zivotnost. Existuje proto
rovnovaha mezi vznikem a zanikem kyslikovych radikald, jejiz vysledkem je jejich
aktualni koncentrace. Ta se Casto oznacCuje pojmem ,,0xidativni stres®. Vyznamnym
zdrojem kyslikovych radikalii jsou situace, kdy se v tkdni zvySuje spotieba kysliku
¢innosti mitochondrii v dasledku nahromadéni ADP. Zdrojem kyslikovych radikala
mohou byt také nékteré 1éky (napf. cytostatika bleomycin nebo adreamycin) nebo jiné
chemické latky. Peroxidace lipida je také zdrojem volnych radikald, je zodpovédna na
zluknuti potravin, poSkozeni tkani in vivo — pficina rakoviny, zanéti, aterosklerosy
atd. Peroxidace in vivo je katalyzovana slouc¢eninami obsahuji hem, lipoxygenasami,

které jsou obsazeny v trombocytech a leukocytech. ( 21)

Latky, které maji schopnost volné radikaly =znicit, resp. blokovat, se nazyvaji

antioxidanty.

Potrava obsahuje fadu latek, které jsou zdrojem volnych radikalti nebo jejich vznik

podporuji:

e dusitany

e chlor

»  kyslikové radikaly, kyslik, 0zon, peroxidy, kysli¢niky a jejich reaktivni slouceniny
(s volnym vazebnym elektronem na skupiné obsahujici kyslik)

* uhlovodiky (benzpyren)

o tézké kovy

* Zelezo a méd’, zejména v urcitych sloucenindch a kombinacich pilisobi jako volné
radikaly

*  herbicidy, pesticidy

* jako volné radikaly mohou piisobit i jinak cenné polynenasycené tuky

* tuky pfepalené a vlivem tepla, svétla a Casu za pfistupu vzduchu zoxidované

(zluklé)

Mnoho oxidantli pochazi z okolniho prostfedi, nebo vlivem okolniho prostiedi stoupa

jejich produkce v téle a ma nicivé U€inky. Mezi tyto Cinitele patii UV- a dalsi ionizujici



(ionizac¢ni) zafeni, latky zneciStujici ovzdusi, toxické primyslové chemikalie, pesticidy,
kontaminované potraviny, cigaretovy kout a drogy. Také stres je jednou z mnoha pficin
snizovani hladiny antioxidantti v lidském téle v moderni dob¢. Tyto faktory ptispivaji k
nemocnosti a starnuti vétSinou skrze proces, kdy kyslik reaguje s jistymi slou¢eninami a
vytvari volné radikaly kysliku. Kyslik je viastne paradoxné nejcastéjsi slozkou a

nejvyznamnéjsim zdrojem volnych radikalii.

Utinek antioxidantd zeslabuje chlorovana pitna voda, néktera uméla sladidla a z 1ékt

projimadla, nékteré hormonalni 1éky a antikoncep¢ni pilulky. (19)

2. CIL PRACE
2.1 Heterozygot vs. Homozygot
V diplomové praci jsme vyhodnocovali pocet pacientl jednotlivého genotypu, tj.
homozygota nebo heterozygota, a tim zmapovali situaci v ¢eské populaci.
2.2 Bilirubin a klinika
Prace vysvétluje metabolismus bilirubinu, jeho poruchy a nésledky z toho vyplyvajici.
Zameétuje se hlavné na jeho vztah s hemoglobinem, nejsou opomenuty
farmakogenetické aspekty.
2.3 GS a oxidativni stres
Bilirubin se stava ptfinosny pro svoji schopnost vychytavat singletni kyslik pfi

oxida¢nim stresu. Nelze opomenout cytoprotektivni u€inky biliverdinreduktazy.

3. METODIKA
3.1 Soubor vySetfenych pacientd
Zpracovavali jsme data od 82 normalnich homozygoti (genotyp 6TA/6TA), 102

heterozygoti (6TA/7TA) a 32 homozygota (7TA/7TA).

Bylo vySetfeno 217 pacientt, z toho 56 muzi a 161 Zen, ve véku 10-66 let.



3.2 VySetfovaci metoda

Pro zpracovani odebranych vzorku byla pouzita metoda PCR a sekvenace. Doba

zpracovani vzorkl trva 10-14 dni, statimové vySetieni je zhotoveno do 3 dnd.

