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1 UVOD

1.1 Zakladni anatomie, histologie a fyziologie jater

Jatrahepar (f. jecur) jsou nekky, pruzny a kehky organ h&docervené barvy. Jsou
nejwtsi a negzsi Zlazoudla. Hmotnost jater se pohybuje mezi 1200 a 140&grua mezi
1400 a 1800 g u miz Na zaklad veétvenia. hepatica propriav. portaea zlwovodi se
jatra cli na ctyri zakladni segmenty. Pravy jaterni lalok ma dvaladki segmenty:
segmentum anteriua segmentum posteriugevy jaterni lalok ma také dva zakladni
segmentysegmentum mediakesegmentum lateraléDylevsky et al, 2000, kapitola 4.4).

Z hlediska rozmanitosti metabolickych pochigdou jatra nejbohatSim organem lidského
téla. V jatrech probiha metabolizmus sacharitipida a lipoproteii, syntéza bilkovin
i likvidace metabolicky zmnénych molekul protein. Dulezita je uUloha jater ve

vychytavani, metabolizmu a vyavani cizorodych latekdetre IéCiv a karcinogen.

Jatra jsou pokryta tenkym vazivovym pouzdrerapsula fibrosa hepatis Glissgni
Pouzdro je zesileno v hilu, kde do jater vstuptgea portaea arteria hepatica propria
a kde z jater vystupujductus hepaticus dextex sinister a lymfatické cévy. Zakladni
strukturalni komponentou jaterniho parenchymu ferjd buika — hepatocyt. Hepatocyty
jsou uspeadany v typicky tragity epitel. Tramce jsou obvykle tieny dwma fadami
tésne k sok¥ priléhajicich bugk. Uvnitt tramd jsou uloZeny intercelularni Zavody.
V prostorech mezi tramci probihaji jaterni sinugouystlané fenestrovanym endotelem,
ktery od samotnych hepato@ybdctluje S€rbinovity Disseho prostor. V tomto prostoru se
nachazeji fagocytujici Iky, které pati do monocytomakrofagového systému
(Kupfferovy buiky) a hwzdicové buky stadajici tuk (ltovy biiky).

Morfologickou jednotku parenchymu jatekepstavuje lalcek centralni vény —
lobulus venae centraligobrazek 1). Je twen tramci jaternich bwk, které se sbihaji
smérem k centru laicku, které pedstavuje centralni véna. Jaternia¢ek ma tvar
nepravidelného Sestibokého hranolu se zaoblenymassti. U ¢loveka je vazivové tk&h
v jatrech malo a lakky k sol# tésre priléhaji. Pouze na mistech, kde se stykajjaterni
lalicky, se nachazi vice vaziva. Tato misteedstavuji tzv. portobiliarni prostory.
V portobiliarnim prostoru se nachazi Zilgeifa interlobulari¥, interlobularni artérie

(arteria interlobularig a interlobularni Zleovod. Z vazivové tkah portobiliarnich
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prostofi odstupuji jemnd retikularni vlakna, kterd itivaopérnou st pro hepatocyty
i endotelové biiky jaternich sinusoid (Martinek a Vacek, 2009, kalpi4).

Obrazek 1: Laliéek centralni vény

P-portobiliarni prostor
K C-centralni véna

A

Prevzato a upraveno z: http://medical-dictionary tbedlictionary.com/hepatic+lobules

Kromé lalicku centralni vény lze z fugkiho hlediska v jaternim parenchymu
odlisit jeSt lalicek portélni —lobulus venae interlobularigobrazek 2). Tento latek
predstavujeiast jaterniho parenchymu, ktera je zasobovana jedénou a jednou artérii
interlobularni. ZIg je z portalniho ldicku odvaéna interlobularnim Zkovodem. Portalni

lalacek je zhruba trojuhelnikovity.

Obrazek 2: Portalni lali¢ek
4 N

Centralni véna

Centralni véna

- /

Prevzato a upraveno z: http://medical-dictionary teedictionary.com/liver+acinus
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Vena portaeprivadi do jater 60-70 % krve. Tato krev je bohatédznany, ale
obsahuje jen malé mnozstvi kysliku. Naopateria hepatica propriadodavéa krev bohatou
na ziviny a kyslik.Vena portaevstupuje do jater v hilu a opakovase v dalSim gib¢hu
vétvi aZz navenae interlobularesOd interlobularnich vén odstupujgétve, které jsou
uloZzeny na periferii jaterniho kalku jako venae circumlobularesZ nich dale odstupuiji
venae praecapillareskteré Usti do jaternich sinusoid. Jaterni sirdysprobihaji jaternim
lalickem a slévaji se do centralni véweria centraliy ktera je uloZzena versdu laficku.
Nekolik centralnich vén se sléva do vény sublobuldu@na sublobularis Spojenim
sublobularnich vén vznikaji dwmebo vice vén jaternicivdnae hepaticge které usti do

vena cava inferiar

Hepatocyty jsou hiky o velikosti 20-30 um. Na jejich povrchu &mjicim do
Disseho prostoru (bazolateralni membrana/krevni) pél vyvinuto velké mnoZstvi
mikroklka, které vyrazt zwetSuji plochu pro intenzivni vysmu latek mezi krvi
a hepatocyty. Mezi dna hepatocyty vznika tubularni prostor. V této ebldyla na
burgcné membrad (kanalikularni membrana/aZlavy pol) prokédzana vysoka aktivita
alkalické fosfatazy a adenosintrifosfatazy. Tytogtory jsou ohradeny dolse vyvinutymi
zonulae ocludentes gredstavuiji intercelularni Zbové vyvody. Hepatocyty obsahuiji jadra,
v cytoplazné se nachazietné ribozomy, endoplazmatické retikulum, Golgihmarat,
mitochondrie, ale také lysozomy a peroxizomy. duak nachazime v hepatocytech velké
mnozstvi glykogenu a tukové kapénky. Hepatocyt y#kh, ktera pini v organizmu
nejwtsi paet funkci. Hepatocyty syntetizuji proteiny pro \tdspotebu i pro export.
Produkuji krevni bilkoviny —albumin, protrombin,bfinogen, dale transferin aiané
lipoproteiny a kontinuaka je uvohuji do krevniho okhu. Z tohoto hlediskadkteti autdi

zarazuiji jatra mezi zlazy s viiiti sekreci (Konradovét al, 2000, kapitola Travici systém).

Zakladni exokrinni funkci jater je tvorba Z& a jeji odvod progédnictvim
systému vyvod-Zluovodi. Primarni jsou intercelularni Zlavé kanalky tvéici
anastomozujici 8j ktera se napojuje Herringovymi kanalky na intedi@rni zlkovody
lokalizované v portobiliarnich prostorech. Zhwody se postugnspojuji a vytvéi tak
ductus hepaticus dexter et sinist&teré opousti jatra v jaternim hilu (Konrddostaal,
2000, kapitola Travici systém). Tyto vyvody se siomimo jatra a vytvéeji ductus
hepaticus communisen se spojuje ductus cysticusktery vede ze Ztiniku, za vzniku

spol&éného Zlg¢ovodu ductus choledochusisticiho do duodena v duodendlni papile.
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Kolem vyusEni je Oddiho stra¢ a ped vyusénim do duodena se spéig Zlwovod

spojuje s hlavnim pankreatickym vyvodem (Ganehgl, 2005, kapitola 26).

Jatra jako jeden z metabolicky nejvykéiich a nejvyznamijSich orgai
lidského organizmu se podileji fact fyziologickych funkci; dastni se metabolizmu
hlavnich substrét (sacharid, lipidi, proteini), fadu latek syntetizuji, podileji se na
metabolizmu hormai i vitamini, jsou vyznamnym depoteniady latek. Nemén
vyznamné jsou funkce detoxik@ a imunologické. Kazda noxa &iikem na jaterni
bunku se pak projevi zéménym metabolizmem #adou laboratornich i klinickych
korelati. Mezi latky s vyznamnym potencidlem ovlém vySe zmianych funkci

zarazujeme i farmaka (Wilhelrat al, 2007).
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1.2 Metabolizmus zlwovych kyselin

Tvorba Zlge je fizena osmotickym gradientem temym kontinudlni sekreci
jednotlivych  komponent (elektrolyt zluwovych kyselin, fosfolipid, cholesterolu
a bilirubinu) z hepatocytdo Zlwovodi (obrazek 3). Vznikly osmoticky gradient zajige
sekreci vody z krve do Ziu skrze kanaly nazvané aquaporiny. Hlavni slozktutez
udrzujici osmoticky gradient nezbytny pro jeji tvorjsou soli Zldgovych kyselin, které
tvoii az 67 % suché hmotnosti ZiKonradovaet al, 2000, kapitola Travici systém). Ve
Zlugi jsou negastji zastoupenymi Zlgovymi kyselinami kyselina chenodeoxycholova (45
%) a kyselina cholova (31 %), ozimwané jako primarni ztové kyseliny. U vepi, a
potkari a mysSi se nachazi jéstlalsi primarni zZléové kyseliny, kyselina hyocholova a
kyselina muricholova. Ve &Ww jsou primarni Zlgové Kkyseliny ¢innosti bakterii
preménovany na sekundarni Zové kyseliny, kyselinu deoxycholovou (z kyseliny
cholové) a lithocholovou (z kyseliny chenodeoxyawe). Jak primarni, tak sekundarni
Zlucoveé kyseliny jsou ve s\ reabsorbovany a transportovanytzgo jater. V jatrech je
karboxylova skupina Ztiovych kyselin konjugovana s glycinem nebo tauriremvzniku
kyseliny glykocholové a taurocholové. Tento prosekrece Zléovych kyselin z jater do
Zluéi adale do seva s naslednou reabsorpci je nazyvan enterohepatakulace
(Dawson, 2011).

Obrazek 3: SloZeni Zldi

@ Zlucové kyseliny
B Fosfolipidy
O Proteiny, IgA, 1gM, glutathion
03% O Cholesterol
L7% B Biirubin
@ Elektrolyty

5% 4%

22%

67 %

Prevzato a upraveno z: Kungt al, 2008, kapitola 3.
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Zlu¢ové kyseliny vykonavajitdezité fyziologické funkce:

» Jsou nezbytné pro tvorbu Zei Jejich sekrecei@s membranu hepatocytu proti
koncentrgnimu gradientu spousti sekreci vody a dalSich Rld@hae a zajisuje
tak tok zI&i.

» Slouzi k odstraovani nadbyténého cholesterolu, bilirubinu a dalSich odpadnich
latek z organizmu.

= Spolu s fosfolipidy rozpou&i cholesterol ve Ziti a predchazeji tak srazeni
cholesterolu ve zktniku.

= Vtenkém gtew pasobi jako emulgatory, usnagji tak traveni a absorpci ttk
a lipofilnich vitamini ve stew.

= Zlutové soli jsou dlezitym modulatorem intestinalni bakterialni florge-li
naruSena sekrece 2k nap. u cirhotickych pacieiit nebo u zwviat s podvazem
Zlucovodu, dochazi kiemnoZeni bakterii veisi¢. Uplatiuje se zde jednakiimny
inhibi¢ni  inek Zlwovych kyselin na st bakterii, ale také n#&my vliv
zprostedkovany nuklearnim receptorem FXR (farnesoid »epéar) aktivovanym
samotnymi Zldovymi kyselinami. Biliarni trakt je za fyziologickf okolnosti
témet bez gitomnosti bakterii (Maillette de Buy Wennigetral, 2010).

Zlu¢ové kyseliny jsou tedy na jedné stkamezbytné prdadu biologickych funkci,
ale na straf druhé mohou byt, pokud se v organizmu kumulujigtm&é cytotoxicke.
Vysoka koncentrace hydrofobnich &hwych kyselin poskozuje bgéné membrany,
mitochondrie a spousti proces apoptézyktdré Zlkové soli nachazeji uplatni v terapii
jaternich, zejména cholestatickych, onemoén nag. ursodeoxycholat, nor-
ursodeoxycholat, taurocholat a 6-ethyl chenodeosi@th(Mareek, 2007; Binderet al,
2006).

1.2.1 Syntéza Zl&ovych kyselin

Zlutové kyseliny vznikaji v jatrech z cholesterolu aogiednictvim Zlge se
dostavaji do s$eva, kde usnadiji absorpci lipid a vitamini rozpustnych v tucich.
A protoze Zldové kyseliny podporuji také exkreci nemetaboliza@renm cholesterolu do

Zluci, je syntéza Zleovych kyselin zasadnim regulatorem homeostazy stesigu.

Vlastni syntéza Zktovych kyselin nize probihat klasickou (oz&igie se také jako

neutralni, protoze meziprodukty jsou neutralniatgrnebo alternativni (oziaje se také
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jako kysela, protoze meziprodukty jsou dpaly karboxylovou skupinou) cestou (obrazek
4). Klasicka cesta je zahdjena hydroxylaci chotekiev pozici & za katalyzy CYP7A1
(cholesterol-@-hydroxylazy), alternativni cesta&dné hydroxylaci v pozici 27 za katalyzy
CYP27ALl (sterol-27-hyroxylazy) (Lundedt al, 2008). Klasicka cesta produkuje vice nez
50 % z celkového mnoZstvi Zovych kyselin, alternativni cesta 30-50 % (Bjérkhetnal,
2002). Alternativni cestou vznika kyselina chenogebolovd, zatimco neutrdini cestou
vznika kyselina cholova i chenodeoxycholova. Rom kyseliny cholové

a chenodeoxycholové, a tim i hydrofobicitu &y ucuje CYP8B1l (sterol-1#
hydroxyldza). Indukce CYP8B1 zvySuje mnozstvi kiyselcholové, ¢cimz se zvysi
solubilizace cholesterolu ve Ziua klesa litogenni index (pain cholesterol/Zltovée
kyseliny ve Zlgi) (Li a Chiang, 2009).

Obrazek 4: Syntéza zldovych kyselin
e N

C:holeste roq
e N

7o~hydroxycholesterol 27-hydroxycholesterol
@3pHSDD 1
7a-hydroxy-4-cholesten-3-on  3f,7a-dihydroxy-5-cholestenova
g Thm kyselina
Qveesid | N

@vrzap | ©vPzAD e

Kyselina cholovéE E(yselina chenodeoxycholovém
L /

CYP7A1, cholesterol<f-hydroxylaza; CYP27A1, sterol-27-hydroxyladza; CYR8Bterol-12-hydroxylaza;
CYP7BL1, oxysterol d-hydroxylaza; B-HSD, 33-hydroxysteroid dehydrogenaza.

Prevzato a upraveno z: Li a Chiang, 2009.
1.2.2 Regulace syntézy zléovych kyselin

1.2.2.1 CYP7A1

Pro homeostazu Zovych kyselin je zcela zasadni regulace CYP7ALl tzv.
negativni zptnou vazbou. Zltové kyseliny se vazi na nuklearni receptor FXRyykte
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vytvéii heterodimer s RXR (retinoid X receptor). AktivowaFXR indukuje SHP (small
heterodimer partner), ktery snizuje expresi LRHne( receptor homolog 1). LRH-1 se
vaze na BARE (bile acid responsive elements) v ptona cilového genu a stimuluje tak
expresi CYP7A1 v jatrech. Ztavymi kyselinami aktivovany FXR tedy ngmo potla@uje
expresi CYP7AL tzv. SHP-dependentnim mechanizmématek 5) (Tirona a Kim, 2005).
Exprese CYP7AL1 je regulovana také SHP-independantméchanizmem. Ztiové
IL-6B8) a stimuluji MAPK

(mitogen-activated protein kinase) aktivujici JNKuig N-terminus kinase). JNK mohou

kyseliny indukuji tvorbu prozatlivych cytokini (TNFuo,

fosforylovat a nasledninaktivovat HNF-4 (hepatic nuclear factorod, coz snizuje jaterni
expresi CYP7A1l. SHP-independentnim mechanizmemxmese CYP7A1l potteena
i prostednictvim dalSich nuklearnich recepitoXR (pregnane X receptor) a VDR
(vitamin D nuclear receptor), aktivovanych &uwymi kyselinami. U hlodavicje exprese
Cyp7al stimulovana také préstinictvim LXRe aktivovanym oxysteroly (Abrahamsson
et al, 2005).

V regulaci b-hydroxylazy se uplatji také hormony. Glukokortikoidy a thyroidni
hormony expresi tohoto enzymu zvysuji,
Wikvall, 2007).

inzulin akglgon naopak snizuji (Norlin a

Obréazek 5: Regulace CYP7A1l
-~ p= - — N
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FXR, farnesoid X receptor; PXR, pregnane X recep¥dPR, vitamin D nuclear receptor, LXR, liver
X receptor; MAPK, mitogen-activated protein kinase.

Prevzato a upraveno z: Norlin a Wikvall, 2007.
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1.2.2.2 CYP8B1

V regulaci CYP8B1 maji aft vyznamnou ulohu zlové kyseliny, které vazbou na
nuklearni receptor FXR snizuji expresi tohoto enzyinv piipact CYP8B1 se uplauje
SHP-independentni mechanizmus, kde prétfi&d cytokiny aktivuji MAPK kaskéadu
inhibujici HNF-4x (obrazek 6).

CYP8B1 obsahuje v promotoru SRE (sterol responsmeait) a je tedy ovlivim
SREBP (sterol regulatory element-binding proteiSREBP-1 tento enzym aktivuje,
SREBP-2 jsobi naopak inhibin¢ (viz. 1.3.5.1). U potkahje exprese enzymu v jatrech
potla¢ena vlivem inzulinu a thyroidnich hormibra stimulovana hladénim (Norlin a
Wikvall, 2007).

Obréazek 6: Regulace CYP8B1
/

(2Iuc‘:ové kyseliny}

(FXR) e
@ ¢ Inzulin )

. _

< MAPK > / \
«  Thyroidni =,
¢ SREBP /) A ”hormony ] ////‘

- Y,

FXR, farnesoid X receptor; CYP8B1, steroledl2ydroxylaza; MAPK, mitogen-activated protein kiras

SREBP, sterol regulatory element-binding protein.

Prevzato a upraveno z: Norlin a Wikvall, 2007.

1.2.2.3 CYP27A1

Exprese tohoto enzymu je u potkana p@fe Zldovymi kyselinami (obrazek 7),
ale neni zvySena vlivem cholesterolu jako je tonkmdlika. Studie s potkanimi hepatocyty
odhalily inhibiéni vliv inzulinu na expresi CYP27Al, zatimco studiabyvajici se
hormonalni regulaci prokazaly stiméta viiv rastového hormonu, IGF-1 (insulin growth
factor-1) a glukokortikoil a naopak inhikéni vliv tyroxinu na expresi enzymu (Arayd

al, 2003). Prokazany antiaterogenntingk CYP27Al je zprostdkovan pengnou
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cholesterolu na polagsi 27-hydroxycholesterol apahydroxy-5-cholestenovou kyselinu
v makrofazich cévniho endotelu. Vzniklé produktyudépe transportovany krvi do jater
a vylwovany ve fornd Zlu¢ovych kyselin ZIdi. TGF$1 (transforming growth factdsl),
ktery stabilizuje ateroskleroticky plat, odsiuge cholesterol z makroféaga podporuje
navrat cholesterolu do jater, zvySuje expresi CYR2@ tim i jeho antiaterogenntiaky
(Hanssoret al, 2005).

Obrazek 7: Regulace CYP27A1

~ > : -
| Zlugové kyseliny}
Glukokortikoidyy | - @ TeFp1 D
- .!. ) -
@ [¢F1 (\QYP27A1> “—¢ Inzulin /)
@ Rustovy o T « Cholesterol »
\\ h ormo n //,/ e Ry
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CYP27AL, sterol-27-hydroxylaza; IGF-1, insulin gtbwactor-1; TGFB1, transforming growth factgyl.

Prevzato a upraveno z: Norlin a Wikvall, 2007.

1.2.3 Tok zlué¢i

Az 95 % Zlkovych kyselin je ve #Ww reabsorbovano a transportovan@tzgo
jater. Jen mal&ast zZlkovych kyselin opousti organizmus stolici a tytoawtr jsou
okamzi€ nahrazeny syntézou z cholesterolu v jatrech. TamsZlwovych kyselin
v organizmu je umozm piitomnosti transportnich protéin na bazolateralni

a kanalikularni membré&rhepatocyi.

1.2.3.1 Transportni systémy v jatrech

Hepatocyt je polarizovana epitelidini fka s bazolateralni (sinusoidalni)
a kanalikularni (apikalni) plazmatickou membrandaterni uptake sloZzek Zei (a jejich
prekurzofi) probiha na bazolateralni membfaktera je v pimém kontaktu s portalni krvi
pies fenestrace sinusoidalnich endotelidlnich ¢bua Disseho prostory. Uptake je

nasledovan i@sunem Zléovych soli ke kanalikularnimu pélu difuzi v cytoptaé nebo
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intracelularni lipidovou membranou v zavislosti jgich hydrofobnich vlastnostech.
Kanalikularni membranaiedstavuje exkimi pol hepatocytu a vytvalem Zlwovéeho
kanalku (obréazek 8).

1.2.3.1.1 Bazolateralni uptake Zléovych kyselin

Bazolateralni transportni systémy jsou nezbytné ytoéeni ZIwe, protoze asi
95 % Zzlwovych soli exkretovanych do e jatry je ve sew reabsorbovano a podstupu;ji
tak enterohepatalni cirkulaci. fové kyseliny jsou fenaseny k membrérhepatocytu ve
vazl® na albumin. Disociace alavych kyselin z této vazby je usnadia konformani
zménou albuminu po kontaktu s bazolateralni membrahepatocytu. Nekonjugované
Zlucove soli jsou slabé kyselinyidyziologickém pH nenabité a mohou tak pronikéegp
buné¢né membrany pasivni difuzi. Konjugaty &uwych kyselin s glycinem nebo taurinem
vyZaduji pro jaterni uptake aktivni transportnitégsy. Jaterni uptake je zprietikovan
jak na sodiku zavislym tak na sodiku nezavislymaazmem (Trauner a Boyer, 2003).

NTCP ( sodium-dependent taurocholate co-transpgntialypeptide)

NTCP je zodpo¥dny za natrium-dependentni uptake konjugovanychnaersi
mife nekonjugovanych Zéevych soli. Transport zprasdkovany timto proteinem je
jednosnérny, picemz se jedna o kotransport dvou “Najednou molekulou Ztové
kyseliny (Funk et al 2008). Substratem NTCP jsou re¥n dalSi latky, nap
dehydroepiandrosteronsulfat, thyroidni hormony, raes8-sulfat, ale také sulindak
a rosuvastatin. Nicmén pro jaterni uptake a eliminaci¢lé ma tento transportni protein

pouze omezeny vyznam.

OATP (organic anion transporting polypeptide)

Bylo popséano vice nez Sfeni OATP rodiny. V jatrech je bazolateralni natrium-
independentni uptake Zovych soli zaji&tn tremi ¢leny OATP rodiny. Mezi substraty
OATP4ALl pati Zlucoveé soli, bilirubin monoglukoronid, thyroidni a st&ni hormony.
Substratova specifita dalSich dvatleni, OATP1B1 a OATP1B2, iftomnych na
bazolateralni membrénje obdobna. Pro jaterni eliminaci¢ié jsou nejvyznamégSimi
transportnimi proteiny z této rodiny OATP1B1, OAB3La OATP2B1, mezi jejichZz
substraty pdt zejména statiny, sartany (valsartan a olmesartan)antagonista

endothelinového receptoru bosentan (Feiné&l, 2008).
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1.2.3.1.2 Bazolateralni eflux Zl#ovych kyselin

Transportni proteiny, zaji§jici na bazolateralni membrameflux Zluovych soli
Z hepatocytt zpst do krve, jsou za fyziologickych podminek expriraay jen ve velmi
malém mnozZstvi. Jejich exprese je ale indukovanahmdestatickych podminekjmz je
zajiSeno sniZzeni toxického vlivuéthto latek na hepatocyty a sesrE zvySena
koncentrace Zkkovych kyselin v plazm podporuje jejich alternativni exkreci v ledvinach

a snizenou absorpci vaet (Alrefai et al, 2007).

MRP1, -3, -4, -5, -6 ( multidrug resistance-asstaglgprotein)

Tyto transportéry funguji jako ATP-dependentni pymjejichz substraty jsou
konjugaty endogennich a exogennich &min s glukuronidem a glutathionem (Claudel
al, 2011). Exprese MRP3 a MRP4 neni regulovana nukieareceptorem FXR, nybrz
prostednictvim receptoru CAR (constitutive androstaneep¢or). Za cholestatickych

podminek stoupa exprese zejmé&t@nto dvou transportnich protéin

OSTo/p (organic solute transporter)

Tyto transportéry jsou lokalizovany na bazolatararembras burgk ve stew,
ledvinach a jatrech (Ballatoret al, 2008). Expreseéthto transportnich proteinje
indukovana potravou s obsahemcauych kyselin, po navozeni experimentalni cholgstaz
u hlodavé a u lidi s cholestatickym onemagnm. V piibéhu cholestazy zajigji
transport sulfatovanych a glukuronidovanych ¢alych kyselin, které jsou naslefin

eliminovany mei (Zollneret al, 2006).

1.2.3.1.3 Intracelularni transport Zluwfovych kyselin

Mechanizmus transcelularniho pohybucbych kyselin neni, navzdory rozsahlym
znalostem o transportu 2lavych kyselin pes plazmatické membrany hepatdcyzcela
objasrén. Frenos Zldovych kyselin jefizen koncentrénim gradientem mezi bazolateralni
a kanalikularni membranou. Bové kyseliny se vazi na specialni intracelularmitginy
(3a-hydroxysteroid dehydrogenazu, glutathion S-trandhg), jejichz expresi zvysuji
prostednictvim FXR nuklearniho receptoru. DalSimiggbem transportu, ktery se zde
muze uplatnit, je intracelularni transport &wych kyselin zprogedkovany vezikulami.
Pii vysoké nabidce Ztiovych kyselin stoupa obsah hydrofobnich ¢ahych kyselin
v intracelularnich organelach, zejména v endopldizk#&m retikulu a Golgiho aparatu.

Pohyb vezikul pak usnadije jejich transport ke kanalikularni memhb¢aiato hypotéza
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byla potvrzena snizenou biliarni sekreci ¢bhych kyselin po podani inhibitoru
mikrotubuli kolchicinu (Alrefaiet al, 2007).

1.2.3.1.4 Kanalikularni exkrece Zl@ovych kyselin

Kanalikularni sekrece rpdstavuje zasadni krok, kterycupe rychlost celého

procesu vzniku zke.

BSEP (bile salt export pump)

Tato exportni pumpa zafi8je prenos konjugovanych i nekonjugovanych
monovalentnich ZRovych soli do kanalikularniho prostoru. Mezi suéistrBSEP pat
i latky, které nemaji povahu davych kyselin, nap pravastatin a vinblastin (Furgk al,
2008). Mutace v genu pro BSEP jeigmou progresivni familiarni intrahepatalni
cholestazy typu 2 (PFIC2), kter4 je spojend s abseransportniho proteinu na
kanalikularni membran(Chandra a Brouwer, 2004; Koster a Karpen, 2008).

MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2)

MRP2 zajifuje kanalikularni exkreci velkého mnozstvi orgagidk aniorii, jedna
se fedevSim o divalentni konjugaty s glutathionem, glokatem a sulfatem vytiené
v konjuga&ni fazi Il, ale také o k@va (pravastatin, fluvastatin, methotrexat, ampgil
irinotekan). Je transportérem pro divalentni ¢alté kyseliny (sulfatovany tauro-
a glykolithocholat), nikoli pro monovalentni Zowvé kyseliny. Absence MRP2 na
kanalikularni membran zpisobuje uclovéka Dubin-Johnson syndrom, projevujici se

konjugovanou hyperbilirubinémii (Claudet al, 2011).

24



Obrazek 8: Jaterni homeostaza ZlEovych kyselin
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Jaterni homeostaza Zwych kyselin je rozélena do 4 fazi:

Uptake Zlgovych kyselin z portalni krve do hepatocytu (fadepfobiha na bazolateralni memb¥éa je
zaji¥ovan transportnimi proteiny NTCP (Meurocholate cotransporting polypeptide) a OATRy4aic
anion transporting polypeptide). Poté nasledujeréwyglace zZldovych kyselin (faze I) za pomoci enzymu
CYP3A4 (u potkana Cyp3a2) a konjugace (faze llpkaovana dehydroepiandrosteron sulfotransferdzou
(SULT2A1) a UDP-glukuronosyl transferazou (UGT1A%a vzniku hydrofiinich a mén toxickych
produkti. Nakonec dochazi k exportu (faze Ill) &wych kyselin do zl& prostednictvim kanalikularnich
transportnich protein BSEP (bile salt export pump) a MRP2 (multidrugisesice—associated protein)
(Kakizaki et al, 2009). Syntéza ztiwvych kyselinde novoz cholesterolu je katalyzovana enzymy CYP7A1
(cholesterol-d-hydroxyldzou) a CYP8B1 (sterol-dzhydroxylazou). Alternativni export do ledvin
zprostedkovavaji transportni proteiny z rodiny MRP (muiitig resistance—associated protein) a @8T

(organic solute transporteff).

1.2.3.2 Cholangiocelularni transport Zlu¢ovych kyselin

V procesu sekrece Zumaji vyznamnou Ulohu i epitelidlni Bky Zlucovych
kanalki (cholangiocyty). Velké a #dre velké intrahepatalni Zéové kanélky (ne
o praméru mensSim nez 30 um) obsahuji transportni systéapojené do sekéaich
a absorpnich mechaniziin Slozky Zlge wetrg Zlucovych soli, glukozy a v tak mohou
byt transportovany ze Audo cholangiocyl. Nicmérg, pouze minoritnicast Zlkovych
soli se nach&zi ve #ujako volné monomery a tak jen malé mnozZstvicd@lych soli je

k dispozici pro absorpci do cholangio&yHlavnim transportnim proteinentismnym na
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apikalni membrahcholangiocyt je ASBT (apical sodium-dependent bile acid tramswd
(Xia et al 2006). Zl@ové soli jsou exkretovany skrze bazolateralni memirdo
peribilidrniho plexu progednictvim transportéru MRP3 a t-ASBT (truncatednfoof
ASBT) (Kip et al, 2004).

1.2.3.3 Intestinalni transport Zlu ¢ovych kyselin

Nejen Zlkové kyseliny, ale také cholesterol a fosfolipidy,odptupuji
enterohepatalni cirkulaci,fipkteré jsou navraceny Zpdo jater a oftovré vylouceny
Zlugi. Klicovym transportnim proteinem zajigicim Na-dependentni uptake Zowvych
soli z intestinalniho lumen do enterocytu je ASELibstratem ASBT jsou konjugované
i nekonjugované Zzktové soli, gicemz nejvysSi afinitu ma pro konjugované dihydroxy
Zlucové soli (Maillette de Buy Wenniger a Beuers, 20108-li rgjakym zpisobem
vyifazena funkce ASBT (reseka@ bypass terminalniho ilea, postratiig toxicke Ci
zaretlivé poskozeni ilea, fipadré vzacné mutace ASBT), dochazi ke &mamu naruSeni
enterohepatalni cirkulace Zovych kyselin a vznika tzv. primarni malabsarpsyndrom
Zlucovych kyselin (Leniek et al, 2006). Na apikalni membransou dale pitomny
transportéry z rodiny MDR a MRP a Nmdependentni transportér #awvych soli
OATP1A5. Eflux Zlkovych soli z enterociit do portalnihofeciste zaji¥uje MRP3
exprimovany pedevSim v terminélnim ileu a kolon, dale MRP1 a MKPrauner a Boyer,
2003; Yuet al, 2007).

1.2.4 Regulace metabolizmu Zlgovych kyselin

Homeostaza Zltovych kyselin je udrzovana nuklearnimi receptongré reguluji
nejen syntézu Ztiovych kyselin, ale také hepatobiliarni transpodgétémy a enzymy
dulezité pro detoxikaci Zkovych kyselin. Mezi nejilezit¢jSi nuklearni receptory
uplatiujici se v metabolizmu Zéovych kyselin pai FXR, PXR a CAR. FXR je aktivovan
Zlucovymi kyselinami, zatimco ligandy CAR a PXR recept{sou zejména xenobiotika,
ale také bilirubin (CAR) a Zitové kyseliny (PXR). Mimtadre vyznamnou roli maji
nuklearni receptory v adaptivni regula¢i pholestatickych onemoénich jater (Kliewer

et al, 2002; Wagneet al, 2005; Goodwiret al, 2004). Vice uvadi kapitola 1.3.7.

1.2.5 Hematobiliarni bariéra

DalSim mechanizmem, ktery vyzna#énovliviiuje tvorbu Zlde a pohyb latek mezi
krvi a ZIW&i je tzv. hematobiliarni bariéra (obrazek 9). Jardma intercelularnimi kontakty
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typu tight junction @sné spoje) a gap junctiond&iinovité spojeni). Zatimco gap junction
slouzi k mezibu&né komunikaci, tight junction t¥o praw tu bariéru mezi krvi a Z4i,
jejiz kvalita spolu s transportnimi procesy na hepgechridi tvorbu Zlge. Tésné spoje
reguluji pohyb rozpushych latek, ioni a vody paracelularnimi prostory mezi hepatocyty
(Kojima et al, 2003a; Takakuwat al, 2002a) a protoipjakémkoliv transportu k&v do
Zluée je nutno uvazit i funinost dané bariéry. Zejména u obstiik cholestazy bylo
prokadzano, zZe kvalita bariéry je vyr&zporusena visledku stoupajiciho intraluminalniho
tlaku a hromaéhi Zlwovych kyselin a dochazi tak ke zvySenému pohyleklatezi ZIgi

a krvi (Kojimaet al, 2003b). Proto byl v nasSi pracovni skupraveden test permeability
za pouziti mono- a disacharidu (Tomsikal, 2008; Kolouchovat al, 2011). Toto pouZiti
vychazelo ze Sirokych znalosti testovani permeagbitittevni sliznice zaloZené na
skute&nosti, Ze monosacharid prochazi wltranscelularg, zatimco jedina cesta pro
disacharidy je paracelularni (D’Antigat al, 1999; Hallemeescht al, 2000; Katouziaret
al, 2005).

DalSim prvkem dlezitym pro tvorbu Zlte je perikanalikularni giaktin-myosin,
ktera je zodposdna za kanalikularni kontrakce usnajci tok Zlwe. Zejména §
obstrukini cholestaze dochazi k posSkozeni aktin-myosinovgeazki, coz je pi¢inou
ztraty tonu kanalikularni membrany a poklesu kdata Vznika tak Zldova zatka
v kanalikularnim lumen. Sd@asna zmsna transcelularniho transportu sdéluma za

nasledek kumulacichto latek v perikanalikularni oblasti hepatdcgirauneret al, 1998).

Obrazek 9: Hematobliarni bariéra
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Prevzato a upraveno z: Trauredral, 1998.

1.3 Metabolizmus cholesterolu

Stejre jako u ostatnich Zivin, i vifpadt metabolizmu cholesterolu jsou jatra
ustednim orgdnem. Homeostaza cholesterolu je udrZzovégalaci jaternich enzyim
receptoi a dalSich protein dalezitych pro metabolizmus cholesterolu, lipoprotein
i Zlucovych kyselin (Ehrmann attek, 2010, kapitola 3.4.4).

Cholesterol je nezbytnou sgsti bugcnych membran, prekurzorem steroidnich
hormonri (glukokortikoidi, mineralokortikoidi, pohlavnich hormai) a Zlwovych kyselin.
V¢étSina cholesterolu v plaziye ve forng esteti, které tvdi jadro lipoproteinovycltastic
(obrazek 10). Esterifikaci cholesterolu katalyzujeCAT (lecithin: cholesterol
acyltransferaza), plazmaticky enzym syntetizovandtrech, picemz je mastna kyselina
pienaSena z molekuly lecithinu na molekulu cholestero

1.3.1 Lipoproteiny

VSechny tuky v plaz# jsou transportovany ve fogmipoproteini. Lipoproteiny
jsoucastice sférického tvaru tiené jadrem a obalem (obrazek 10). \igalipoproteinove
¢astice jsou soustdiny hydrofébni triacylglyceroly a estery cholesteroDbal je tvéen
z molekul polargjSich fosfolipidi a neesterifikovaného cholesterolu a jedné nebe vic
molekul specifickych bilkovin oziavanych apolipoproteiny (apoproteiny) (Insl al,
2011, kapitola 5). Apolipoproteiny jsou strukturiabilkoviny lipoproteiri majici rozléné

funkce: jsou pedevSim kofaktory enzyimlipidového metabolizmu, zprdasdkovavaji

28



vazbu lipoproteifh na specifické receptory,castni se fenosu lipidovych komponent
a stabilizuji lipidovou emulzi. Obeénze tici, Ze apolipoproteiny skupiny B jsouildZité
pro absorpci lipid ze steva, pro sekreci a transport VLDL a pro vazbu LD& n
membranové receptory. Apolipoproteiny skupiny Qujsegulatory hydrolyzy lipoprotein
bohatych na triacylglyceroly. Apolipoproteiny skapiA jsou dilezité pro metabolizmus
cholesterolu a jeho ester zatimco apolipoproteiny skupiny E jsou zodne za
katabolizmus zbytk chylomikrori ¢i zbytki VLDL. Hlavni funkci €chto ¢astic je
transport ve vo#l nerozpustnych lipi@l vodnim prosedim krve (Groppeet al, 2009,
kapitola 5).