Sekvenovani DNA

Sekvenovani je metoda, kterd stanovi primarni strukturu nukleové kyseliny, tj. urceni
jeji nukleotidového poradi. Pouzivd se Langerova enzymova metoda, v nékterych
piipadech metoda dle Maxima a Gilberta. Ob¢ techniky poskytuji smés oligonukleotida,
¢asto znacCenych radionuklidem, které zacinaji ur¢itym nukleotidem a kon¢i v ndhodném
misté¢ fetézce. Smés rizné dlouhych oligonukleotidl se rozdéli elektroforézou
v polyakrolovém gelu. Detekce jednotlivych fetézci se provadi pomoci autoradiografie.
Analyzované molekuly se nejprve roz$tépi na vziajemné se prekryvajici fragmenty
pozadované délky, které se klonuji ve vhodném vektoru. Znacené produkty polymeracni
reakce se elektroforeticky rozdéli a vyhodnocenim autoradiografického obrazu se urci
nukleotidové potadi analyzovaného fragmentu DNA. Potadi nukleotidii v celé¢ molekule
DNA se zjisti na zéklad€ analyzy nukleotidovych sekvenci piekryvajicich se fragmentd.

Sekvenovani DNA vyzaduje: vyhledani pfislusného klonu v geonomové nebo
cDNA-knihovné, jeho namnozeni a izolaci nekombinované DNA, vystépeni cilové
DNA-sekvence a jeji oddéleni od vektorové DNA.

Dlouh¢ molekuly DNA se dale fragmentuji a vzniklé Stépy se subklonuji ve
vektorech odvozenych od faga M13. Je-li znama restrikéni mapa analyzované DNA, je
mozné fragmentaci provadét odpovidajicimi restrikénimi enzymy. Nebyla-li restrikéni
analyza provedena, pouzije se ndhodna enzymova nebo mechanické fragmentace DNA,
kterou se ziskaji fetézce vhodné délky. Vznikne tak vysoky pocet vzajemné se

piekryvajicich klond, které se postupné sekvenuji.

Ndahodny zpiisobe fragmentace DNA
Soubor piekryvajicich se fragmentu vhodné délky se ziskd ndhodnou fragmentaci
analyzované DNA. Provadi se ¢asteCnym Stépenim smési restrikénich endonukleas,
jejichz rozpoznavaci sekvence se casto vyskytuji v DNA. Molekula DNA se

mechanicky rozbije ultrazvukem. Nejprve se studovana DNA rozbitim cirkularizuje,



aby se zajistilo ndhodné rozbiti molekuly na fragmenty o pfiblizné stejné délce. Tyto
fragmenty se izoluji gelovou elektroforézou a po zarovnani jejich koncl se spoji
s linearizovanym fagovym vektorem. Rekombinantni DNA se potom transformuji
vhodné bakteridlni buiky. Izolovand jednofetézcovd DNA virovych partikuli
jednotlivych klont slouzi jako templar pro sekvenovalni Langerovou technikou. Na
zéklad¢ analyzy prekryvajicich se DNA-sekvenci jednotlivych klond se urci

nukleotidové potadi celé analyzované molekuly.

Rizené sekvenovaini

Sekvence delsi nez 500 nukleotidi vlozené¢ do faga se sekvenuji po usecich. Jedna
z variant ftizené¢ho sekvenovani je zalozena na postupném posunu primerového mistra
podél DNA-templatu. Univerzalni sekvenéni primer se pouZije k sekvenovani
koncového useku analyzované DNA. Po zjisténi této sekvence se nasyntetizuje
oligonukleotidovy primer podle jeji koncové Casti a pouzije se pro sekvenovani dal$iho
useku DNA. Podle koncové sekvence tohoto useku se obdobné piipravi dalsi primer a
cely cyklus se opakuje, dokud se nedokon¢i sekvenovami celého inzertu.

Alternativni zplsobem je vytvofeni souboru zkracujicich se fragmenti vzniklych

postupnym exonuleasovych odstépovanim nukleotidii z jednoho konce vlozené DNA.

PCR (polymerazova retézova reakce)

(polymerace chain reaction) je metoda zmnozeni urcité sekvence DNA. Jeji specificnost
je zaloZzena na pouziti dvou vychozich nukleotidovych jednotek (primeri), které
hybriduji do komplementarnich sekvenci opa¢nych vldken DNA a ohranicuji zadanou
sekvenci. Vzorek DNA je nejdiive zahfivan, aby se oddélila obé vlakna, primery se
nechaji navazat na DNA a kazdé vlakno je kopirovano DNA-polymerasou pocinajic od
primeru. Dvé vldkna DNA slouzi pak jako matrice pro syntesu nové DNA ze dvou
primerd. Opakovani cyklt denaturace, pfipojeni primert k jejich komplementarnim
sekvencim a prodluzovani pfipojenych primeri DNA polymerasou vede

k exponencidlnimu mnozeni segmenti DNA a definované délce.

Fragmentalni analyza
Fragmentova analyza umozni pfesné stanoveni velikosti DNA fragmenti s vyuzitim

kapilarové elektroforézy s naslednou laserovou detekci.