Obrazek 10: Lipoproteinovéa éastice
4 I

 Fosfolipid " Protein |

Cholesterol |

' Triacylglycerol

- J
Prevzato a upraveno z: http://homepage.smc.edu/wissnpeaul/anatomy2textbook/1cholesterol.html

Na zaklad rozdilné hustoty zavislé na peéra mezi lipidovou a bilkovinnou sloZkou
rozliSujeme:

= chylomikrony,

= lipoproteiny o velmi nizké hustd{very low density lipoprotein — VLDL),

» lipoproteiny o nizké hustét(low density lipoprotein — LDL),

» lipoproteiny o stedni hustat (intermediate density lipoprotein — IDL),

= lipoproteiny o vysoké hust®{high density lipoprotein — HDL).

1.3.2 Transport cholesterolu

Chylomikrony bohaté na triacylglyceroly se tifov buikach sliznice tenkého

streva vstebavanim tuk v potra¥. Lymfou jsou chylomikrony transportovany do
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krevnihoteCist¢ kde jsou hydrolyzovanyusobenim endotelové lipoproteinové lipazy za
vzniku chylomikronovych zbyik (chylomicron remnants). Uvainé mastné kyseliny
slouzi jako zdroj energie adipo@yt a svalovym bikdam. Chylomikronové zbytky
nesouci cholesterol z diety, obsahuji apo® apoE a jsou vychytavany svymi receptory
v jatrech (LRP — proteiny podobné receptoru LDLEnK tchto receptar v buikach
jaterni tkag je regulovan mnoZzstvim cholesterolu attukdieg (Raceket al 2006,
kapitola 19.2).

Lipoproteiny o velmi nizké husto€ jsou tvaeny v jatrech a po uvodni do
krevniho re¢iSt¢ pomoci proteinu MTP (microsomal triglyceride tramsprotein) jsou
obsazené triacylglyceroly &teny lipoproteinovou lipazou za vzniku mastnych dtiys
které poslouzi jako zdroj energie kiglJusnych bukach. Vznikajicastice IDL (VLDL
remnants), z nichz dale vznikaji LDL. LDtastice opdaené apoByo jsou po vazbé na
membranovy receptor internalizovany a rozloZenynikly volny cholesterol inhibuje
aktivitu 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA reduktazy,tekd je kléovym enzymem pro
syntézu (e nov) cholesterolu v bice (Zadalet al, 2008, kapitola 3.4.3).

LDL ¢astice je centralnim lipoproteinem podilejicim se na pateezi
aterosklerdzy, nelvopraw ve forne téchto partikuli vstupuje cholesterol d@msy arterie.
Prekurzorem LDL je lipoprotein VLDL, ktery se fttios jatrech a obsahuje velké mnozstvi
triacylglyceroli a ti druhy apolipoproteif (apo B, apo C a apo E). Z VLDtastic jsou
acinkem lipoproteinové lipazy lokalizované na endot&tpeny triacylglyceroly a vznikaji
transportni formou estércholesterolu a zaji§iji jeho gisun ke vSem extrahepatalnim
bunkam, které nejsou schopny ttocholesterol v mnozstvi dostéteem pro buiny
metabolizmus. V jatrech je uvany cholesterol katabolizovdn na &bwé kyseliny
avylowen do Zldge nebo je oft vyuzit k syntéze lipoprotein Oxidaci a glykaci
pozmenené lipoproteiny LDL lipoproteiny jsouipdnostg vychytavany scavengerovymi
receptory monocyt-makrofag, které mohou bytietvaeny v gnové buiky. Modifikace
LDL, zejména ve $n¢ arterie, je zpsobena fitomnosti nadbytku volnych radikalkteré
jsou i za normalnich okolnosti v organizmu vSudtgmny (Voj&ek et al, 2004, kapitola
3.1.1).
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HDL ¢astice jsou tvdeny v hepatocytech a enterocytech. Do krve vstujpildjp
nascentni HDL diskoidniho tvaru a sestavaji pouzelvajvrstvy fosfolipidi
a apolipoproteifi (zejména apoA-I a apoA-Il, kterdqustavuji 80 % a 20 % z celkového
obsahu proteif) (Roccoet al, 2009; Nguyeret al, 2009). Nascentni HDL jsou akceptory
neesterifikovaného cholesterolu, ktery je nastegsterifikovan za katalyzy enzymu LCAT
(Hossainet al, 2009). Akumulaci estércholesterolu se diskoidrstice penenuje na
sférickou—HDls. DalSi kumulaci estércholesterolu se HDLméni na HDL.. Mezi HDL
acasticemi bohatymi na triacylglyceroly (VLDL a chyhikrony) miZze dochazet
k vymeéné estefi cholesterolu za triacylglyceroly za vzniku IDL dytomikronovych
zbytka. Tato vyngna je zprosedkovana proteinem CETP (cholesterol ester transfer
protein). Castice HDI: jsou transformovéany 2p na HDLs lipolyzou triacylglyceroh
a fosfolipidi U¢inkem jaterni triacylglycerolové lipazy (HTGL). Esy cholesterolu
obsazeny ve VLDL, chylomikronovych zbytcich a IDkoy vychytavany hepatocyty
a degradovany. Stejrtak je tomu i v fipads HDL. Castice HDL tak hraji kliovou Glohu
v tzv. reverznim transportu cholesterolu, ktery ditge odstréovani gebyt&ného
cholesterolu z perifernich tkani &pdo jater, jediného organu, ktery dovede cholester
odbouravat na Ztiové kyseliny a vyldovat cestou Zke z organizmu (Spillmanet al,
2010;McGillicuddy et al, 2009).

1.3.3 Lipoproteinové receptory

Za vazbu a naslednou internalizaci lipoproieido buiky jsou na bu&né

membrag zodpowdné specifické receptory.

1.3.3.1 LDL-receptor

Tento receptor poprvé identifikovali v roce 198508n a Goldstein i studiu
familiarni hypercholesterolémie, za coz obdrzelbBlovu cenu.

LDL-receptor je transmembranovy protein, ktery mmapava apo-go ha povrchu
LDL castic a zprosedkovava tak jejich endocytézu (Dudek al 2006, kapitola 1).
Endozomy naslednsplynou s lysozomy uvritouiky a ¢innosti enzym receptor uvolni
navazanou LDL¢astici. LDL-receptor se vraci na povrchinky kde je gipraven pro
navazani dal&fastice. Exprese tohoto receptoru j€tapvazebs regulovana dostupnosti
intracelularniho cholesterolu. Tento proces je ¢awan jako LDL-receptor dependentni

vychytavani. Druhym zisobem jakym vstupuje LDL do bék je non-LDL-receptor
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dependentni vychytavani predinictvim scavengerovych recegitqiscavenger receptor
typ A (SR-A) aclenové CD36 receptorové rodiny) (Lazdral, 2001).

1.3.3.2 VLDL-receptor

Tento receptor nalezi do rodiny LDL-recefitoale vaze pouze lipoproteiny s apoE
(chylomikrony, VLDL a IDL). Je exprimovaniedevsim v srdci, svalové a tukové tkani,
mozku a makrofazich. V jatrech se nachazi pouzestgpovych mnozstvich v cévach
a Kupfferovych bitkach a o jeho funkci zde je znamo velmi malo (Talsdet al, 2004).
Predpoklada se, Ze tento receptor vazbou lipoprotguoio ¢astic usnatuje funkci
lipoproteinové lipazy lokalizované na povrchu emdimiych bugk v jeho bezprosedni
blizkosti. Exprese VLDL-receptoru je regulovana gtiednictvim FXR, coZ nazdaje
dalSi mechanizmus jakym mohou &wé kyseliny modulovat metabolizmus lipid

a lipoproteiri (Sirventet al, 2004).

1.3.3.3 Scavengerové receptory

Silné modifikované LDL castice (zejména wvidledku oxidativni modifikace
zprostedkované kyslikovymi radikaly) nemohou byt vychyéy LDL receptory. Ty totiz
nejsou schopny rozeznat posminou strukturu apoBo Modifikované LDL ¢astice
mohou byt ale vychytavany jinymi, tzv. scavengeravy(uklidovymi ¢i zametacimi)
receptory. Aktivita &chto receptar nachézejicich se na povrchu makrdfadpurek
hladkého svalstva a endotelovych Bkinneni ovliviena obsahem intracelularniho
cholesterolu a cholesterol se tak zaitych okolnosti niZze v buice nekontrolovateth
hromadit. Scavengerové receptory jsou ttengly do dvouitd: A (SR-A I/lI/lll) a B (SR-
Bl, CD36).

1.3.3.3.1 SR-A receptor

Tento transmembranovy protein exprimovany na makich hraje velmiideZitou
roli v aterogenezi. Zprostdkovava vychytavani modifikovanych LOdastic do arterialni
stny, kde jsou pohlcovany makrofagy a&etvaeny v tzv. gnove buiky, které jsou
zakladem aterosklerotického platu (Pk&ital, 2001).

1.3.3.3.2 SR-B receptor

Tento glykoprotein je op#n velkou extracelularni srkou zakotvenou
v plazmatické membr&ma obou koncich. Receptor SR-B1, exprimovany fdavjatrech

a steroidogennich tkanich, je povazovan za HDLp®re SR-B1 s vysokou afinitou
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a selektivitou vaze estery cholesterolu obsazenéydrofébnim jage HDL céastice
a zaji¥uje jejich genos do biiky. Zbylé lipoproteiny spolu s apolipoproteiny saci z@t
do plazmy (Wiersmeet al 2010). Absence SR-Bl je spojena se zvySenymenzik
rychlého rozvoje aterosklerdzy, protoze je zneninaransport cholesterolu do jater a jeho
nasledna exkrece Zu Naopak p zvySené expresi tohoto receptoru je riziko

aterosklerdzy vyraznnizsi (Cheret al, 2009).

1.3.3.4 ABCA1

ABCA1 je transmembranovy protein, ofty d¥ma vazebnymi doménami pro
ATP, zasad# dulezity pro jednosrrny pienos cholesterolu z béin do HDL. ABCAL
zaji¥uje prenos cholesterolu do apoA-1 za vzniku diskoidniceami HDL castice
(Neufeld et al, 2002). ABCA1 makrofaly cévni stny je nezbytny pro odstiiavani
cholesterolu a obranu proti ateroskler6ze. MutacABCA1l genu zfisobuje tzv.
Tangierskou chorobu, ktera je charakterizovana aiplabsenci HDL lipoprotein
v plaznt a ukladanim estércholesterolu v gnovych buikach. Naopak zvySena exprese
tohoto proteinu zvySuje plazmatickou koncentraci lHDplazn® a sniZzuje tak riziko

vzniku aterosklerdzy (Tanaka al, 2008).

1.3.4 Syntéza cholesterolu

VétSina cholesteroluiftomného v organizmu je endogennihivgdu. Kazdy den
¢lovek vytvori asi 1 g cholesterolu a potravou ziska asi 0Sygtéza cholesterolu probiha
nejaktivreji v hepatocytech, de nadledvin, #Zi a enterocytech (Hatek, 2006,
kapitola 6.6).

Syntéza cholesterolu se uskiitgje ve tech krocich:

» syntéza izopentenyldifosfatu,
» kondenzace Sesti molekul izopentenyldifosfatu nalty skvalenu,
= cyklizace skvalendadou reakci na tetracyklicky produkt, ktery je bezfedrs
preveden na cholesterol.
Limitujicim krokem g syntéze cholesterolu z acetyl-CoA jéeptna HMG-CoA na
mevalonat pomoci HMG-CoA reduktazy, jejiz aktijikgazvySovana inzulinem a hormony

Stitné Zlazy a snizovana glukagonem a glukokordikoi
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1.3.5 Regulace syntézy cholesterolu

V organizmu je intracelularni obsah cholesteroyutevan:
» syntézou cholesterolu v hladkém endoplazmatickéikuta,
» receptorem zprostdkovanou endocytézou LDL,
= efluxem cholesteroluips plazmatickou membranu do HBstic,

= intracelularni esterifikaci cholesterolu.

1.3.5.1 Dlouhodobéa regulace

Dlouhodoba regulace syntézy cholesterolu¢sg@p v regulaci tvorby HMG-CoA
reduktazy a dalSich enzyimmezbytnych pro tvorbu cholesteroluii Rumulaci steral
v buice je aktivita HMG-Co0A reduktazy sniZzena o vice 8826, sotasre je snizena také
exprese LDL-receptérna povrchu biiky. Klicovou ulohu v homeostaze cholesterolu ma
SREBP-2 (sterol regulatory element binding protéh SREBP-2 je lokalizovan
v membras endoplazmatického retikula, do cytoplazmycniyd dvma doménami,
N termindlni doménou a C termindlni doménou. poklesu steral v intracelularnim
prostoru dochazi k&beni intaktniho SREBP-2 a k uveéfri jeho N terminalni domény do
cytozolu. Uvolna doména putuje do jadra kde zahdji expresii JeDL-receptoru,
HMG-CoA reduktadzy, skvalen syntazy atd). Vzestuptraicelularni koncentrace
cholesterolu naopak&teni SREBP-2 inhibuje (Leichnet al, 2009).

Aktivace Stpeni SREBP-2 je velmi slozity procigeny SCAP (SREBP cleavage-
activating protein), ktery se vaze na C terminadloménu SREBP-2. Steroly inhibuji
puasobeni SCAP na SREBP-2 a timdp&ni SREBP-2. Vazba C terminalni domény SCAP
a C terminalni domény SREBP-2 umozni translokaudtim komplexu do Golgiho aparatu,
kde pisobenim proteazy S1P (site-lprotease) a S2P (wmitdease) dojde k odfteni
N terminalni domény SREBP-2. Uveélma doména putuje do jadra a aktivuje transkripci
piislusnych geih Pri dostatku oxysterdl v buice je blokovan fesun SREBP/SCAP
komplexu z endoplazmatického retikula do Golgiharafucinnosti proteif nazyvanych
Insig-1 a Insig-2 (insulin induced gene 1 a 2)ré&tepisobi konformani zmeny SCAP
(Sato, 2010).

Druhym zpisobem dlouhodobé (pomalé) regulace je kontrolovead§radace
(proteolyza) HMG-CoA reduktazy, ktera je stimulogarholesterolem, jeho oxidovanymi
derivaty, mevalonatem a farnesolem. HMG-CoA redzikig@e opaena tzv. sterol-sensing
domeénou, kteraip nadbytku cholesterolu a dalSich stérplodléha konformani zmene,

¢imz se stdva vnim@jsi k degradaci proteazomem.
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1.3.5.2 Kratkodoba regulace

Kratkodoba regulace syntézy cholesterolu zahrmipbici HMG-CoA reduktazy
fosforylaci katalyzovanou prdasdnictvim AMP-dependentni proteinkinazy (AMPK).
Kindza je aktivni fi vysoké koncentraci AMP v hikach. Glukagon a adrenalin zvySuji
CAMP v buikach a snizuji tedy syntézu cholesterolu. Inzulaopak vede k poklesu
intracelularnino cAMP, k aktivaci HMG-CoA reduktazy tim i syntézy cholesterolu
(Motoshimaet al, 2006; Pallottinet al, 2004).

1.3.5.3 Farmakologickéa regulace

Syntéza cholesterolu ie byt regulovana také podanim hypolipidemik, zejaé
statimi. Statiny jsou inhibitory HMG-CoA reduktazy, ktew§yznamr snizuji az blokuji
syntézu cholesterolu na @ku metabolickéharettzce. Jejich uzivani je indikovano
zejmeéna u izolované hypercholesterolémie, ale pldtrini nachazi i v l&bé¢ smiSenych
dislipidémii, kde kroma hladin cholestrolu je poruSena rovnovaha i jinkeevnich lipidi
(nag. triacylgylceroh). V téchto indikacich jsou statingasto kombinovany s jinymi
skupinami hypolipidemik (napfibraty).

1.3.6 Exkrece cholesterolu

Cholesterol je z organizmu vylavan jatry do Zlte zejména ve fortnzlu¢ovych
kyselin. Vice nez 95 % Ztovych kyselin podléha enetrohepatélni cirkulaci Klearaet
al, 2002) a je reabsorbovano z distalniho ile& zio jater, kde mohou Zové kyseliny
inhibovat svou vlastni syntézu pridnictvim nuklearniho receptoru FXR. Exkrece
nezménéného cholesterolu se v jatrech uskiitge dvojim mechanizmem, MDR2-
dependentnim a MDR2-independentnim (Wiersehaal, 2009). Prvni mechanizmus je
zprostedkovan pomoci transportnino proteinu MDR2, ktefgnasi do ZI&i zejména
fosfolipidy. Druhy z uvedenych mechaniéimje zajisén transportéry pro cholesterol
ABCG5/ABCG8 (ATP-binding cassette transporters GH/Glokalizovanymi na

kanalikularni membranhepatocytu (Kamisaket al, 2004).

1.3.7 Regulace exkrece cholesterolu

Expresi biotransforntaich enzynmi a transportnich protein zapojenych do
homeostazy cholesterolu kontroluji nuklearni reaeptzejména FXR, LXR, PPAR-
a LRH-1.
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1.3.7.1 FXR

FXR reguluje pedevSim syntézu Zovych kyselin z cholesterolu ovlignim
klicového enzymu CYP7AL, ale také transport, konjuga@xkreci Zldovych kyselin
(Trauneret al, 2010). FXR aktivovany Ztiovymi kyselinami indukuje expresi SHP, ktery
po interakci s LRH-1 inhibuje transkripci CYP7Alk#vace FXR také zvySuje expresi
enzymi zapojenych do detoxifikace Zovych kyselin (CYP3A4, SULT2A1), snizuje
expresi transportnich protéirpro vychytavani zlkkovych kyselin do hepatoayt(NTCP,
OATP), zvySuje expresi kanalikularnich transpoitnigroteii (MRP2, BSEP)
a alternativnich bazolateralnich transportnichenit(MRP3/4, OSTH/p).

Prostednictvim nuklearniho receptoru FXR reguluji lipigto metabolizmus
zejména zltové kyseliny, picemz nejdingjSim ligandem tohoto receptoru je kyselina
chenodeoxycholovd (Hagema al, 2010; Crawleyet al, 2010). FXR indukuje expresi
SR-B1 (Chao, 2010), ale stsré sniZuje expresi apoA-l a tim i plazmatickou hladin
HDL. Bylo zjisttno, Ze FXR zvySuje aktivitu lipoproteinoveé lipazyim zvySuje clearance
VLDL a chylomikroni a sodasre inhibuje sekreci VLDL z jater (Mencarebi al, 2010).
DalSim zmisobem jakym ZlEové kyseliny zasahuji do metabolizmu cholester@u |
indukce exprese LDL-receptoru na bazolateralni mi@éntbhepatocyi aktivaci MAP
kindzové kaskady (Nakahaetaal, 2002).

1.3.7.2LXR

Velmi dulezitym regulatorem exprese denzapojenych do transportu
a metabolizmu cholesterolu je LXR (liver X receptdPo navazani ligandu vytkidohbs
jeho izoformy (LXRe a LXR-) heterodimer s RXR (retinoid X receptor), ktergukije
expresi cilovych gaehvazbou na LXREs (LXR response elements) v promiotdiovych
geri (Baranowskiet al, 2008). Ri nadbytku cholesterolu stimuluje navrat choledtedn
jater s jeho naslednou exkreci do ¢Hua inhibuje intestinalni absorbci a syntézu
cholesterolu de novo v jatrech. Dsledkem jeho aktivace je tgrevSim indukce
ABCG5/ABCG8 na kanalikularni membrémepatocyi s ndslednym zvySenim exportu
cholesterolu do Zkte (Baranowsket al, 2008). Tyto transportéry jsou po aktivaci LXR ve
zvySené nie exprimovany také na apikalni memhraenterocyti, kde genasi
absorbovany cholesterol &pdo stevniho lumen (Oosterveest al, 2010). Absorpce
cholesterolu je vlivem LXR pott&na roviZz sniZzenou expresi NPC1L1 (Niemann-Pick
C1 like 1), ktery je odpasdny za intestinalniifjem cholesterolu a fytostefo(Costetet
al, 2010).

36



LXR stimulaci exprese transporierABCA1 a ABCGL, zajigujicich eflux
burg¢ného cholesterolu do HDL, a apoE, ktery se nachazpovrchu lipoprotein a je
s vysokou afinitou vazadn na LDL-receptor, vyzné&npodporuje transport cholesterolu
z periferie do jater a zda se, Zze modulace LXR bghlm byt jednim z dalSich
terapeutickych Pstupi pri 1é¢bé aterosklerozy.

U hlodavd je exprese Cyp7al regulovana nejen peastictvim FXR, ale také
pomoci nuklearniho receptoru LX&-ktery je aktivovan derivaty cholesterolu (Nakahar
et al 2002). Skuténost, Ze exprese CYP7ALl u lidi neni indukovana Lo§Rwnuze
vyswtlit zvySenou citlivost ke vzniku hypercholesterié.

1.3.7.3 PPAR-a

DalSim nuklearnim receptorem, ktery zasahuje dabuodizmu lipidi a Zlwovych
kyselin je PPARx (peroxisome proliferator-activated receptor). Taledto receptor
vytvéii heterodimer s RXR, ktery usnage navazani na PPREs (peroxisome proliferator
response elements) cilovych gegideoet al, 2008). Vysledkem aktivace tohoto receptoru
je utlum syntézy apoC-lll, ktery je inhibitorem diproteinové lipazy lokalizované
piedevsim v krevnich kapilarach svalové a tukovédkanasled# zrychlené odbouravani
lipoproteini bohatych na triacylglyceroly. PPAiRdale zvySuje syntézu apoA-I, ktery je
zakladem nascentni HDdastice a tim zintenziwje reverzni transport cholesterolu. Tato
schopnost PPAR-je dale umoctna zvySenim exprese ABCAL, ktery zpreskovava
pienos cholesterolu z nitra bk perifernich tkani a jeho navazani &aéstice nesouci
apoA-l, a zvySenim exprese SR-B1, ktery na povrbepatocyi vaze HDL céastice
a zajifuje tak vstup cholesterolu do jater (Paumetlal, 2008). PPAR: je mistem dinku
nékterych hypolipidemik, zejména fibfat DalSi skupinou hypolipidemik, ktera
zprostekovavacast svych inkia pres jaderné receptory PPARjsou statiny (Cheet al,
2010; Huanget al, 2009). Statiny snizuji syntézu cholesterolu idiibHMG-CoA
reduktazy a tim snizuji tvorbu fiady meziproduki, nag. geranylgeranylpyrofosfatu
a dalSich geranylovanych prot&inry se podili na fosforylaci receptoru, ktery ak $tava
mére citlivy na endogenni gsobky (nap. mastné kyseliny). i® snizené hladi&
geranylovanych proteinse v ptibéhu terapie statiny snizuje fosforylace recept®PAR-

a, které se tak stavaji k endogennifisgbkim vnimawjSi (Soska, 2006).
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1.3.7.4 LRH-1

Také dalSi nuklearni receptor LRH-1 vyznammasahuje do metabolizmu
cholesterolu a zkovych kyselin. LRH-1 stimuluje bazalni expresi CYR7a CYP8B1,
ale je roviZz zapojen do zfinovazebné regulace expregehto enzyni prostednictvim
receptoru FXR. FXR aktivovany Zavymi kyselinami indukuje SHP. SHP se néskedn
vaze na LRH-1 a Zysobi tak jeho inhibici s naslednou represi CYP7ALY&®8B1 (Leeet
al, 2008).

LRH-1 ovliviiuje i expresi dalSich molekul zapojenych do metabul HDL
a reverzniho transportu cholesterolu (ual, 2010). LRH-1 pozitiva reguluje ApoA-I,
hlavni proteinovou sloZzku HDL, ktera slouzi jakaeftor pro cholesterol transportovany
z perifernich tkani (Delerivet al, 2004). Velmi dlezitou Ulohu v reverznim transportu
cholesterolu ma CETP (cholesteryl ester transfetepr), enzym fendéSejici estery
cholesterolu z HDL d@astic VLDL, IDL a LDL, které jsou postugrodstraovany jatry.
Exprese CETP se zvysujdipvysokych hladinach cholesterolu pr@stnictvim LXR
a LRH-1 receptar, ¢imZ je nepimo usnadén reverzni transport cholesterolu. LRH-1 se
ale podili také na downregulaci CETP a to vlivem@Vych kyselin na reguéai drahu
FXR-SHP-LRH-1. LRH-1 dale zvySuje expresi SR-Bldlkovaného na bazolateralni
membrag hepatocytu (Fayardt al, 2004) a ABCG5/ABCGS8 na kanalikularni membran

hepatocytu (Freemaat al, 2004),cimZ podporuje exkreci cholesterolu dodlu
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1.4 Metabolizmus Zeleza

lonty Zeleza jsou nezbytné pro vSechny formy ZivopmotoZze se dastni
transportnich systéinv dychacintetzci. U zZivaticht maji ionty Zeleza vyznamnou ulohu
také i reverzibilni vazB a uvohovani molekularniho kysliku (Simek, 2005). Atom
Zeleza je schopen velmi snadno vazat i iweht elektron, a tak #mit své mocenstvi
z dvojmocné feroformy na trojmocnou feriformu a pak. Zelezo se ze v3ech biogennich
kova vyskytuje v organizmu v nejvySSim mnozstvi, comati asi 35 mg/kg u Zen
a 45 mg/kg u muZ Nejwtsi podil celkového mnozstvi Zeleza v organizmwlpsazen
v hemoglobinu (60-70 %), asi 10 % je gasti myoglobinu, cytochroina jinych enzym,
asi 20 % tvei zasoby v podabvazby na feritin a hemosiderin, nééjak 1 % je obsazeno
v cirkulujicim poolu v krvi. Vedle své nejzndjgi funkce transportu kysliku pini Zelezo i
fadu dalSich vitalnich funkci. Je nezbytné pro ssintgukleovych kyselin (DNA i RNA) i
fady protei, (Castni serizeni bugcné proliferace, diferenciace a apoptozy, jdedité
pro syntézu myelinu a formovani dendriteurori, coZz se odrazi v ovliovani pochod
uceni a pandti (Penkaet al, 2009, kapitola 2). Nicmén samotné Zelezo ime byt velice
toxické a niize byt zapojeno do rozvoje oxidativniho tk&ého poSkozeniipmEnou
peroxidu vodiku na volné radikdly (tzv. Fentonoveoeakci) poSkozujici bwiné

membrany, proteiny a DNA.

Obrazek 11: Fentonova reakce

Fe' + H,0, —» Fe" + OH + OH

Aby kttmto Skodlivym pochoiim nedochazelo, jsou syntetizovany proteiny

vyhradré uréené pro transport a skladovani zeleza (Simek, 2005)

1.4.1 Transport zeleza

Zelezo se do jater dostavéepazr pomoci transferinu, je-li transportni kapacita
transferinu za patologickych okolnosti saturovaméze se vyznamnym zdrojem Zeleza

pro jatra stat Zelezo nevazané na transferin (reovsterrin-bound iron, NTBI).
Molekula transferinu, obsahujici Zelezo, ma vysokdimitu k specializovanym
receptoéim, lokalizovanym na buwnych membranéach s nejvyssi expresi nakéah

hemopoézy. Byly jiz popsany 2 typy transferinovyekeptod (TfR) (Penkaet al, 2009,
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kapitola 2). Zelezo vazané na transferiteghdzi do hepatodyt prevazié pomoci
transferinového receptoru 1 (TfR1), jehoZ expreseegulovana intracelularni koncentraci
Zeleza. Transferinovy receptor 2 (TfR2) z&ji® nizkoafinitni transport Zeleza do
hepatocytu a je prokazatelny pouze gkatika typech busk (Chen a Chloupkova, 2009),
zejména na hepatocytech a v mensfendrytrocytech a v doudenu (Chet al, 2010).
Vznikly komplex transferin-transferinovy receptoe gpndocyt6zou ignesen do nitra
hepatocyti. Vznikajici vezikuly se @ni na endozomy, které uvnlji Zelezo po okyseleni
protony gfenasené ATPazou. S@asre je Zelezo redukovano z trojmocného na dvojmocné
a pronika pes endozomalni membranu kanalem DMT-1 (divalenahtednsporter 1) do
cytoplazmy. Po uvokni Zeleza jsou molekuly TfR recyklovany k expresi povrch
cytoplazmatické membrany, kde dpslouzi jako receptory pro transferin. Hepatocyty
exprimuji mnohonasokénvice transferinovych receptornez neparenchymové iy

v jatrech, nap Kupfferovy, sinusoidalni, endotelové neb@idicové buiky.

Jatra jsou také schopna ziskavat Zelezo z cirkigi hemoglobinu, hemu
a feritinu. Délka Zivotatervené krvinky je cca 120 £ 10 dni. Po uplynutbtébby se
erytrocyty rozpadaji nebo jsou fagocytovany (Ehrman Hilek, 2010, kapitola 5.1).
Uvolnény hemoglobin je v krevni plazimvdzan na jatry td@nou bilkovinu haptoglobin
a vznikly komplex je vychytavan makrofagy mecharenm endocytozy (Horalet al,
2010, kapitola 1). # degradaci hemoglobino-haptoglobinového komplexysezomech
se uvohuje hem a wzné S¢py globinu. Hem je nasledn degradovan
hemoxygenéazou 1 (HO-1) za vzniku CO?Feezele zbarveného linearniho tetrapyrolu
biliverdinu. Biliverdin je posléze redukovan bilnen reduktazou na oranz&zluty
bilirubin (Ehrmann a klek, 2010, kapitola 5.1). Jelikoz se dalSi krokagmvani bilirubinu
odehrava vyhradn v hepatocytech, musi byt bilirubin vznikly na joty mistech
organizmu (ve slezif) kostni deni) dopraven do jater. Bilirubin je v plagnmvzhledem ke
své minimalni rozpustnosti ve v@dvazan na albumin a transportovan do jater, kde je
pienesen pomoci protéin Y a Z (také nazyvané ligandiny) k hladkému
endoplazmatickému retikulu. Zde nasleduje konjugadeyselinou glukuronovou za
katalyzy bilirubin-UDP-glukosiduronattransferazy GU1A1). Vzniklé, ve vod dohkre
rozpustné, konjugaty jsou akt&rvylucovany do Zldgi prostednictvim kanalikularniho
transportéru MRP2 (Vitek, 2009, kapitola 1.6). i@ je konjugat bilirubinu a kyseliny
glukuronové rozkladan enzymyavnich bakterii. Vysledkem této dekonjugace baditeri

B-glukuronidazou je bilirubin, ktery podléhatepené na bezbarvy urobilinogen
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vterminalnim ileu a tlustém is\é. DalSi redukci urobilinogenu pak vznika

sterkobilinogen. Urobilinogen a sterkobilinogen raohbyt reabsorbovany a podléhat tak

enterohepatalni cirkulaci nebo oxidovany v dis@#irsegmentechiglv na barviva urobilin

(oranzovy) a sterkobilin (zluty), ktera jsou v§tivana stolici (Ledvinat al, 2005, kapitola

18.6).

Obrazek 12: Degradace hemu
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HO-1, hemoxygenaza 1; Hb, hemoglobin; MRP2, multidiesistance—associated protein 2.

Prevzato a upraveno z: Koolman a Rohm, 2005, kapiRdaphyrin Metabolism.

Pokud dojde k roz&peni hemoglobinu jiZz v krevni plazimje uvolrény hem vazan

na dalSi, v jatrech vznikajici, protein hemopexiNa povrchu hepatocyt makrofag

i dalSich busk je exprimovan receptor LRP (LDL receptor-relafgtein, znamy take

jako CD91), ktery vaze komplex hem-hemopexin. Zadipgickych podminek jsou &b
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popsané cesty (zprédstlkované haptoglobinem a hemopexinem) malo vyznamweak
pii intravaskularni hemolyze se stavaji cestami damtimimi.

DalSim zdrojem Zeleza pro hepatocyty je feritintizdao tkaovy feritin je hlavnim
zdrojem zasobniho Zeleza, plazmaticky feritin zelgrakticky neobsahuje. Proto se
plazmaticky feritin za fyziologickych podminek jakpenasé Zeleza neuplatje. Pokud
vSak dojde k organovému poskozenijze se tkdovy feritin uvolnit do cirkulace a byt
vychytavan jatry, zejména hepatocyty (Hogdkal, 2010, kapitola 1).

Intracelularni Zelezo katalyzuje reakce vedoucivkeiku kyslikovych radika,

a proto je koncentrace volného Zeleza uvnépatocyi udrzovana na velmi nizké drovni.
Naprosta ¥tSina intracelularniho Zeleza je uloZena ve ¥amh feritin. Za normalnich
okolnosti je hlavnim faktorem ovliwvjicim syntézu feritinu Zelezo,tipzaretech jeho
tvorbu stimuluji také cytokiny. Pokud se zasobyezZalv jatrech vyraznzvysi, z&ne se
zde objevovat dalSi zasobni forma Zeleza — hemiiisjddery je agregovany dotSich
komplexi a je méw rozpustny ve vaginez feritin (Simek, 2005).

Zatimco vstup Zeleza do jater je popsan da@myeh podrobnosti, obraceny proces
je prozkouman mnohem m&nV piipad poteby se Zelezo uloZzené v hepatocytech ve
form¢ feritinu nebo hemosiderinu ke rychle uvaiovat. Hlavnim proteinem
transportujicim Zelezotes plazmatickou membranu hepatdcig feroportin 1. Exprese
feroportinu 1 v hepatocytechtippkumulaci Zeleza stoupa, coz je ochranny mecharsz
proti pietizeni Zelezem. Ve stejné situaci klesa exprespdetinu 1 v enterocytech a s ni
i vstrebavani Zeleza zefsva (Darshaet al, 2010). ProtoZe feroportin ¥gnasi do plazmy
dvojmocné Zelezo a na transferin séZmvazat jen Zelezo trojmocné, je tento transportér
v Uzkém kontaktu s feroxidazou ceruloplasminem.u®@tasmin, transportni bilkovina
pro méd’ podilejici se na procesech spojenych s kinetikeleza, ma také antioxidiai
vlastnosti. Podporuje totizipmenu dvojmocného Zeleza na trojmocné a tim Baj&a

tvorbu volnych kyslikovych radikaltzv. Fentonovou reakci (Mackenzeal, 2008).

1.4.2 Regulace homeostazy Zeleza

Metabolizmus Zeleza je regulovan tak, aby ho byktalek pro syntézu
hemoglobinu a dalSich Zivatrulezitych slogenin, ale aby v organizmu nebylétpmné

volné dvojmocné Zelezo.
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1.4.2.1 Regulace intracelularni homeostazy Zeleza

Intracelularni metabolizmus Zelez&eg@stavuje (1) transport Zeleza daiky (2)
inkorporaci Zeleza do fudkich molekul obsahujicich Zelezo, (3) ukladani yaatiného
Zeleza a (4) export Zeleza ziby. Pro udrZzovaniéchto proce$ v rovnovaze vyuziva
buika systém IRP/IRE (iron regulatory protein/ironpessive element). Proteiny IRP1
a IRP2, monitorujici hladinu Zeleza viime, po navazani na IRE mohoudbmablokovat
nebo naopak potencovat translaci mMRNA, coz je dékalizaci IRE v molekule mRNA
piislusnych proteiln (Balusikovaet al, 2009). Diky tomuto systému se&i medostatku
Zeleza stabilizuje mMRNA pro transferinovy receppbimasejici Zelezo do bk, a naopak
degraduje mRNA pro proteiny skladovaci (feritin) @o export Zeleza z iy
(feroportin 1) (Sedkkovaet al, 2009). V pipact nadbytku Zeleza je tomu prénaopak.
Timto mechanizmem je tedy regulovana expreseu gespojenych do vychytavani,
skladovani a exportu Zeleza (Recaleail 2010; Kuhret al, 2009).

1.4.2.2 Regulace vskebavani Zeleza

Vzhedem ktomu, Ze organizmus nema k dispozi@iinny mechanizmus jak
odstraiovat nabyténé Zelezo, je zakladnim homeostatickym mechanizmeratabolizmu
Zeleza pesna regulace jeho wsbavani probihajici v duodenu (Hor&k al 2010,
kapitola 1).