Fluorescentni znaceni a soucasné detekce riznych barev umozni detekci vicerych,
navzajem se prekryvajici fragmenti vhodnych pro PCR aplikace. Velikost fragmenti se
vypocitd podle velikostni kiivky.

(14,16,5,25)

3.3 Genealogické vyhodnoceni

Rodokmenové udaje (tj. genealogie) se staly kliCovymi pro zpracovani tématu GS. V
kazdé zdravotni dokumentaci jednotlivého pacienta bylo pfilozeno genetické vySetieni a
hematologické a biochemické laboratorni nélezy.

Udaje ze zdravotni dokumentace jednotlivych pacientli byly opsany a statisticky

zpracovany.

4. VYSLEDKY

Celkem bylo vysetieno 217 pacientll, z toho 56 muziia 161 Zen.

Z 218 vzork DNA bylo urceno 83 homozygotii 6TA/6TA, 102 heterozygoti 6TA/7TA
a 32 homozygoti 7TA/7TA.

Procentudlni zastoupeni ndmi vySetfovanych pacientd ¢ini 39,52 % homozygotl
6TA/6TA, heterozygotii 6TA/7TTA 46,79% a 14,68% homozygotti 7TA/7TA.
Frekvence heterozygotli v ¢eské populaci je udavana az 40%. Frekvence homozygot
v ¢eské populaci az 12%.

Néami stanovené vysledky se jen nepatrné lisi od vysledkil, které poskytl SZU.

Data byla statisticky zpracovana testem X* chi-kvadrat) a Fisherovym testem.



Tabulka ¢.3: Genotyp a Cetnost specifickych onemocnéni piehledné ukazuje rozdily ve
vyskytu jednotlivych chorob u riznych genetypli. Samoziejme je tieba vzit v Gvahu
pocet vySetiovanych vs. vyskyt choroby (tj. Genotyp STA/7TA se vyskytl pouze u 1

pacienta, tomu odpovida snizeny celkovy vyskyt chorob).

Tab.€.3: Genotyp a Cetnost specifickych onemocnéni

Choroby 6TABTA | % |6TA/TTA| % | 7TAIITA| %
Schizofrenie 0 0 0 0 1 3,13
CMP 3 3,61 0 0 10 31,25

IM 6 7,23 2 1,96 8 25
Aterosklerosa 14 16,97 3 2,94 5 15,63
DMII 30 36,14 50 47,62 22 68,75

CA mammy 0 0 0 0 6 28,6
CA GIT 20 124,09 28 27,45 6 18,75
Ca ovarii 15 25,4 10 12,35 12 57,1

CHE 3 3,61 4 3,92 8 25

Tab.¢.4 : GS a RA (rodinnd anamnéza) + graf ¢.1 se zabyva celkovym vyskytem chorob
u vySetfovanych rodin probandi. Nejvyssi % zaujima diabetes mellitus II. typu, na
druhém misté typicky ,Zlucnikova®“ choroba, tfeti misto obsadili zastupci
kardiovaskularnich onemocnéni : infarkt myokardu a cévni mozkova piihoda.

Zastoupeni jednotlivych chorob odpovida zastoupeni chorob v bézné populaci.



Tab.c.4: GS a RA

Choroby Pocet
Schizofrenie 1
CMP 45
M 51
Aterosklerosa 32
DMI 80
CA GIT 40
CA mammy 28
Ca ovarii 40
Cholecystektomie 60

Graf ¢. 1: GSaRA
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V tab.¢.5: GS a specifickd onemocnéni + graf.¢.2 je shrnut procentudlni vyskyt nemoci
u suspektnich GS (proto nejsou zhodnoceni pacienti s genotypem 6TA/6TA). Na

prvnim misté Cetnosti je opét DM II, druhé nejpocetnéjsi jsou karcinomy. Na tietim

misté Cetnosti se umistila cholecystoektomie, resp.cholecystolitidza.



Tab.¢.5: GS a specifickda onemocnéni

Choroba 6TA/TTA+ 7TTA/TTA %
Schizofrenie 1 0,74
CMP 10 7,46
M 10 7,46
Aterosklerosa 8 5,97
DMII 72 5373
Ca mammy 6 447
CaGIT 34 25,37
Ca ovarii 22 16,42
Cholecystektomie 12 9,09

Graf €.2: (S a spedfida onermoanéni
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Tab.€.6: Genotyp a specificka onemocnéni

Choroba Skupina n n n 6TA/6TA 6TA/6TA 6TA/7TA P

celkem ano ne 6TA/TTA 7TTA/TTA  TTA/TTA celkové

Schizofrenie 6TA/6TA 83 0 83  nelze 0,2782 0,2388  0,0548
6TA/TTA 102 0 102
TTA/TTA 32 1 31




DMII 6TA/6TA 83 30 53 0,0787  0,0016 0,0508  0,0062
6TA/TTA 102 50 52

TTA/TTA 32 22 10

Ca ovarii 6TA/6TA 59 15 44 0,0460  0,0083 0,0001  0,0001
6TA/TTA 81 10 71
TTA/TTA 21 12 9

Podle vysledkl tabulky ¢€.6 se podafila prokazat statisticky vyznamna zavislost mezi
zdravymi (tj.6TA/6TA) a homozygoty (7TA/7TA)u 6 chorob:



CMP (hladina vyznamnosti 0,001), IM (0,05), DM II (0,01, Ca mammy (0,001), Ca
ovarii (0,01) a CHE (0,01). U zbyvajicich 3 chorob se statistikcy vyznamna zavislost

neprokazala.

5. DISKUZE

5.1 Bilirubin, farmakogenomika a medicina

Asi 90% veskerého nekonjugovaného bilirubinu se v systémové cirkulaci vaze na

hlavni transportni bilkovinu = albumin. Zbyvajicich 10% je v cirkulaci vdzano na
apolipoprotein D v molekule HDL-lipoproteinu. Stejné jako ostatni slouceniny vazané
na albumin neni nekonjugovany bilirubin filtrovan ledvinami a hlavni cestou jeho
vyluCovani je sekrece jatry do Zluce po konjugaci s kyselinou glukuronovou. Avsak
albumin je schopen nekovalentni vazbou vézat i konjugovany bilirubin. Konjugovany
bilirubin se vaze na stejné vysoce afinitni vazebné misto pro nekonjugovany bilirubin,
ale s podstatné nizsi afinitou.

Neni zcela objasnén intracelularni transport konjugovaného bilirubinu z jaternich
mikrozomi ke kanalikularni membrang. Ptiklanim se ke kli¢ové tloze cytoskeletarniho
proteinu radixinu, ktery vaze protein ABCC2 (kanalikularni pfenase¢ konjug.bilirubinu)
ke kanalikularni membrané.

Je zajimavé, ze jatra nejsou jedinym orgdnem v téle, kterd vlastni enzymovou
vybavu pro aktivitu UGT1Al. Aktivita UGT1A1 byla rovnéZz prokazéna ve sliznici
tenkého stieva. Bylo dokonce popsano vyznamné snizeni sérového bilirubinu u

nemocnych s Crigleriiv-Najjarovym syndromem po transplantaci tenkého stieva. (6)

Hlavni eliminac¢ni cestu bilirubinu z lidského téla ptedstavuje konjugace bilirubinu
s kyselinou glukuronovou a sekrece konjugatii bilirubinu do zluce. Nekonjugovany
bilirubin vSak mtze byt katabolizovan monooxygenazami systému cytochromu P-448.
Tyto enzymy nejsou fyziologicky v jatrech pfili§ exprimovany, jejich exprese se vSak
vyrazné zvySuje za podminek nekonjugované hyperbilirubinemie. Tyto monooxygenazy
jsou indukovatelné napt. latkou indol-3-karbinol. Vyzkum ukazuje, Ze indol-3-karbinol

je efektivni 1 pfi nddorech prostaty. Firestone z univerzity v Kalifornii vedl v roce 1999



zajimavou laboratorni studii na kryséach, kterd dokazala, Ze indol-3-karbinol dokaze
blokovat bunéény cyklus na G1 receptoru nadorovych bunék efektivneji nez tamoxifen.
V roce 2003 byla tato studie zopakovana a potvrzend na lidskych karcinomovych
bunikdch prostaty. Indol-3-karbinol indukoval blokddu bun&tného cyklu na Gl
receptoru, inhiboval syntézu prostatického specifického antigenu PSA syntetizovaného
v LNCaP nadorovych buiikach prostaty, inhibici CDK (cyklin-dependentni kinaza) a
stimulaci inhibitora p16 CDK. Prvotni studie, kterou vedl Bradlow v letech 1994 byla
uréend na zjiSténi schopnosti indol-3-karbinolu stimulovat syntézu 2a-hydroxyestronu
(2-OHE1). Experimentalni testy zahrnovaly dvé skupiny zen. Jedna testovaci a druhd
kontrolni, 20 zen v kazdé skupin€. Pacientky z prvni skupiny dostavali indol-3-karbinol
400 mg kazdy den po dobu 3 mésictli, zatim co kontrolni skupina dostavala placebo.
Standardni biochemické krevni testy a méfeni ukazateld 2-OHE1/16a-OHE1 byli
vykonané kazdych 30 dni. Tyto studie ukazuji, ze biochemické parametry byli identické
v obou skupinach, testovaci i kontrolni. U 17 z 20 pacientek z testovaci skupiny doslo
ke zlepSeni ohledn¢ markerti ve prospéch koeficientu metabolitu estradiolu 2-OHEI a
na této hladin€ zGstali 1 v prib¢hu dalSich 3 mésicii po pferuseni podavani indol-3-

karbinolu.