Zdrojem Zeleza v potravjsou hlavi Zivocisné bilkoviny, kde se Zelezo nachazi
vazané na hem a jako nehemové Zelezo. Hemové Zekezag/skytuje v hemoglobinu
a v myoglobinu svalstva. Migbavani hemového Zeleza je pro organizmus nejgjsdn
a probiha za pomoci transportniho proteinu HCPIn(lvarrier protein 1). Nehemoveé
Zelezo je ve sevnim lumen fitomné v trojmocné forth a pged absorbci musi byt
redukovano ferireduktdzou Dcytb (duodenalni cytoohib). Poté nasledujergnos pes
apikalni membranu do cytoplazmy enterdcyiansportnim proteinem DMT-1 (Penka
al, 2009, kapitola 2). Exprese jak Dcytb tak DMT-1rggulovana koncentraci Zeleza
v enterocytech ies systém IRP/IRE. Zelezotire byt déasré uloZeno v enterocytu ve
forme¢ feritinu nebo transportovano do krevni plazmy zmsti feroxidazy hefestinu
(oxiduje dvojmocné Zelezo na trojmocné) a feroportl exprimovanych na bazolateralni

membrag enterocyl (Darsharet al, 2010).
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1.4.2.3 Systémova homeostaza Zeleza

Klicovée je pedavani signdl mezi hepatocyty, enterocyty, monocyto-
makrofagovym systémem, kosternimi svaly a jinymimkartmenty majici za nésledek
velmi citlivé fizeni homeostazy Zeleza podle ipbt tkani i celého organizmu. Zmey
vyznam v sytémové regulaci homeostazy Zeleza mteiprdnepcidin (Yehet al, 2004;
Huanget al, 2006; Gacet al, 2010). Hepcidin, v jatrech tveny peptid s antimikrobialnimi
vlastnostmi, regulujeffjfem Zeleza do organizmu predinictvim enterocyta uvohovani
Zeleza ze zasob uloZzenych v makrofazich a hepaityNa membranburgk se vaze na
feroportin 1 a zfpisobuje tak jeho internalizaci s naslednou degradaeitedy jeho
negativnim regulatorem (Mackenzet al 2008). Exprese hepcidinu se zvySujg p
nadbytku Zeleza v organizmu & pktivaci prozastlivych cytokini, zejména IL-6. Tato
reakce naslednredukuje aktivitu DMT-1 fenaSée na apikalni membrénenterocyi,
snizuje absorpci Zeleza z potravy a indukuje zwy3gdadani do makrofég Cely proces
asti do tzv. funkniho nedostatku Zelezajimémz je v organizmu relativni nadbytek
zasobniho Zeleza, ale na druhé stnaedostatek Zeleza pro pelby erytropoézy. Jedna se
o reverzibilni zmndnu v metabolizmu Zeleza, ktera se po odeizrcytokinové odpoidi
vraci do @mvodniho stavu. Naopakifipnedostatku Zeleza v organizmu se sniZuje syntéza
hepcidinu, zvySuje se resorpce Zeleza z potravgkeese zasobniho Zeleza z makrdfag
(Simek, 2005).

Jednim z hlavnich regulatorprodukce hepcidinu je IL-6 (obrazek 13). Po
zaretlivém stimulu se uvolény IL-6 vaze na komplex IL-6 receptoru a gpl30.oTat
interakce aktivuje JAKs (Janus kinases), které ofy$fiji proteiny STAT (signal
transducer and activators of transcription), zej®mAT3. Po fosforylaci jsou STAT3 ve
formé dimerti premistny do bur¢ného jadra, kde reguluji expresi hepcidinu a mnoha
dalSich get (Wrighting a Andrews, 2006; Hershleb al, 2006).
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Obréazek 13: Regulace hepcidinu cestou IL-6/STAT3
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Prevzato a upraveno z: Hersh&bal, 2006.

V regulaci produkce hepcidinu se také ufilge BMP/SMAD cesta (obrazek 14).
BMP (bone morphogenetic protein) jsou cytokiny ding TGH3 a protoZze jsou
produkovany hepatocyty, funguji jako autokrinni uiégory. BMP se vaze na BMP
receptor | a Il (BMPR-I/Il) a vznikly komplex BMPMPR-I/Il aktivuje fosforylaci
receptoru  SMAD (R-SMAD). Fosforylovany R-SMAD dinsje se SMAD 4
(nazyvanym také Co-SMAD) avznikly heterodimer paitudo jadra kde aktivuje
transkripci HAMP genu, ktery koduje hepcidin. Vznkomplexu BMP-BMPR-I/II
podporuje hemojuvelin, ktery je koreceptorem BMP. utdde genu HFE2
kterd je spojena s absenci hepcidinu a kumula&zaeV jatrech (De Domenicet al,
2007).
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Obréazek 14: Regulace hepcidinu cestou BMP/SMAD
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Prevzato a upraveno z: De Domengtoal, 2007.

Souwasné hypotézy ipdpokladaji, Zze exprese hepcidinu by mohla byt také
regulovana fes saturaci transferinu a stabilizaci TfR2 na Urgwoteinu v kooperaci
s HFE. Ri zvySené koncentraci Zeleza stoupa tvorba Tf/THRE komplexu majici za

nasledek zvysenou expresi hepcidinu (&gal, 2009).

Nadbytek i nedostatek Zeleza maji za nasledek mavabskozeni organizmu.
Nedostatek Zeleza (sideropenie)ipltnejrozstensjSim lidskym chorobamdbec. U stau
s nadbytkem Zeleza, typicky u hemochromatézy, sezaehromadi zejména v jatrech,
kterd mohou obsahovat aZkolik grami Zeleza (Darshapt al, 2010). To niZze mit za
nasledek rozvoj cirhdzy jater a hepatocelularniaccikomu (Gacet al, 2010). Je tedy
prokazano, Ze zvySeny obsah Zeleza v jatrech spaalSimi inzulty (nadgrny piisun
alkoholu, NAFLD, hepatitida typu C atd.)tre vést k vyraznému poskozeni jater, jehoz

pri¢inou je zejména tvorba volnych kyslikovych radikéFargionet al, 2011).
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1.5 Cholestaza

Cholestaza je porucha tvorby a wWdwani Zzlde nebo selhani schopnosti
organizmu dodat do duodena désjeci mnozstvi Zlge odpovidajiciho sloZeni.
Cholestaza vede ke kumulaci bilirubinu acbuych kyselin v jatrech, druhatnpak ke
kumulaci sloZek Zlee v séru, modulaci funkce CNS a dalSich ofigdEhrmann a klek,
2010, kapitola 5.2). Poruchate byt lokalizovana od jaterni iky, pres primarni
Zlutovody a vyvodné Zkové cesty, az po Vaterovu papilu. Jedi¢ma v jatrech, je
porucha ozn&vana jako intrahepatalni cholestaza. Jedliipa mimo jatra, oznaljeme
cholestazu jako extrahepatalni.

Cholestazu lIze @it z rady hledisek: akutni cholestaza (septické staviy,lé
hormony), chronickd cholestaza (primarni biliarnirh@za, primarni sklerotizujici
cholangitida, |éky), cholestdza aniktericka, chté@lea iktericka, cholestaza s posSkozenim

hepatocyi, cholestaza bez poskozeni hepatbeygod.

Z Klinického pohledu se ukazuje jako velmi préspe @leni cholestaz da@tyr
velkych skupin:

= nezawtlivé cholestazy — ificinou miZze byt podani hormdn a |éki, sepse,
intrahepatalni cholestaza éhbtnych, cholestaza fip parenteralni vyziy
a paraneoplastické cholestazy;

= cholestazy zaftlivé — cholestatické virové hepatitidy, alkoholickholestaza;

= cholestazy P poskozeni Zlgovodi — primarni biliarni cirhéza, primarni
sklerotizujici cholangitida, syndrom mizejicich&wodi;

= mechanické cholestazy — mohou bytigpbeny tumory, konkrementy.

Ve spektru cholestaz jednozm& dominuji cholestdzy extrahepatalnte®azujici
¢ast, az 50 %, twd maligni onemoceni, na druhém mistje cholelithiaza. Velmiastou
pricinou cholestazy jsou septické stavy, polékové ctaiy se podili 5-10 %, virové
a autoimunitni hepatitidy 5-7 % (Maek, 2007). Se stoupajici incidenci se vSak
v poslednich desetiletich manifestuji polékova paski a chronicka cholestaticka
onemocgni, predevSim primarni biliarni cirhéza a primarni sktemgici cholangitida.
Syndrom cholestazy soasre provazi velky poet mznorodych poSkozeni jater
a zlwovych cest. Rada cholestatickych zn je v prvé fazi pla reverzibilni. Bi

dlouhodobém trvani cholestazy vSak dochazi k rdéséh posSkozeni funkce hepatoiyt
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onemocgni progreduje dada cholestatickych syndrankonci ireverzibilnim fibrotickym
poSkozenim jater a jaternim selhanim (Make 2007).

1.5.1 Kilinicky obraz cholestazy

Mezi typické objektivni nalezy zejména poékité cholestazy pat ikterus, ktery je
zpasoben zvySenou hladinou konjugovaného bilirubiaterus miva nazelenaly odstin a je
ozna&ovan jako ikterus verdinovy. Pro nemocnécgsto nejvice obEujicim giznakem
chronické cholestazy pruritus, ktery jeugpbeny zvySenou plazmatickou koncentraci
Zlucovych kyselin. Dle nejnaySich poznatk sehravaji svou roli ve vyskytu pruritu
v pribéhu cholestatickych onemoami také autotaxin a kyselina lysofosfatidova (Kreme
et al 2010). U chronické cholestdzy se mohou objevittedazmata (Utvary nauki
obsahujici tukové poldtidy) zejména na anich vikach. Ricinou je vzestup
plazmatického cholesterolu az nad 10-15 mmol/l. dmrh hubnou, stolice je
hypocholickd az acholicka a&kdy prijmovita. Koliky, teploty a zimnice p&tdo obrazu
extrahepatélni cholestazy jako projev cholangitiffi. delSim trvani cholestdzy dojde
v disledku Spatné absorpce v tucich rozpustnych vitagin E, K, A) k rozvoji gfiznaka
jejich nedostatku. Dochazi zejména k osteopordasagulopatii (Ehrmann atek, 2006,
kapitola 5.2).

1.5.2 Laboratorni znamky cholestazy

V séru lze nalézt zvySenou koncentraci konjugovanéilirubinu, Zlwovych
kyselin a atypicky lipoprotein X. Stoupa koncen&agtSiny sérovych lipid (cholesterolu,
triacylglyceroli i fosfolipidi). U cholestazy nachazime také zvySenou aktivikalieké
fosfatazy (ALP) ay-glutamyltransferazy (GMT) a trva-li obstrukce &wych cest delSi
dobu, mohou se objevit znamky hepatocelularnihd&geeni (Racelet al, 2006, kapitola
217).

1.5.3 Histologické znamky cholestazy

U obstrukni cholestazy se objevuje fgulevSim proliferace Zéovodi
manifestovana zvySenou expresi prolit@iah indikatofi jako je PCNA a Ki67 (Weret
al, 2011). Odpogdi organizmu na dlouhodshkirvajici poskozeni je fibr6za a postupna
cirhoticka gestavba jaterni tk&n Fibrozu charakterizuje ukladani mezibeme hmoty
(extracelularni matrix) visledku molekularni igstavby #@znych tym kolager,

proteoglykar, strukturalnich glykoproteina kyseliny hyaluronové. Depozita této hmoty
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v perisinusoidalnich (Disseho) prostorach, spole@lnou tvorbou subendotelialnich
bazalnich membran, ullaji hepatocyty a brani nejendpoku krve, ale potlauji také
biosyntetické a vyléovaci jaterni funkce. VSeobecnym peéthm k fibrogenezi je nekr6za
nebo apoptéza jaterni tky s naslednou zétlivou reakci, ktera aktivuje sousedici
hvézdicové buiky v subendotelidlnim prostoru. Po aktivaci tytaikw ztraci schopnost
skladovat vitamin A a #ni se v myofibroblasty produkujici a secernujicikexé sotasti
pojiva (Schneiderka, 2008). Vyznamnym peptidovyndi@@rem aktivace hézdicovych
burgk je zejména TG, ktery podporuje fenenu hwzdicovych bugk v aktivované
myofibroblasty, vyraz#é stimuluje produkci proteihextracelularni matrix a inhibuje jejich
degradaci. Je tedy hlavnim profibrogennim cytokind@iannelli et al 2010).
Myofibroblasty Ize charakterizovat pomoci tzv. zakiich cytoskeletarnich protéimapg.
a-SMA (Wanget al, 2010; Spiéak et al, 2008, kapitola 1.2).

1.5.4 Molekularni mechanizmus cholestazy

Obstrukini cholestaza je stav charakterizovafést&énou nebo Uplnou zéstavou
toku Zlue v disledku obstrukce zémvych cest. Dochazi k jaterni a naskedpstémové
kumulaci toxickych latek typu zbovych kyselin a bilirubinu, které mohou v zavislas
intenzi¢ adolg trvani cholestazy vyvolat vazné posSkozeni organizrive snhaze
kompenzovat vzniklou situaci se aktivuji tzv. spomti anticholestatické obranné
mechanizmy, jejichz delem je zmirnit stav pomoci alespéast&ného gesnerovani
exkrece danych latek z jater do ledvin. Podstabbioto procesu je zéna exprese, funkce

a lokalizace odpaydnych transportnich protdirzejména v jatrech a ledvinach.

Hepatocelularni kumulace #ovych kyselin Bhem cholestazy je omezena tim, ze
je redukovan uptake Zlovych kyselin (faze 0) na bazolateralni membBr&nizenim
exprese transportnich protéiNTCP, OATP1Al a OATP1B2 (Lee a Boyer, 2000; Zallne
et al 2006). Na kanalikularni membré&se sniZuje exprese MRP2 transportniho proteinu,
zatimco exprese BSEP je relativmachovana, coz vystluje schopnost jater pokravat
v exkreci Zl@¢ovych soli v redukované foRmzZvysSuje se exprese bazolateralnich efluxnich
pump (MRP3, MRP4, OSiIB), které zajiguji transport kumulujicich se davych kyselin
a bilirubinu zgt do systémoveé cirkulace a mohou tak byt elimingv&avinami (Romaet
al, 2008). Reabsorpce #mvych kyselin v proximalnim tubulu ledvin je redwéma
downregulaci ASBT (Zollneet al, 2006), pasivni glomerularni filtracetde byt dale

podpdena aktivni tubularni exkreci pomoci indukovanycRR2 a MRP4 transportér

49



(Donner a Keppler, 2001; Sorokat al 2001; Tanakeet al 2002). Exprese ASBT a
OSTa/p v cholangiocytech je zvySend a napomaha tak readisdlwovych kyselin
z nepfichodnych Zldovych kanalk zpst do jater. Absorpce Zéovych kyselin ve sew je
potlaiena v disledku snizené exprese ASBTi Eholestatickém poskozeni jater je régn
potlaiena syntéza Ztovych kyselin a naopak je aktivovana hydroxylackomjugace
Zlucovych kyselin se sulfatem nebo glukuronidetimz je usnadéna jejich eliminace
maoci (Romaet al, 2008).

Ridici Glohu v adaptivni regulacifipcholestatickych onemognich jater maiji
nuklearni receptory, které reguluji transkripci @wekodujicich proteiny zapojené
v hepatobiliarnich transportnich procesech, syntézedetoxikaci ZzItiovych kyselin
a fibrogenezi. Mezi zmimé nuklearni receptory gazejména FXR, PXR, CAR a VDR
(Hirschfield et al, 2010). FXR aktivovany Zzbiovymi kyselinami indukuje expresi
kanalikularnich transportnich protéiBSEP a MRP2, OS#¥B na bazolateralni membréan
a CYP3A4 (u potkana Cyp3a2) a UGT2B4 katalyzujicigliroxylaci a glukuronidaci
Zlucovych kyselin. Naopak pottaje expresi NTCP na bazolateralni membran
hepatocyli, CYP7A1 a CYP8B1 nezbytnych pro vznik &wych kyselin z cholesterolu
a ASBT. Nuklearni receptory PXR, CAR a VDR indukeykreni systéemy a fazi | a Il

detoxikace.

Kapacita &chto transportnich mechanignje vSak omezena a nedokéaze zabranit
pokraiujicimu poskozeni jater a naslédoelého organizmu. Wezitou informaci je, ze
existuje pormirné znana funkni rezerva umaiijici pii volbé vhodné latky posilenéthto
pozitivnich kompenzmich znén exprese a funkce transportnich praieicoz fedstavuje

potencial® vyznamny terapeutickyffstup (Borchet al, 1998).

1.5.5 Farmakoterapie cholestazy

VSechny formy cholestazy vedou k retencicbhych kyselin v jatrech, coz je
piicinou apoptézy a nekrozy hepatocyt Sowasny unik Zldovych Kkyselin do
peribiliarnich prostar je @ic¢inou portalniho z&ku a fibrotizace indukci chemoKin
a cytokimi. Léba nemocnych s cholestatickymi jaternimi onentoémi by nela byt
kromé snahy o podchyceni primarniiginy onemoc#ni a udrzeni girchodnosti Zldovych

cest, zamrena na:
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» stimulaci sekrece Zéovych kyselin a ostatnich toxickych komponent do¢eno
a Zlue, ¢cimZ dochazi ke snizeni jejich koncentrace v cirkiulaepatocytech;

= stimulaci metabolizmu hydrofobnich Zmvych kyselin a ostatnich toxickych latek
na vice hydrofilni, a proto mérnoxické metabolity;

= ochranu cholangiocgtproti toxickému jasobeni Zlge;

» inhibici apoptézy a nekrdzy jaternich kilkn zpisobenych zvySenou hladinou
cytotoxickych zl@ovych kyselin a cytokiin;

» inhibici fibrozy zpisobené dnikem zéovych kyselin do peribiliarnich prostor
(Marecek, 2007).

1.5.5.1 Kyselina ursodeoxycholova (UDCA)

Ackoliv v terapii cholestatickych onemosmi byla zkouSensada postup a latek,
je treba konstatovat, Ze pouze podavani UDCA je jedigownou farmakologickou tbou
s dlouhodobym Klinickym efektem. VSechny ostatnfapeutické postupy jsou &u
neus@sSné nebo jsou provazeny vyskytem zavaznych nezé&douginkia. Zakladem
terapeutického dinku je zn&éna slozeni zIke po podani UDCA. Nastava vzestup obsahu
hydrofilnich Zlw&ovych kyselin, coZ vede k poklesu toxického poSkdzepitelu Zlgovych
cest, k poklesu retence #hvych kyselin v hepatocytech a k inhibici apoptoifDCA
vyznamm ovliviiuje sloZzeni smiSenych micel bohatych na fosfolipdiinz brani pimému
kontaktu Zlge s cholangiocyty. Dale stimuluje expresi trangpoht proteiti BSEP,
MDR3 a MRP2, protozZe je silnym agonistou PXR a FXRle&rnich receptér(Maretek,
2007). Ve dvoji¢ zaslepenych studiich bylo jednozn& potvrzeno, Ze podavani UDCA
v davce 13-15 mg/kg hmotnosti zlepSuje biochemipléametry i jaterni histologii
(Corpechotet al, 2005). Riznivy efekt podani UDCA byl potvrzentady cholestatickych
onemocgni: PBC, PSC (Mitchelet al, 2001), ¢hotenské cholestdzy (Rautiainehal,
2005), jaternich poruch u cystické fibrézy a u esthdz indukovanych dévy. Pozitivni
vliv byl rovnéz prokazan v k¢ pediatrickych cholestatickych poruch (Jacquestiral,
1997). Data z posledni doby ukazuji, Ze podani UB@Gkuje také riziko vzniku jaternich
i extrahepatalnich malignit. ProtoZe itady pacient s chronickym cholestatickym
onemocgnim se jedna o celoZivotnicléu, je velmi pozitivnim zji&nim skuténost, Ze
mnoholeta aplikace UDCA neni provazena zavgami nezadoucimi dinky (Maretek,
2007).
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1.5.5.2 Rifampicin

Rifampicin je silnym agonistou PXR receptoru a timySuje hydroxylaci
Zlucovych kyselin indukci exprese CYP3A4 (Wiethod#izal, 1996). Dale zvySuje expresi
kanalikularniho transportéru MRP2 a naopak gofa expresi CYP7AL a tim i syntézu
Zlucovych kyselin (Marschalet al, 2005). Byl opakovahusgsne pouZit v I€bé pruritu
u citi a dosplych a zlepsSuje také jaterni funkce u nemocnycBG.Rle podavan v davce
300450 mg/den a Ustup pruritu je vyznamny jiz mm&ch |éby. Dlouhodoba aplikace je
vS8ak omezena ékterymi nezadoucimi dinky. V pribéhu &by je nebezpd
hepatotoxicity az vzniku medikament@zrindukované hepatitidy. Bylo pozorovano
i zvySené riziko tvorby Zkovych konkremerit a vzniku rezistentnich bakterialnich
infekci. Nicmér, vétSina nemocnych &bu dol¥e toleruje. V publikovanych pracich byly
zaznamendany vysledky 18ti¢sicniho I&eni bez zvySeného vyskytu nezadoucich reakci.
Nemocné pro tento typ dBy je ovSem nutné pkv¢ vybirat a pravidel&d monitorovat
(Marecek, 2007).