V dalsi placebem kontrolované klinické studii se u pacientek s dysplazii délozniho
¢ipku, st. CIN II a III potvrdila statisticky spolehlivd regrese ndlezu v porovnéani s
kontrolni skupinou. Pacientky dostavali 200-400 mg indol-3-karbinolu denné po dobu
12 tydni. V testovaci skupiné se pozorovala Uplné regrese nalezu v 48%, oproti placebu
se v kontrolované skupiné¢ nezaznamenal ani jeden ptipad regrese. Tyto skuteCnosti
pfivedli autory k zavéru, Ze indol-3-karbinol je schopny ovliviiovat metabolizmus

estrogent.

V roce 1997 byli vykonané podobné klinické testy ve Spojenych statech americkych
pod zéstitou Preventivniho fondu vyzkumu rakoviny. V klinické studii bylo testovanych
60 zen. Byli rozdélené do tfech skupin: kontrolni skupina (placebo), skupina s nizkou
davkou indol-3 karbinolu (50, 100 a 200 mg denn¢) a skupina s vysokou davkou indol-
3-karbinolu (300 a 400 mg denn¢). Indol-3-karbinol byl podavany denné po dobu 4
tydni. Koeficienty 2-OHE1/16a-OHE1 byli méfené u vSech tcastnikli jako biomarkery
terapeutické efektivity podavaného preparatu. Hlavni vysledky této studie byli strucné

sumarizované nasledovné:



Vedlejsi tcinky byli neptitomné ve 100% vSech piipadi. Minimalni davka zptisobujici
posun v koeficientech 2-OHE1/16a-OHE1 byla 300 mg. Doporucena preventivni davka
byla 300-400 mg.

Dalsi klinicka studie efektivity indol-3-karbinolu byla také vedena pod zastitou
Preventive Cancer Research Fund v roce 1998. V této studii Zeny, dobrovolnice ve véku
35-47 let, uzivali indol-3-karbinol v denni davce 400 mg 2 mésicl. Vyrazné zvysSena
hladina 2a-hydroxyestronu (2-OHE1l) v krvi potvrdila vysokou klinickou ucinnost
indol-3-karbinolu. Stabilni, vice jak dvojndsobny narast hladiny 2o-hydroxyestronu
oproti 16a-hydroxyestronu (OHE1l) byl ditkazem adekvatni regulace metabolizmu

estrogenu a diikazem ptiznivych Gc¢inki indol-3-karbinolu.

Tyto ucinky indol-3-karbinolu v ovliviiovani mastopatie, myoma d€lohy a dysplazii
délozniho ¢ipku byli klinicky testované proto, aby potvrdili pocetné experimentalni
zdznamy o jeho vysokych léCebnych Ucincich ve farmakologické regulaci riznych

hyperplastickych stavi. (12)

Timto zpiisobem by mohlo dojit k farmakologické terapii zdvaznych nekonjugovanych

hyperbilirubinemii.

Bilirubin inhibuje NADPH-oxidazu, dilezity enzym v patogenezi fady onemocnéni.
Bilirubin také zmirniuje alergické reakce a stabilizuje zirné bunky. Kasuisticka klinicka
data naznacuje, Ze hyperbilirubinemie by mohla pilisobit proti bronchidlnimu astmatu.
(6)

Prognoza GS je velice ptizniva. Pacientova pracovni a sportovni zatéZ neni nijak
omezend. Lécba neni nutnd, vétSina pacientll s benigni hyperbilirubinémii zadnou 1é¢bu
nepotiebuje. V ptipad€ subjektivnich potizi Ize indikovat hepatoprotektiva + jaterni

dietu.

Intenzivné se zkouma mozné zvySeni hladiny bilirubinu v krevnim séru. Denni
produkce bilirubinu témét 4x prevysuje doporucovany piijem vitaminu C a 20-30 x

doporucovany ptijem vitaminu E.

Hladinu bilirubinu (interferenci s enzymem UGT 1A1) zvySuje napi. urikosurikum

probenecid. Urikosurika zvysuji vylucovani kyseliny moc¢ové ledvinami. Urikosurika



jsou organické kyseliny (organické aniony), které inhibuji v proximalnim tubulu
nefronu tubularni transport jinych organickych latek. Probenecid byl ptivodné vyvinut
jako latka  umoznujici udrzet vysS§i  hladinu  penicilinu.  Mechanismus
hyperbilirubinemického ucinku probenecidu spociva v inhibici transportu UDP-
glukuronové kyseliny z cytoplasmy do endoplazmatického retikula, kde je vyuzivana

pro konjugacni procesy.

Podobnym mechanismem zvySuje hladiny bilirubinu 1 antituberkulotikum rifampicin.

Obr.¢.15: Rifampicin

Rifampicin nebo také rifampin (dle americké nomenklatury) je baktericidni
antibiotikum ze skupiny rifamycini. Jedna se semisynteticky produkt izolovany z plisné
Amycolatopsis rifamycinica. Rifampicin je dominantnim Iékem pfi 1é¢bé tuberkuldézy a
lepry. Je ucinny rovnéz proti infekcim zpisobenych bakteriemi rodd Listeria,
Legionella, Haemophlillus, Neisseria. Mechanismus u¢inku spoc¢iva v inhibici RNA v
bakterialnich bunkéch, tim je znemoznéna transkripce do mRNA a nedochazi k syntéze

proteind.

Transport UDP-glukuronové kyseliny inhibuje 1 nesteroidni antirevmatikum
diklofenak, derivat kyseliny fenyloctové. Rychle a uplné¢ se absorbuje z GIT, vrchol
plazmatické hladiny je za 2-3 hodiny. Metabolizuje se v jatrech hydroxylaci a konjugaci
ucinky chemotaktickych latek a imunitnich komplexli na neutrofily, kde jejich
pusobenim dochazi k uvolnéni protedz, prozanétlivych faktorti, volnych radikala 1
leukotrient B4. Konkrétné u diclofenacu vystupuje do popiedi blokada tvorby a

vychytavani volnych radikali. (8)


http://cs.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%ADse%C5%88
http://cs.wikipedia.org/wiki/Lepra
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tuberkul%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Amycolatopsis_rifamycinica&action=edit&redlink=1

Gen UGTI1AL1 je vysoce polymorfni, a to jak v oblasti promotoru, tak v kédujicich
oblastech. UGT1A1 glukuronozyluje krom¢ bilirubinu i glutation, pohlavni hormony,
amytriptylin, ketokonazol, inhibitory protedz, ketoprofen, n¢ktera xenobiotika. Byla
popsany fada polymorfnich kombinaci jednotlivych variant genu, napt. UGT 1A1*28
(GS), UGT 1A3, UGT1A6, AGT 1A7. Jakdkoliv z téchto polymorfni varianta mize
vést k nedostatecné biotransformaci specifickych 1¢ki. (6)V piipadé GS se jedna o
inhibitor topoizomerazy irinotecan, pouziva se v terapii kolorektalniho karcinomu.
Zakladni latka s protinddorovymi UCinky byla vr.1966 izolovana z rostliny
Camptotheca acuminata. Je to alkaloid, nazvany camptothecin (CPT). V r.1985 byl
nalezen mechanismus jeho protinddorového ucinku. Je jim inhibice topoizomerazy I
(TOPO I). TOPO I se vaze na jeden fetézec DNA a pterusi ho. Vznikne ireparabilni
jednovlaknovy zlom, ktery je pro buiiku letalni. Aby byl vliv CPT vyznamny, musi byt
obsah TOPO I v bunice vysoky. Pravé to ma kliCovy vyznam: zatimco ve zdravych
bunikach lidskych tkani je TOPO I malo, v nddorovych bunkéach (zejména v buiikach
kolorektalniho karcinomu) je ji zna¢né mnozstvi. Zavedenim irinotecanu a oxalplatiny
do lécby metastatick¢ého karcinomu tlustého stfeva doSlo k vyraznému zlepSeni
lécebnych vysledki. Prvni vysledky studii v kombinaci irinotecanu s fluorouracilem a
leucovorinem, které piinesly zasadni obrat do 1écby, byly publikovany v roce 2000. Ve
FN MOTOL bylo od roku 1999 do 2004 1é¢eno 51 nemocnych kombinaci 180 mg/m?
irinotecanu v 90 minutové infuzi prvni den s ndslednym bolusovym podanim
leucovorinu 200 mg/m? a 400mg/m? bolusovou aplikaci 5-FU s nasedajici 22 hodinovou
infuzi prvni a druhy den kazdého cyklu po 14 dnech (FOLFIRI). Kompletni 1écebné
odpovédi bylo dosazeno u 6 nemocnych (11,76 %), parcialni odpovéd’ u 11 (21,57 %),
ke stabilizaci onemocnéni doslo u 23 (45,1 %) nemocnych a 11 (21,57 %) nemocnych
progredovalo na této 1é€bé. Medidn piezivani v nasem souboru byl 18 mésict (95% CI,
16,93-19,07). Median trvani odpovédi byl 9 mésict (CI 95% 8,25-11,5). Kombinace
FOLFIRI je 1écbou pro prvni linii metastatického kolorektalniho karcinomu prodluzujici
preziti se zvladnutelnymi nezddoucimi U¢inky a pii zachovani dobré kvality Zivota.
Nicméné zaclenéni novych piipravkil biologické cilené 1écby miize nadéle zlepSit

piezivani nemocnych s touto diagnézou. (14)