1.5.5.3 Fenobarbital
Fenobarbital je agonistou CAR receptoru. U padiesatPBC vedl k poklesu

séroveho bilirubinu, sérové hladiny &avych kyselin a zmirnil pruritus. Z vedlejSich
Gcinka byl nejvyznamgyjsi predevsim izny stupé sedace (Bachet al, 1989).

1.5.5.4 S-adenosyl-L-methionin (SAME)

SAME byl rovreZz zkouSen v &¢ nemocnych s cholestatickymi onem&aimi,
piedevsim u cholestazyhotnych. Byl podavan v davce 750-1500 mg/den pkrdréebo
intravendzi. Byl prokazan jeho pozitivni efekt jak k& pruritu, tak pi ovliviovani
biochemickych paramdir Jeho fisobeni souvisi s antioxitkimi &inky a zlepSenim
membranoveé fluidity. Aplikace neni provazena z&¢gimi nezadoucimi dinky.
Nicmérg, jedna se spiSe o potravinovy dagdra WtSina autoll zaujima k jeho pouziti
velmi rezervovany postoj (Matek, 2007).

1.5.5.5 Bezafibrat

Bezafibrat je agonistou PPARreceptoil a zvysuje tak expresi MDR3 transportéru
na kanalikularni membréna tim i exkreci fosfolipid do Zlwe. ZvySena tvorba micel
s hydrofébnimi Zlgovymi kyselinami niZze vysetlit terapeuticky vyznamny dinek

u pacient s primarni biliarni cirh6zou a dalSimi chronickynenemocgnimi jater.
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O vyznamu tohoto IBva swd¢i také sniZzend plazmaticka koncentrace ALP, GMT
a Zlwovych kyselin (Nakamutat al, 2010).

1.5.5.6 Ovlivnéni nuklearnich receptoni CAR, PXR a FXR v l&bé cholestatickych

onemocréni

PredevSim v této oblasti je moznaekavat v brzké dab velky pokrok. Jako
nejperspektiviiSi se jevi vyuziti agonistFXR receptoru (Claudedt al, 2004; Kuiperset
al, 2004). FXR reguluje expresi transportnich prateia enzyni zapojenych do
metabolizmu Zlgovych kyselin a aktivace tohoto receptoru se piiojeyznamnym
protizaretlivym Gcinkem. Protoze FXR ovliwje také aktivitu h¥zdicovych bugk,
piedpoklada se, Zze agonisté tohoto nuklearniho reaefity mohly byt vyuziti v 1&b¢
jaterni fibrozy (Fickertet al 2009). A vzhledem ktomu, Zefipcholestatickych
onemocgnich je exprese FXR v jatrech snizena, cofZendale umocnit vznikajici
poSkozeni, jevi se aktivace FXR jako terapeutickimv prinosna (Zollneret al, 2010).
Poznani centralni role receptoru FXR v patogenemrickych cholestaz vedlo Kipraw
velmi silnych ligand pro tento receptor, nap GW4064 (Liu et al 2003) a 6-
ethylchenodeoxycholové kyseliny (6-ECDCA) (Pellatiet al 2002). Podani¢thto
ligandi u experimentalni cholestazy potkama mysi ¥etré podvazu ZItovych cest,
cholestazy indukované ethinylestradiolem nebo kysal lithocholovou vedlo k Ustupu
symptonti cholestazy. Nicmeén aktivaci FXR se zvySuje tok iy coz mize byt
u cholestazy zjsobené Uplnou obstrukci Zwych cest zdrojem vistajiciho biliarniho

tlaku s naslednou rupturou Zawych kanalk a je zde tedy p&tba dalSich studii.

1.5.5.7 DalSi terapie

Pruritus je pro nemocné nejvice @&hijicim giznakem chronické cholestazy. Jeho
zmirréni je dosahovano tpdevSim podavanim UDCA nebo rifampicinu. a3rou
aspsnosti bylo zkouSeno podavani cholestyraminu, etdiminik nebo naloxonu
(opiatového antagonisty podavaného v infuzikityrefekt ma také sitelna terapie.

U nemocnych se steatoreou je ipban snizit obsah tuku v déetU chronickych
cholestaz je nutné sledovat protrombingag a hladinu vitamihA, D, E, K. Osteopordzu
u cholestatickych jaternich onemeéon je mozné modulovat peroralnim podavanim
nejmérk 1,5 g kalcia. Podava se rasnvitamin D v davce 50 000 jednotek 3krat de&nn
nebo 100 000 jednotek intramuskuk&rjednou mésicné. Je mozno zvazit i podavani
bifosfonati (alendronat) (Mareek, 2007).
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1.6 Statiny

Statiny (inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl koeyim A reduktazy) pedstavuji
ve formg LDL. Kombinace jejich hypolipidemickéhocinku s &inkem antioxidanim
a protizagtlivym z nich ¢ini velmi efektivni terapii kardiovaskularnich oneomni
spojenych s ateroskler6zou (Clearfigtl al, 2002; Rosensoet al, 2004). Rada studii
ovSem ukazuje, Ze jejich pozitivni efekt neni onmegeuze na vaskularni onemeénn ale
piiznivy vliv byl popsan rovéZ u nadorovych, zatlivych a degenerativnivh onemagn
(Gbelcoveet al, 2008). Tyto vlivy jsou davany do souvislosti $3di&i (&inky téchto I1&€iv,
které nejsou vazany na snizeni plazmatickych kdreeincholesterolu, tzv. pleiotropnimi
Gcinky statini. Jednotlivé latky z této skupiny jsou proti@gnetem intenzivniho vyzkumu
nékolika medicinskych obdr K zakladnim zastugien této skupiny pat simvastatin,

atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, rosuvastatjpravastatin.

1.6.1 Mechanizmus &inku

Statiny jsou kompetitivnimi inhibitory HMG-CoA relltazy, klcového enzymu
v syntéze cholesterolu, ktery katalyzujéemnu HMG-CoA na mevalonat. SniZzena
intracelularni koncentrace cholesterolu po podéating aktivuje SREBP-2, ktery reguluje
expresi gef zapojenych do homeostazy cholesteroléetmt LDL-receptoru. ZvySena
syntéza jaternich LDL-receptospolu s jejich redukovanou degradacisgbuje rychlejsi
odstraiovani LDL cholesterolu z @gbu (Paumellest al, 2007). Nekteré studie nazwiaiji,

Ze statiny mohou sniZzovat hladinu LDL také tim,ZiySuji eliminaci prekurzdr LDL
(VLDL a IDL) a snizuji jaterni produkci VLDL (Catteeoet al, 2004).

Statiny jsou rovi&Z agonisté nuklearniho receptoru PPARktery je zapojen do
regulace lipidového a gluk6zového metabolizmu aeyprimovan zejména v jatrech,
ledvinéch, srdci a svalové tkani. PPARAtvéri heterodimer s RXR; coZ umozni vazbu
na PPREs (peroxisome proliferator response elearesysi tak expresi cilovych gen
PPARe aktivuje uptake a katabolizmus mastnych kyselinagdednym poklesem
triacylgyceroti, stimuluje glukoneogenezi a zvySuje tvorbu apoAltim i HDL
lipoproteinu (Seet al, 2008).

Vzhledem k prokdzanémuimému vztahu mezi zvySenou hodnotou cholesterolu
vplazne a vyskytem ateroskler6zy s nasledujicim vznikemrdik&askularnich

komplikaci, jsou statiny vdneSni dob lékem prvni volby u pacieit
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s hypercholesterolémii. Vysoky et indikovanych paciefita ponmgrné dlouhd doba
klinického pouzivani stattnumoznily provedenfady rozsahlych klinickych studii, které
prokazaly jejich dobrou toleranci, relativni bezpest a pedevSim Ginnost, ktera se
projevila v podob vyznamného snizeni kardiovaskularni morbidity ataediby u pacieni

s hypercholesterolémiCeska, 2004).

1.6.2 Pleiotropni G¢inky statini

Preklinicky vyzkum za posledni roky také dokazal skatiny vykazuji v busgnych
systémech pleiotropni efekt, nebsvym pmisobenim na HMG-CoA reduktazu neinhibuji
pouze biosyntézu cholesterolu, ale i vznik dalSfdermediarnich produkttéto drahy,
nap. farnesylpyrofosfatu a geranylgeranylpyrofosfaflyto latky, ozn&ované jako
izoprenoidy, jsou nezbytné pro posttrageiaupravuiady proteifi (nag. malé GTP-
vazebné proteiny Ras a Rho) zapojenych do vnitrémjyrch signalnich drahutezitych
pro proliferaci, diferenciaci nebo migraci kikn(Svobodaet al, 2005). To pravébodobré
vys\wtluje priznivé pisobeni statih na stabilizaci aterosklerotickych plave velkych
tepnach a zlepSeni jejich baroreflexni aktivityy via systém renin-angiotenzin-aldosteron,
snizeni tonu sympatiku a zodpovida za jejichinKy protizargtlivé, antitromboticke,

antiapoptotické a antioxidai (Kdlbelet al, 2009).

1.6.3 Statiny v lécbé cholestazy

U pacientt s chronickym cholestatickym oneme@aim se ve velkém procentu
piipadi (75-95 %) vyskytuje hypercholesterolémie s vyraznyzestupem LDL, ktera
zvySuje riziko kardiovaskularni morbidity a mortgliiBalmer et al, 2008). Jako velmi
perspektivni se jevilo podatmto jedin@im hypolipidemika ze skupiny statiLongo et
al, 2001). Dlouhodobé podavani statihypercholesterolemickym paciént s primarni
biliarni cirh6zou (PBC) se ukazalo jako bespe a I€ba byla vSeobeendolre tolerovana
(Abu Rajabet al, 2010; Stojakoviet al, 2010). Vliv na jaterni onemoé&ni samotné nebyl
doposud v klinické studii jednozéa definovan. Stavajici data pochazeji z ojebjich
piipadi lécby nemocnych s PBC, kde séimpsnym ukazalo zejména podani zastupce
hydrofilnich statiri, pravastatinu. Jeho dlouhodobéa aplikace vedlarbangmu zlepsSeni
nejen biochemickych, ale i histologickych parametholestatického poskozeni jater
a k poklesu plazmatickych koncentracicduych kyselin s naslednym zmémim pruritu

a snizenému vyskytu xantdnKuriharaet al, 1993).
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Preklinické studie prokazalyignivy vliv statimi nejen na metabolizmus lipidale
také na dalSi zemy souvisejici s cholestatickym onem&eim. Riznivy vliv rosuvastatinu
(Awad et al, 2010), simvastatinu (Dolet al, 2009) a fluvastatinu (Demirbileit al, 2007)
se projevil zejména zmignim oxid&niho stresu a zdétlivych zmén. Nicmér,
mechanizmus j§sobeni statith u cholestatickych onemoémi jater neni dosud objasm
a tato slibn& terapeuticka alternativa vyZzadujg&idhlstudii.
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2 CILE PRACE

Cilem pedkladané prace bylo zhodnotit vyznam pravastatipoevenci rozvoje

jaterniho poskozeni u potkiais navozenou chronickou obstuk cholestazou. Pozornost

byla zangiena gedevsim na studium vlivu pravastatinu na:

cholestatické jaterni poSkozeni za pouziti stamdahd mikroskopickych

a biochemickych technik,

paracelularni permeabilitu hematobiliarni bariéry a z pouziti

L rhamndzo/melibiézového permeabilitniho testu,
expresi enzymovych a transportnich mechafbizaapojenych do eliminace
fyziologickych anio (Zlucovych kyselin a bilirubinu), které se viihu

cholestazy v organizmu kumuluiji,

zmeény enzymovych a transportnich mechanizrmapojenych do homeostazy

cholesterolu v pib¢hu chronické obstruki cholestazy,

zmeny enzymovych a transportnich mechanizrapojenych do homeostazy Zeleza

v pribéhu obstrukce Zkovych cest.
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3 METODY

3.1 Chemikalie

Sodnéa 8l pravastatinu byla ziskana ze Sigma-Aldrich (Stuis, MO, USA).
Primérni, kraki a mysi, polyklondlni protilatky byly ziskany oig&a-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), Abcam (Cambridge, MA, USA) a Millipore {rica, MA, USA) (tabulka 2).
Sekundarni protilatky zdané Kenovou peroxidazou (o protilatka proti mySimu 1gG
a osli protilatka proti kraimu IgG) byly ziskany z GE Healthcare (Prak®). Dalsi
chemikdlie a provozni material byly zakoupeny ogn&i-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
a Bio-Rad Laboratories (Herkules, CA, USA).

3.2 Pokusna zvfata

Ve studii byli pouziti potkani kmene Wistar (SPFRylab, PrahaCeska republika)
o vychozi hmotnosti 280-320 g. Zafa byla ustdjena v Centralnim vivariu Liddeé
fakulty v Hradci Kralové (klimatizované prostoryepiota vzduchu 20-24°C, vihkost
30-70 %, s¥telny rezim 12 hod tma + 12 hodéte, 12 vymeén kubatury mistnosti za
1 hodinu), kde byla umista v PVC klecich nartdwnych prachuprostych hoblinach.
Zvitata n¢la volny gristup k vod a krmivu. VSechny experimenty byly schvéaleny atick
komisi Lékdiské fakulty v Hradci Kralové a provedeny v souladookyny uvedenymi ve
vyhlascec. 207/2004 Sb., o ochrénchovu a vyuZziti pokusnych Zai.
Potkani byli rozdleni do @ti skupin (n=6 v kazdé skupih
= Sh (kontrolni skupina ,sham-operovanych” fati s aplikaci fyziologického
roztoku)
» Sh-P5 (kontrolni skupina ,sham-operovanych”tatis aplikaci pravastatinu
v davce 5 mg/kg)
= BDO (zvitata s obstrukci ztiovodu a aplikaci fyziologického roztoku)
= BDO-P5 (zvfata s obstrukci zbovodu a aplikaci pravastatinu v davce
5 mg/kg)
= BDO-P1 (zviata s obstrukci zbovodu a aplikaci pravastatinu v davce
1 mg/kg)
Davka pravastatinu 1 mg/kg byla odvozena z maximdémni doporéené davky

léciva v Klinické praxi, kter&ini 80 mg. Pro naSi studii jsme zvolili také dawku vyssi,
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5 mg/kg, ve které jsou obvykle statiny aplikovanypodobném typu studii. Roztok
pravastatinu byl aplikovan 1x dehnntraperitonealéy po dobu 7 dni, ixXemz prvni
aplikace byla uskute¢na 2 hodiny po operaci.

3.3 In vivo studie

Podstatou studie byh vivo experiment za pouZiti laboratornich potikan kterych
bylo navozeno cholestatické poSkozeni jater obstrdiéctus choledochusnplantovanou
zaslepenou sondou, ktera byla vyvedena do podkoiilstny. Za stejnych podminek
byla provedena také kontrolni skupina favi ktera prodala pouze ,sham“ operaci
(oteweni isSni dutiny s manipulaci Zzsovodu) bez obstrukce. Vigschu operace byla
zvirata v celkové anestézii indukované jednorazovymapod pentobarbitalu v davce 50
mg/kg i.p. Potkaim ve skupig Sh-P5, BDO-P5 a BDO-P1 byl podavan pravastatin po
dobu 7 dni, potkaim ve skupig Sh a BDO pouze fyziologicky roztok.

In vivo kinetickd studie byla provedena 7 dni po operRatkarim v celkovée
anestézii byl zakanylovan Zovod (zviata po ,sham* operaci) nebo uveéin podvaz
(zvirata po obstrukci Zitovodu). Kazdému zigti byla poté zakanylovana. carotis
a maovy meéchyt pro skir krve a mai, kanylacev. jugularisumoznila podani melibiozy
a rhamnozy (v davce 100 mg/kg) a kontinualni aglikgziologického roztoku (2 ml/hod)
pro suplementaci ztrat tekutin a udrzeni tokwend/ pribchu 180 minut byly odebirany
vzorky krve (0,3 ml) v intervalech 4‘, 10, 30, 60QL.20" a 180 (exsanguiriai odker),
plazma byla ziskana naslednou centrifugaci (50@mgin., 4°C). M¢ a ZI& byla sbirdna
v intervalech 0-30‘, 30-60‘, 60-90°, 90-120°, 1264 a 150-180°‘. Po uplynuti 180 minut
byla narkotizovana zidta usmrcena exsanguémndm odtErem z WisSni aorty. Okamz# po
usmrceni byla vyjmuta jatra pro nasledné histokgieySeteni a analyzy exprese. Vzorky

plazmy, mai a zZIwi byly do doby analyzy uchovavanyip-80°C.

3.4 Analytické metody

= Koncentrace melibiozy a rhamnézy byla ve vzorcitdzmpy a Zldi stanovena
metodou HPLC Ing. Ldikem SiSperou, CSc. na Ustavu @ biochemie
Lékarské fakulty v Hradci Kralové (Tomsikt al, 2008). Biochemické vySeni
plazmy bylo provedeno naiiptroji Cobas Integfa 800 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Nmecko) dle pokyi vyrobce ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové

(Ustav klinické biochemie a diagnostiky).
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Koncentrace cholesterolu ve &lubyla stanovena za pouziti konmetho kitu
CHOLESTEROL LIQUID 500 od firmy PLIVA-Lachema Diagstika s.r.o.,
k vlastnimu ngteni byl pouzit UV-VIS SPEKTROFOTOMETR PharmaSpec-UV
1700 (Schimadzu, Japonsko). Ke vzorkwz(60 pl) byl pridan 1 ml snisi hexan-
isopropanol (3:2), vzorek byl 20 minut pfgpavan a nasledncentrifugovan
(10 minut, 3000 otfek, 4°C). Supernatant (7Q@) byl odp&en v koncentratoru
(45°C, 15 minut). K odparku bylfglan 1 ml reagencie z kitu firmy PLIVA-
Lachema a po promichani byla &ena absorbanc&ib00 nm.

Obsah cholesterolu a triacylglyceiolv jatrech byly stanoveny za pouZiti
komeknich kiti CHOLESTEROL LIQUID 500 a TRIACYLGLYCEROLY
LIQUID 250 S od firmy PLIVA-Lachema Diagnostika .., k vlastnimu r&eni
byl opit pouzit UV-VIS SPEKTROFOTOMETR PharmaSpec UV-1700
(Schimadzu, Japonsko). 1 g jater byl zhomogenizoxédd ml destilované vody.
K 1 ml homogenatu bylofdno 5 ml methanolu a 10 ml chloroformu. &niyla

v uzawené zkumavce ponechanaé @ °C do druhého dne (min. 6 hodin). Po
uplynuti stanovené doby bylo ke &npiidano 6 ml KHPQ,, obsah zkumavky byl
promichan a ponechan v chladu 24 hodin. Po ceg#ifiu(3000 g, 10 minut, 4 °C)
byla odstragna horni frakce a ze spodni frakce bylo odpipetotaml pro
stanoveni triacylglyceral (po odp&eni bylo ke vzorku fdano 100 pl
isopropanolu, vzorek byl promichan a po uplynuti bfinut byl obsah
triacylglycerofi stanoven dle navodu kitu) a 200 ul pro stanovanlesterolu (po
odpdeni bylo ke vzorku fidano ¢inidlo z kitu a obsah cholesterolu byl dale
stanoven dle navodu kitu). Stanoveni bylo proveddgo Martinou Slangvou ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové (Klinika geroltgicka a metabolicka).
Koncentrace Zkovych kyselin v plazr byla stanovena spektrofotometricky za
pouziti komegniho kitu (Diazyme, Poway, USA). Do plastové zkukawbylo
napipetovano 81l temperované reagencie R1 (37°C)i@gno 12ul vzorku. Po

3 minutach bylo do zkumavkyidano 270ul reagencie R2, s¢s byla promichana
a okamzi¢ byla zmeétena absorbance. Koncentracecakych kyselin ve ZI& byla
stanovena stejnym #pobem s tim rozdilem, Ze vzorky musely byt pro gso

koncentraci Zltovych kyselin needény 100x vodou.
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= Koncentrace Zeleza v jatrech byla stanovena atomalmsorpni spektrometrii
(Unicam, Solaar 959, U.K.) ve Fakultni nemocnidinadci Kralové PharmDr.
Magdalenou Holékovou (Ustav klinické biochemie a diagnostiky).

= Koncentrace pravastatinu a jeho laktonu ve vzorpiahmy a meéi byla stanovena
pomoci ultra dginné kapalinové chromatografie s hmotngsspektrometrickou
detekci. Vzorky byly zpracovany mikroextrakci ndndu fazi pomoci stkacky
(MEPS — microextraction by packed sorbent), které@dZnila pouZiti velmi malych
objemi vzorki. Stanoveni bylo provedeno na katedanalytické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Mgr. Hanouckbvou a PharmDr.

Lucii Novéakovou, Ph.D.

3.5 RT-PCR

Analyzy genové exprese byly provedeny metodou gRRF pouzitim Applied
Biosystems 7500 HT Fast Real-Time PCR systému ¢Fdsity, USA) (Brcakoveet al,
2009). RNA byla ze vzoik jaterni tk&® izolovdna za pouZiti TRI reagentu (Sigma-
Aldrich) a nasledé piepsana do cDNA pomoci High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kitu (Applied Biosystems). Do reakgeobihajici v triplikatech bylo
pipetovano 30 ng cDNA. Cilena amplifikace templéRNA probkshla za pouziti TagMéh
Fast Universal PCR Master Mixu a Tag-MaBene Expression Assay mixu pro dany gen
(tabulka 1) ziskanych od Applied Biosystems, HMGACreduktaza byla ziskana od
Generi-Biotech Ceské republika). Jako endogenni kontrola byl po@APDH. V gipad
exprese feritinu, feroportinu, hepcidinu a transi@vého receptoru 1 a 2 byly pouzity dva
referegni geny, GAPDH (4352338E, Applied Biosystems, Fofliy, USA), a Ywhaz
(r'Ywhaz_Q1, GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec Kralo@&). Pouzity teplotni profil byl:
95°C po dobu 20 s, 40 cykl95°C po dobu 3 s, 60°C po dobu 30 s.

Relativni kvantifikace genové exprese

Relativni kvantifikace zji€uje zmeény v mnozstvi mRNA witého genu ve skup#wvzorka

a vyjaduje ji jako relativni porsr k mnozstvi mRNA vnini kontroly. Tento referemi
gen je casto tzv. housekeepinggen, jehoZz cDNA je amplifikovdna spoig se
stanovovanym genem. Pro stanoveni koeficientu stzomny exprese R byla pouZita
Pfafflova metoda berouci v potaz mozny rozdil mezhlosti—efektivitou amplifikace
u jednotlivych gefi. Pro vypdet je tedy nezbytné stanovit efektivitu amplifikapeo
kazdy gen.
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Tyto se uéi ze sndrnice kalibr&ni kiivky pomoci vzorce:
— 1/snernice
E=10 !

Vypocet pontru mnozstvi cilového genu ku refetaimu genu se proved! dle vzorce:

ACt (kontrola-vzorek)
E target

target
R=

ACt _ (kontrola-vzorek)
E housekeeping
housekeeping

kde Barget @ BnousekeepingSOU hodnoty efektivity wené ze swrnice kalibr&ni kiivky pro
kazdy genACt target @ ACt housekeepingSOU rozdily ¢ hodnot (threshold cycle-fluorescen

prah) mezi kontrolnimi a zkouSsenymi vzorky pro kapen.

Tabulka 1: Seznam pouzitych gefi

Gen ID genu
Abcal Rn00710172_ml
Abcg5 Rn00587092_ml
Abcg8 Rn00590367_ml
Acat2 Rn00596636_ml

Bcrp Rn00710585_ml

Bsep Rn00582179_ml

CAR Rn00576085_ml

Cyp3a2 Rn00756461_ml
Cyp7al Rn00564065_ml
Cyp8b1 Rn00579921_ml
Feritin Rn00821071_ml
Feroportin Rn00391197_ml
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FXR

Hepcidin

HMG-CoA red.

HNFla
LDLr
LRH-1
LXR
Mdrla
Mdrlb
Mdr2
Mrp2
Mrp3
Mrp4
Ntcp
Oatplal
Oatpla4d
PPAR«
PXR
SHP
Sr-bl

SREBP-2

Transferin receptor 1

Transferin receptor 2

Ugtlal

Rn00572658_ml

RN00584987_ml

rHmgcr_Q2(FAM)

RN00562020_ml
RN00598442_ml
Rn00572649 _ml
Rn00581185_ml
Rn00591394 ml
Rn00561753_ml
Rn00562185_ml
RN00563231_ml
Rn00589786_ml
Rn01465702_ml
Rn00566894_ml
Rn00755148_ml
Rn00756233_ml
Rn00566193_ml
Rn00583887_ml
Rn00589173_ml
Rn00580588_ml
Rn01502638_ml
Rn01474701_ml
Rn01481694 _ml

RnN00754947_ml
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3.6 Western blot

Jatra nebo slezina (200 mg) byly homogenizovany mllvychlazeného pufru
(25 mM TRIS.HCI (pH=7,6), 0,1 % (w/w) TRITON-X) oakujicim 0,5ug/ml leupeptinu
a 50ug/ml benzamidinu za pouziti homogenizatoru MagNAséry (Roche Diagnostics
GmbH, Nemecko) 2 x 15 sijp 6500 rpm. Supernatant byl ziskan centrifugadkarigch
homogenat (3000 g, 4°C, 10 min). Pro stanoveni exprese feainsi byla pouZzita plazma.
Nuklearni frakce pro stanoveni exprese pSTAT3 bigkana homogenizaci jater (200 mg)
v Ripa pufru obsahujicim inhibitory proteaz apruotjnieupeptin a benzamidin za pouZiti
MagNA Lyseru (2 x 15 sip6500 rpm). Pelety ziskané prvni centrifugaci (@) 4°C,
10 minut) byly resuspendovany v pufru obsahujicOm® HEPES (pH=7,4), 0,1M KClI,
3mM MgChL, 1ImM EDTA, 10 % glycerol a inhibitory proteaz zauygiti ultrazvuku.
Supernatant byl ziskan druhou centrifugaci (17§00 C, 20 minut).

Koncentrace celkového proteinu byla stanovena BCétodou (BCA Protein
Assay kit, Pierce, Rockford, IL, USA) a vzorky byljoZeny pi —80°C.

Homogenaty, nuklearni frakcefipadré plazma (10Qug proteinu na jamku) byly
separovany v SDS-PAGE polyakrylamidovém gelu o kotraci 6,25 % (transferin,
pSTAT3), 7,50 % (TfR1, TfR2, DMT-1), 10 % (HO-1, R@, aSMA, hepcidin, feritin
a IL-6) a 15 % (TGB).

Poté byly proteiny feneseny na nitrocelul6zovou membranu (GE Healthcare
Praha, CR). Zbyla vazebna kapacita membrany byla blokovéakoglobuliny v 5%
roztoku odtdnéného miléka v TRIS pufru (0,05 % Tween 20) (TBST) gubu jedné
hodiny.

Membrany byly inkubovany s primarni protilatkou gmbu jedné hodiny (vifpack
a-SMA byla nutna inkubacetes noc) v koncentracich, které uvadi tabulka 2vyroyti
membrany v roztoku TBST néasledovala inkubace searsideni protilatkou afi po dobu
jedné hodiny. Po vymyti membrany v TBST byla provesl detekce fméanim
chemiluminiscetniho c¢inidla (ECL kit, Amerham-Pharmacia,Buckinghamshikéglka
Britanie). Obraz ziskany expozici filmu (Hyperfilm, Amerham-Pharmacia,

Buckinghamshire, Velka Britanie) byl dale analyzovfo naskenovani do gitece
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(ScanMaker i900, UMAX, PrahaCR) s naslednou kvantifikaci za pouZiti softwaru
QuantityOne (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CAyyaledné pruhy byly porovnavany
a vyhodnoceny denzitometricky. Jako endogenni ktatyyl stanoven RR-aktin.

Tabulka 2: Seznam pouzitych protilatek

Antigen Dodavatel  Cislo produktu Redéni PP Redéni SP
HO-1 Sigma Aldrich SLO8122 1:1000 1:2000 (anti-rigbb
a-SMA Sigma Aldrich  SAB2500963 1:1000 1:2500 (araag
TGF Millipore MAB1032 1:500 1:1000 (anti-mouse)
Transferin Abcam ab8241 1:10 000 1:10 000 (antitab
IL-6 Abcam abh6672 1:1000 1:2000 (anti-rabbit)
PCNA Abcam ab29 1:5000 1:8000 (anti-mouse)
Feroportin Abcam ab58695 1:1000 1:2000 (anti-rabbit
pSTAT3 Abcam ab32143 1:1000 1:2000 (anti-rabbit)
Feritin Abcam ab69090 1:2000 1:4000 (anti-rabbit)
Hepcidin Abcam ab30760 1:1000 1:2000 (anti-rabbit)
DMT-1 Abcam ab55812 1:1000 1:2000 (anti-rabbit)
TfR1 Abcam ab1086 1:1000 1:2000 (anti-mouse)
TfR2 Abcam ab84287 1:1000 1:2000 (anti-rabbit)
B-aktin Sigma Aldrich A5316 1:5000 1:8000 (anti-meus

PP — primarni protilatka, SP — sekundarni protiatk

3.7 Histologické vySefeni jater

Jatra byla odebrana bezptestt po usmrceni zvéte a fixovana v 10% roztoku
formalinu. Histologické preparaty jaterni tkarbyly obarveny hematoxylin-eosinem
a hodnoceny prof. MUDr. Jaroslavem Mokrym, Ph.Dmpoi s¥telné mikroskopie

(Ustav histologie a embryologie Lék#ké fakulty v Hradci Kralové).
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3.8 Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjageny jako pimér + SEM (n=6 v kazdé skupih Statistické
hodnoceni experimentalnich dat bylo provedeno jktorovou ANOVOU a Tukey post
hoc testem, fipadré neparovym t-testem za pouziti GraphPad Prism &fivare (San

Diego, Kalifornie). Za statisticky signifikantni laypovazovana hodnota,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Hodnoceni celkoveé toxicity

4.1.1 Mortalita

Celkova mortalita zaznamenana v nasi sttidila 19 %. Nej¥tSi mérou se na této
hodnot podilela skupina BDO-P5, tedy skupina favi s podvazem Zbéovodu
a aplikovanou davkou pravastatinu 5 mg/kg, kdetbgru sedmidenni periody uhynulo
6 zvitat ze 14. Nejastjsi pricinou Uhynu byla pitvou zji8h& biliarni peritonitida, ktera
vznikla nasledkem ruptury cysty vytiené v pahylu choledochu. V kontrolnich skupinach
k uhynu nedoslo, ve skupinach BDO a BDO-P1 uhympaigednom zwieti. Kiivky preziti

v jednotlivych skupinach znazasje graf 1.

Graf 1: Kaplan-Meierova k¥ivka preZiti zvirat
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Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat/ibez 1éby; BDO, potkani s obstrukci dlavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinudvcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zluéovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/dDO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).
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4.1.2 Zmény télesné hmotnosti

Hodnoty hmotnosti ziskandgvaZzovanim zvat v pravidelnou denni dobu ukazaly,
Ze potkani v experimentalnich skupindch BDO-P5 aOBBL gibyvali na hmotnosti
v pribéhu studie nejmén(graf 2), a to v porovnani jak s kontrolnimi skugoni, tak se
skupinou BDO. Nicmé¥ ve skupig BDO-P1 byl od 4. dne studie pozorovan plynuly
vzestup hmotnosti potkéanzatimco ve skupihBDO-P5 byla od 4. — 5. dne pozorovana

v prirastku hmotnosti postupna stagnace.

Graf 2: T élesna hmotnost zufat v priabéhu studie
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako pamér + S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat/ibez 1éby; BDO, potkani s obstrukci alavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinuavcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zluéovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@&DO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

4.1.3 Zmény hmotnosti jater

Po provedeni kinetickén vivo studie 7. den po operaci byla bezpfedt® po
usmrceni zvat vykrvenim v celkové anestézii vyjmuta jatra,rétéyla zvazena (graf 3)
a neprodleé zamraZzena v tekutém dusiku. Hmotnost jater vztaZecelkové hmotnosti
potkana byla signifikanth zvySena u skupiny BDO na 142 %<(p05) v porovnani
s kontrolni skupinou Sh. Hmotnost jater byla vyznamavySena také u dalSich dvou

experimentalnich skupin s aplikovanym pravastatiiéd®©-P5 a BDO-P1 a to na 167 %
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(p<0,00) a 147 % (g0,01) v porovnani s Sh. Oproti skupiBDO nebyly pozorované
zmeny statisticky signifikantni, nicménve skupig BDO-P5 byla hmotnost jater zvySena
o dalSich 18 %. Rozdil mezi BDO a BDO-P1 byl ik@k zanedbatelny (3 %).
Pravd@podobnou ficinou zvySené hmotnosti jater jsou proliferativnfitzrotické zneny

jaterni tkag (obrazek 15 a graf 4).

Graf 3: Hmotnost jater potkanii
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako pamér + S.E.M, n = 6.
Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat/ibez 1éby; BDO, potkani s obstrukci alavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinudvcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci

Zluéovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@&DO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci

pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.
Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

4.2 Histologické vySefeni jater

Vzorek odebrany igd zamrazenim jater byl podroben histologické aalktera
u kontrolnich sham-operovanych #ati neprokazala zadné &ny v architektiie jaterni
tkdré. U BDO zviat byla pozorovana vyraznd proliferace ¢bwodi se zétSenymi
periportalnimi prostory a roz&nymi Zlwovymi kanalky. V histologickych preparatech
byla dale nalezena pimajici fibroticka pestavba jaterni tk&na ojedile také tukova
degenerace hepatodyPopsané zimy jsou ve skupiedBDO-P5 vyrazgyjsi v porovnani se
skupinou BDO, zatimco ve skugirs davkou pravastatinu 1 mg/kg byly proliferativni
a fibrotické zn&¢ny snizené v porovnani s BDO i BDO-P5 skupinamg, potvrzuje také

exprese PCNA a-SMA (graf 4). Histologické nalezy jsou demonstnoy&a obrazku 15.
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Obrazek 15: Histologické vySeteni jater
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4.3 Exprese indikatora proliferace a fibrogeneze

Exprese PCNA stanovend v jatrech metodou Westetnblgla vyznama zvySena
u v8ech skupin zvat, které prodaly podvaz zldgovodu (graf 4b). Ve skupéinBDO-P1
byl ale pozorovan vyznamny pokles o 31 %@®1) v expresi tohoto prolifetaiho
indikatoru oproti BDO skupih Obdobné zrmy nastaly také v expresi indikétoru
fibrogenezea-SMA, jehoZ exprese byla statisticky vyznaimzvySena pouze u skupin
BDO a BDO-P5, nikoliv u skupiny BDO-P1, v porovnée skupinou kontrolni (graf 4a).
Exprese HO-1 v jatrech byla vyznaénzvySena nejen ve skugiDO na 110 % ale také
ve skupir BDO-P5 na 130 % v porovnani se skupinou Sh. Ndir@d skupiny s vyssi
aplikovanou davkou pravastatinu byl ve sképBDO-P1 zaznamenam v expresi HO-1
statisticky vyznamny pokles oproti BDO i BDO-P5 dfydc). Exprese TGB- zustala
neznénéna.
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Graf 4: Exprese vybranych indikatori proliferace (PCNA), fibrogeneze ¢-SMA, TGF-B) a HO-1
v jatrech na Urovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmgr + S.E.M, n = 6).