Indinavir patii mezi retrova antivirotika — tyto latky blokddou virové reverzni
transkriptaz brani pfepisu virové RNA. Podanim téchto latek se zpomali pribéh HIV

infekce a prodlouzi se délka i kvalita Zivota pacientii s AIDS. Lécba indinavirem (je



metabolizovan prostfednictvim cytochromu CYP 4503A4  casteCn¢ 1 enzymem
UGT1A1) zplsobuje nekonjugovanou hyperbilirubinémii a zvySenou hemolyzu.
aktivitu konjuga¢niho enzymu.

Etinylestradiol je estrogenni slozka perordlni antikoncepce, ktery je také
metabolizovan enzymem UGTI1Al. U Zen s GS byla shleddna sniZzena citlivost

k tomuto hormonu. (6)

5.2 Alternativni zdroje hyperbilirubinémie

Alternativni cesta navySeni sérového bilirubinu by mohla ptfedstavovat zpracovani

tzv.fykobilint.

Strukdura fyiocyenobilinu

Obr.¢.16: Struktura fykocyanobilinu

Fykobiliny jsou teratrapyrolové molekuly - tetrapyrolova cast molekuly méa velmi
podobnou strukturu jako bilirubin a biliverdin (viz.obr. 6) a vyskytuji se pouze u sinic,
bakterii a sladkovodnich fas. Fykobiliny vznikaji degradaci hemu plsobenim enzymt
HO za vzniku biliverdinu s jeho redukci biliverdinreduktdzou a naslednou izomerizaci
na jednotlivé fykobiliny. Na zvifecich modelech bylo prokazéano, ze fykobiliny maji
peroralnich bioaktivnich tetrapyroli neni mozné z hlediska vytéZnosti v ném
obsazenému bilirubinu. Intenzivné se zkouma mozné zvySeni hladiny bilirubinu
v krevnim séru. Denni produkce bilirubinu téméf 4x prevySuje doporucovany piijem
vitaminu C a 20-30 x doporucovany pfijem vitaminu E. Denni produkce bilirubinu je

cca 300-400mg/den. Terapeuticky tcinek by nastal az po konzumaci min.500g/den. (6)



5.3 Diagnéza GS

Pigmentové ZzluCové kameny se vyskytuji jednak u pacienti s monoglukuronozyl
bilirubinu ve Zlu¢i (tj. snadnéji se dekonjuguje), jednak u pacientii trpici hemolytickou
anemii nebo u pacientd s poruchou erytropoézy.
Kapacita UGT1A1 (potiebna ke konjugaci bilirubinu na obou karboxylovych
skupinach) nestaci zvySenému piisunu bilirubinu do tkané¢ — snizuje se pomér bis- a
monoglukuronozyl bilirubinu.
Prognoza GS je velice pfizniva. Pacientova pracovni a sportovni zat€z neni nijak
omezend. LéCba neni nutnd, vétSina pacientll s benigni hyperbilirubinémii zadnou 1é¢bu
nepotiebuje. V pripad¢ subjektivnich potizi Ize indikovat hepatoprotektiva a jaterni
dietu.

V patologicky orientované literatuie se uvadi vyskyt GS az 7%, prevazné¢ muzu.
Jaterni tkan nevykazuje patologické zmény. Po 30. roce Zivota se enzymaticka porucha

spontann¢ upravuje.(22)

Potvrzenim diagnoézy GS se pacientim ulevi — nejednd se o zadné véazné

onemocnéni (jaké si mize pacient vsugerovat na zaklad¢ symptomil).

5.4 Bilirubin a oxidativni stres

Hyperbilirubinémie piedstavuje ,,zabijdka* volnych radikalli, tzv. nahromadény
bilirubin se projevuje antioxidacnim uc¢inkem.
Tato schopnost umoziuje vyrazné sniZit rozvoj aterosklerézy koronarnich a perifernich
cév a onemocnéni podminéné oxidacnim stresem, predev§im ischemickou chorobu
srdec¢ni (ICHS). Dale se tento ochranny ucinek tyka cév mozku — nizsi incidence cévni

mozkové piihody (CMP).



6. ZAVER

Z 218 vzorkit DNA bylo ur¢eno 83 homozygoti 6TA/6TA, 102 heterozygoti
6TA/7TA a 32 homozygoti 7TA/7TA.
Procentudlni zastoupeni nami vySetfovanych pacient ¢ini 39,52 % homozygoti
6TA/6TA, heterozygotli 6TA/TTA 46,79% a 14,68% homozygott 7TA/TTA.
Frekvence heterozygotl v ¢eské populaci je udavana az 40%. Frekvence homozygoti
v ¢eské populaci az 12%.

Nami stanovené vysledky se jen nepatrné lisi od vysledka, které poskytl SZU.

Incidence onemocnéni se nijak vyrazné nelisi od vyskytu chorob obecné v Ceské
populaci. U piibuznych I. a II. typu (RA) 1 u vySetfovanych pacienti mél nejvyssi
vyskyt diabetes mellitus II. typu, stejné¢ jako u pacienti s genotypem 6TA/7TA +
TTA/TTA .

Cholecystitida s cholecystolitidasou (nésledovana cholecystektomii) se u rodin
vyskytovala na druhém misté, u GS pacientii na ¢tvrteém misté¢ misté¢ (Ca ovarii se
nevyskytuje u muzi). Cholecystolitiasu miizeme proto oznacit jako chorobu spojenou s
GS. Naproti tomu nizky vyskyt karcinomu u susp. GS potvrzuje obecné znamy fakt, Ze
jedinci s GS maji prokazatelné nizsi vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni. 25% . (23)
Vyskyt karcinomu gastrointestinalniho aparatu lze vysvétlit nadmérmymi naroky na
organismus, ktery ma naruseny metabolismus bilirubinu. Vyssi vyskyt karcinomu ovarii
popira protektivni vliv genotypu UGT 1A1%28.
Nizsi vyskyt (cca 10%) kardiovaskuladrnich chorob ve sledovaném souboru potvrzuje
teorii o bilirubinu jako dilezitém antioxidantu, ktery chrani kardiomyocyt pfed ischemii
a cévy pred aterosklerdzou.

Podle zpracovanych vysledkli se podafila prokazat statisticky vyznamna

zavislost mezi zdravymi (tj.6TA/6TA) a homozygoty (7TA/7TA)u 6 chorob:
CMP (hladina vyznamnosti 0,001), IM (0,05), DM 1II (0,01, Ca mammy (0,001), Ca
ovarii (0,01) a CHE (0,01). U zbyvajicich 3 chorob se statistikcy vyznamna zavislost
neprokéazala. Podle vysledkii tabulky ¢.6 se podafila prokazat statisticky vyznamna

zavislost mezi zdravymi (tj.6TA/6TA) a homozygoty (7TA/7TA)u 6 chorob:



CMP (hladina vyznamnosti 0,001), IM (0,05), DM II (0,01, Ca mammy (0,001), Ca
ovarii (0,01) a CHE (0,01). U zbyvajicich 3 chorob se statistikcy vyznamna zavislost
neprokazala.
Pti uvazovani vSech 3 skupin genotypti (6TA/6TA, 6TA/TTA, TTA/TTA) zéavisi vyskyt
7 chorob (mimo schizofrenii a Ca GIT) na genotypu statisticky vyznamné na hladiné
vyznamnosti 0,01 resp.0,001.
Statisticky vyznamny rozdil je mezi zdravymi (6TA/6TA) a heterozygotem

(6TA/7TA) jen pro aterosklerosu (0,1) a pro Ca ovarii (0,05).
Statisticky vyznamny rozdil mezi heterozygoty (6TA/7TA) a homozygoty (7TA/7TA)
jeu CMP (0,001), IM (0,001), atesoklerosy (0,05), Ca mammy (0,001), Ca ovarii
(0,001) a CHE ( 0,01).
Zatim se vSak nepodafilo zajistit vys$i dodavku bilirubinu do organismu tak, aby byla
stravitelna a zcela vyuzitelna.

Ve sledovaném souboru jsme nezaznamenali u pacientt starSich 30. let ustup obtizi

spojenych s dg GS (naopak hladina bilirubinu po zatézi dosahovala 40 pmol/l).
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8. PRILOHY

Obr.¢. 17 : Ostropestiec mariansky (Silybum marianum)

Obr.¢.18: Ostropestiec — potravinovy doplnék
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Obr.¢.14: Vznik volnych radikalt



	 Translace je přenos genetické informace z kódu m-RNA do pořadí aminokyselin v polypeptidu. Je nezbytné, aby v buňce kromě potřebného materiálu a energie byly přítomny ribosomy, m-RNA, t-RNA a enzymy podmiňující jednotlivé reakce. (16)