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat/ibez 1éby; BDO, potkani s obstrukci alavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinuavcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zlucovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/dDO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO (p < 0,05;" p< 0,01;"" p < 0,001).
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4.4 Biochemické vySefeni plazmy

Ziskané vysledky biochemického vy&eti shrnuje tabulka 3.{#inou ikteru
pozorovaného u BDO z&t byla zvySena plazmaticka koncentrace bilirubinu
a konjugovaného bilirubinu. Mezi dalSi &ny, typické pro obstrulni cholestazu, p#la
zvySena koncentrace Zmwvych kyselin a hypercholesterolémie. Aplikace vydavky
pravastatinu nezmirnila biliarni obstrukci navozermény vybranych biochemickych
parametii, naopak koncentrace bilirubinu a &bwych kyselin byla je$t zvySena.
Prekvapivé zmny byly ale pozorovany ve skugirBDO-P1, kde byla oproti neléné
BDO skupit vyznamr snizena koncentrace celkového bilirubinu, konjag@ho
bilirubinu i Zluwovych kyselin. U vSech zkdt s obstrukci ZRovodu byla statisticky

vyznamm zvySena koncentrace Zeleza v plazm

Tabulka 3: Biochemické vySeteni plazmy

Sh BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
Celkovy bilirubin @M) [ 2,7+0,3 | 54+43> | 35+173 67 12 | 28+ 4,07
Konjug. bilirubin @M) 200 25 + 3,8* <0, 40+ 9=+" | 12+21"
Celkovy protein (g/l) 44 +0,9 48 +1,2 44 + 2,2 41,4 50+1,2
Albumin (g/l) 27+£04 29+1,0 26+14 25+ 1,6 820,6
Cholesterol (mM) 1,1+0,1 2,1+0:2 1,2+0,1 22+0,3 | 2,1+0,1*
Triglyceridy (mM) 1,3+£0,5 0,7+0,1 0,8+0,2 8,1 0,6+0,1
LDL cholesterol (mM)| 0,2+0,02| 0,8+0% | 0,1+0,02 0,601 | 0,8 0,1
HDL cholesterol (mM)| 0,8 £0,1 1,2+0,2 09+0,1 0,7 £0,2 1,1+0,
Zelezo(uM) 98+11 | 29+32* | 76+05 20+2,0 | 28+ 3,8
TBA (uM) 75+08 | 18+3,4* | 98+12 | 34+£906 | 1122

Hodnoty jsou vyjateny jako ptimeér + S.E.M (n = 6)% pod mezi detekce.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiavibez Iéby; BDO, potkani s obstrukci Zlavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinudvcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zluéovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@&DO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den; TBA, celkov&aué kyseliny.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*( < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO "(p < 0,05;"" p< 0,01;"" p< 0,001).
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4.5 Metabolizmus Zlwovych kyselin

4.5.1 Tok zluéi

Tok Zlwi a biliarni exkrece Zzkovych kyselin jsou znazogné v grafu 5.
V pribéhu kinetické studie byly v pravidelnych intervalesbirany vzorky ZI&i. Do
vypocta toku ZIwi a biliarni exkrece Zkovych kyselin byly pouzity vzorky z prvniho
intervalu (0-30%), které nejlépe koresponduji samenym patofyziologickym stavem. Po
rozvolréni podvazu a zfichodréni Zluwovych cest byl pozorovan vyznammysSsi tok
Zluce u BDO a BDO-P1 skupin v porovnani s Sh. Ve skupinO-P5 byl tok Zlde oproti
nel&ené BDO skupi& snizen v dsledku potlaené exprese kanalikularnich transportnich
proteini Bsep a Mrp2 (viz. tabulka 4). Snizena exprese Bgsgtluje nejen snizeny tok
Zluce ve skupid BDO-P5, ale také sniZzenou biliarni exkreci aéss@ zvySenou

plazmatickou koncentraci zlavych kyselin (viz. tabulka 3).

Graf 5: Tok Zluéi a biliarni exkrece Zlu€ovych kyselin stanovené v intervalu 0-30 minut
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Hodnoty jsou vyjateny jako pémér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiavibez Iéby; BDO, potkani s obstrukci Zlavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinudvcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zlucovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/dDO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p<0,01;""" p < 0,001).
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4.5.2 Exprese gemi zapojenych do homeostazy ztiovych kyselin

Hodnoty exprese vybranych markemvlivaujicich metabolizmus Zéovych
kyselin a bilirubinu u sham-operovanych potkam potkaii s podvazem Zitovodu jsou
zaznamenany v tabulce 4.

Exprese gein zapojenych do homeostazy &wych kyselin a bilirubinu byly
stanoveny ve vzorcich jater na arovni mRNA meto@®IuPCR. Ve skupit BDO byla
shizena exprese bazolateralnich transportnichipéioidicp a Oatplal zodpovidajicich za
vychytavani Zldovych kyselin z portalni krve do hepatocytu. U olbigini cholestazy
dochéazi také k poklesu exprese Bsep a Mrp2, kiajig’'aji transport Zlgovych kyselin
a bilirubinu ges kanalikularni membranu do &u V nasi studii nebyly zény v expresi
Bsep a Mrp2 transportnich prot@instatisticky vyznamné, coZz je praypbdobr
zpiusobeno kratkou dobou trvani podvazu, nicenemasich vysledk je patrny trend
poklesu v expresi zménych proteii. DalSim, pro obstruii cholestazu typickym,
nalezem byla zvySena exprese Mdrlb na kanalikul@ernbrag hepatocytu a Mrp3 na
membrag bazolateralni.

Ve skupirt BDO-P5 byla snizena exprese Mrp2 na 50 %0(pl), coz bylo
statisticky vyznamné v porovnani jak s kontrolnugkou, tak se skupinou ne&nych
podvazanych zvat. Snizené byla také exprese druhého, pro tranZhg@ovych kyselin
nezbytného, proteinu lokalizovaného na kanalikilanmembras —Bsep, jehoZz exprese
poklesla v této skupihna 67 % (g0,05) v porovnani s Sh.

Také ve skupi®é s nizsi aplikovanou davkou pravastatinu byl zazamn pokles
exprese Mrp2 na 50 %<€p,05) v porovnani s Sh, ale exprese Bsep byla mayga 110 %
(p<0,05), coz nize vyswitlit vySSi tok ZIwi a biliarni exkreci zlgovych kyselin ve skupth
BDO-P1 porovname-li ji se skupinou BDO-P5.

Zvysena exprese Cyp7al ve skupBDO byla aplikaci pravastatinu snizena vice
nez o400 % (90,05). Vyznami sniZzena byla ve skupinach BDO-P5 a BDO-P1 také
exprese enzymCyp8b1l a Cyp3a2 v porovnani s Sh a Ugtlal v pa@mive BDO.

Nemér zajimave byly zriny u kontrolnich zvat, kterym byl podan pravastatin
v davce 5 mg/kg. Zde pravastatin zvySil expresndpmrtnich protein Oatplad, Mrp2,
Bsep a Mrp4 v porovnani s Sh skupinou. Vzestup esqrbyl vtéto skupén dale
zaznamendén u Cyp7al, a to na 200 ¥©(@5) oproti skupi& Sh.

76



Tabulka 4: Exprese vybranych geii zapojenych do homeostazy ztiovych kyselin a bilirubinu

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
Mrp2 93+ 16 150 + 17 50 + 9x ' 50 + 12+ "
Mrp3 1800 + 240+ 110 +17 1600 + 396 | 2400 + 240
Mrp4 80 + 16 210 + 32 737 67 +8
Mdrila 120 + 23 110 £ 12 100 + 12 116 + 15
Mdr1b 5200 + 970* 780 + 420 8100 + 1900* | 5400 + 690+
Ntcp 40 + 9+ 110+ 9 39 + P 36 + 5
Bsep 78+6 230 + 38 67 + 8+ 110+ 7"
Oatplal 49 + & 130 + 12 35 + 3= 48 + 8+
Oatplad 57 11 440 + 60 48 + 6* 66 +9
Ugtlal 120+ 8 120 +10 77+8 66 + 11+
Cyp7al 920 + 196 200 * 36* 520 + 90* 430 + 80T
Cyp8b1 15 + 3 99 +9 12 + 4+ 7,0+ 10T
Cyp3a2 50 + 16* 100 + 20 15 + 4+ 22 + 5w

Hodnoty jsou vyjatkeny jako % kontroly (pmmér + S.E.M, n = 6).

BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikaavgstatinu v davce
5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukcicduodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@O-P5,

potkani s obstrukci ztiovodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.
Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).
Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05;"" p< 0,01;"" p < 0,001).
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4.6 Metabolizmus cholesterolu

4.6.1 Biliarni exkrece cholesterolu

Zvyseny tok zZlde u Sh-P5, BDO a BDO-P1 (graf 5) byl prapddobré piicinou
statisticky vyznam# zvySené biliarni exkrece cholesterolu (graf 6). Skepire BDO-P5
byla vyznam@ snizena exprese Bsep a Mrp2 kanalikularnich tabsigh proteif

(tabulka 4) ¢emuz také odpovida pokles tokudila tim i biliarni exkrece cholesterolu.

Graf 6: Biliarni exkrece (BE) cholesterolu

15-
*%
1
** *
= . I ——
S o 107 TI I
@ £
2E
C £ 5
LL
m
0_ T T I
¥ & 9 <)O'Q
S S

Hodnoty jsou vyjateny jako pémér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat/ibez 1éby; BDO, potkani s obstrukci alavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinuavcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zlucovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/dDO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;" p < 0,001).

4.6.2 Obsah cholesterolu a triglyceridi v jatrech

Obsah cholesterolu v jatrech byl zvySen pouze upisku BDO na 120 %
v porovnani se skupinou Sh. Obsah jaterniho chetgstu potkath s navozenou obstrukci
Zlucovych cest a saasré Iécenych pravastatinem se nelisil od kontrolni skupinifat.
Obsah triglycerid byl naproti tomu zvySen nejen u BDO, ale také uPSh BDO-P5
a BDO-P1, tedy ve vSech skupinach, kterym byl padgwavastatin (graf 7).
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Graf 7: Obsah cholesterolu a triglyceridi v jatrech
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Hodnoty jsou vyjateny jako pémér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiaivibez Iéby; BDO, potkani s obstrukci Zlavodu; Sh-P5,
potkani po sham operaci a aplikaci pravastatinuavcd 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukci
Zlucovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/dDO-P5, potkani s obstrukci Zovodu a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

4.6.3 Exprese getii zapojenych do homeostazy cholesterolu

Exprese vybranych géma urovni mRNA majicichidezitou tulohu v metabolizmu
cholesterolu jsou shrnuty vtabulce 5. K vyraznymmémam v expresi transportnich
proteimi u potkari ze skupiny BDO doSlo na kanalikularni i bazoldtdranembrag
hepatocyi. Na kanalikularni membrén byla sniZzena exprese Abcgb a Abcgs,
transportnich proteinzaji¥ujicich eflux cholesterolu do #la, na 10 % (¥0,001) a 12 %
(p<0,01) v porovnani s Sh. Exprese Mdr2 byla naopalseva na 190 % €0,05). Na
membrag bazolateralni byla nalezena zvySena exprese LDbépteru zajiujiciho
vychytavani LDL-cholesterolu do hepatocytu a sréZexprese Abcal na 37 %<(p001)

v porovnani s Sh. U BDO byla dale pozorovan vzesyprese HMG-CoA reduktazy,
enzymu kl¢ového pro syntézu cholesterolu. Pozorované&mymtak mohou vystlit
kumulaci cholesterolu v jatrech ve skupiBDO (graf 7). Aplikace zejména nizsi davky
pravastatinu potkam s podvazem Zzliovodu zfisobila pokles v expresi LDL-receptoru,
Acat2 a HMG-CoA reduktdzy a vzestup vexpresi AbcalMdr2 proteinu, coz
koresponduje se snizenym obsahem cholesterolueclgty porovnani s BDO.
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Tabulka 5: Exprese vybranych geii zapojenych do homeostazy cholesterolu

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
LDLr 140 + 11+ 180 + 28 100 + 12 93+12
Sr-bil 93 + 12 110 + 11 88 £ 12 94 +11
Abcal 37 + 5 130 + 19 66 + 11 74+14
Abcg5 10 + 20 96 + 29 11 + 4% 10 + 2%
Abcg8 12 + 2 120 + 29 19+86 12 + 4+
Mdr2 190 + 24 88+5 230 + 26 270 £ 20+ T
HMG-CoA red. 200 + 33 89 + 17 130 + 30 92+7
Acat2 110 + 20 92+12 53 £ ' 48 + 7w T

Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmgr + S.E.M, n = 6).

BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikaavgstatinu v davce
5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukciclvuodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@0-P5,
potkani s obstrukci ztiovodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;"" p < 0,001).

4.7 Metabolizmus zeleza

4.7.1 Koncentrace Zeleza v plazm

U vSech ti skupin s navozenou obstknk cholestdzou (BDO, BDO-P5 a BDO-P1)
byla namtena vyznam& zvySena plazmaticka koncentrace Zelesmamuz odpovidala
zvySena saturace transferinu a celkovd vazebnacikapdeleza (graf 8). Exprese
transferinu na Grovni proteinu byla snizena pouzekupigt BDO-P1 na 91 % (p=0,05)
v porovnani s Sh, v ostatnich skupinach nebyly presi transferinu pozorovany zadné

zmeny.
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Graf 8: Koncentrace Zeleza v plazré, exprese transferinu na dUrovni proteinu a jeho satrace
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Hodnoty koncentrace Zeleza v plagreaturace transferinu a celkova vazebna kapagitza jsou vyjaigny

jako pfimér £ S.E.M, n = 6. Exprese transferinu je vyj@ra jako % kontroly (fimér = S.E.M, n = 6).

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychrat;iBDO, potkani s obstrukci Zavodu; Sh-P5, potkani po
sham operaci a aplikaci pravastatinu v davce 5 gidéin; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci

pravastatinu v davce 1 mg/kg/den; BDO-P5, potkaobstrukci Zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce

5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).
Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;"" p < 0,001).
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4.7.2 Obsah Zeleza v jatrech

Ve vzorcich jater byla stanovena koncentrace Zedemasledé vypasitan obsah
Zeleza vztaZzeny na hmotnost celych jater. Konceatizeleza byla snizena ve skupin
BDO na 81 % (p=0,05) v porovnani s Sh. Aplikacevassatinu podvazanym potkian
dokazala tomuto poklesu koncentrace jaterniho def@edejit (graf 9a). Jestlize byla
koncentrace Zelezagpa:itana na hmotnost celych jater, byl pozorovan viimmavzestup
obsahu zeleza u skupin BDO-P5 a BDO-P1 na 140 ¥0,0%) a 130 % (¢0,05)

v porovnani s Sh (graf 9b). Vzestup jaterniho obsadleza byl statisticky vyznamny také

v porovnani se skupinou BDO.

Graf 9: Koncentrace Zeleza v jatrech pepcéitand na g jater (a) a obsah Zelezaippctitany na cela
jatra (b)
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako pamér + S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat;i BDO, potkani s obstrukci Zdavodu; Sh-P5, potkani po
sham operaci a aplikaci pravastatinu v davce 5 gigéin; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci
pravastatinu v davce 1 mg/kg/den; BDO-P5, potkaobstrukci Zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce
5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05;"" p< 0,01;"" p < 0,001).
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4.7.3 Exprese getia zapojenych do homeostazy zeleza

Hodnoty exprese gén ovliviiujicich metabolizmus Zeleza jsou zaznamenany
v tabulce 6. Exprese vybranych gemajicich dilezitou Ulohu v metabolizmu Zeleza byly
stanoveny na urovni mRNA metodou RT-PCR. ZvySenprese TfR1 zaji&ijiciho
vychytavani Zeleza do hepataityteritinu a feroportinu 1 ve skugirBDO byla po podani
pravastatinu ve skupinach BDO-P5 a BDO-P1 déle $avy. V dsledku podvazu
Zlucovodu klesla exprese hepcidinu na 37 %0(1), aplikaci pravastatinu v davce
1 mg/kg byla tato exprese u BDO-P1 zvySena o 18{p%0,01) oproti neléené BDO
skupirg, ¢imZ se prakticky rovnala hodriokontrolni skupiny Sh. Exprese transportniho
proteinu DMT-1 zodpovidajiciho na bazolateralni rbede za vychytavani Zeleza do
hepatocyt byla u BDO zvySena na 310 %<(@001) v porovnani s Sh. Exprese DMT-1
byla u podvazanych potkanvlivem podavaného pravastatinu vyznamavysena,
porovname-li ji s hodnotami exprese nalezenymipeeixnentalni skupinBDO.

Tabulka 6: Exprese vybranych gemi zapojenych do homeostazy zeleza

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
Feroportin 1 230 + 46 120 + 17 500 + 84+ ™ | 650 + 100~ """
Feritin 150 + 14 94 + 10 170 + 15 180 + 8+
TfR1 210 + 60 99 + 15 380 + 4t " 330 + 320 7
TfR2 110 + 20 100 + 16 140 + 28 170 +18

Hepcidin 37 £ 9+ 63 £ 11 76 £ 19 110 + 18
DMT-1 310 + 31+ 100 + 33 2500 + 760' | 1500 + 380+

Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmgr + S.E.M, n = 6).

BDO, potkani s obstrukci zZtovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikaavgstatinu v davce
5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukciclvuodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@0-P5,
potkani s obstrukci ztiovodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;""" p < 0,001).
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4.7.4 Exprese molekul zapojenych do homeostazy zeleza a@vni
proteinu

Abychom ziskali kompletnifpdstavu o zgnach v metabolizmu Zeleza vipghu
chronické obstrukni cholestazy affpadném vlivu pravastatinu a s@sré potvrdili nebo
vyvratili zmeény na arovni mRNA, byla stanovena exprese feritiguoportinu 1, TfR1,
TfR2, pSTAT3, DMT-1, hepcidinu a IL-6 v jatrech @HL v jatrech a ve slezima Grovni
proteinu metodou Western blot. ProtoZedchozi analyzy na arovni mRNA neodhalily
Zzadné zminy ve skupig Sh-P5 oproti kontrolni skupirSh (tabulka 6) a jako perspektivni
pro dalSi pouZiti u obstrdki cholestazy se jevila pouze niZ8i davka praviastdl mg/kg)
byly pro tyto &ely pouzity pouze vzorky ze skupin Sh, BDO a BDQO-P1

Exprese HO-1 v jatrech byla zvySena ve sk&O na 110 % v porovnani s Sh.
Ve skupirg BDO-P1 byl v porovnani s touto skupinou pozorovaxpresi tohoto proteinu
vyznamny pokles. Abychom tento efekt nizsi davkgvastatinu potvrdili, byla stanovena
exprese také ve slezinorganu s nejvyssi expresi HO-1. Exprese HO-1lezng byla
u BDO rovrez signifikantré zvySena na 130 % (p=0,05) v porovnani Sh. Ve skUupbDO-
P1 byla exprese HO-1 ve slezisnizena o 27 % (p=0,01) v porovnani s BDO.¢@yn

v expresi HO-1 ve slezérenazotuje graf 10.

Graf 10: Exprese HO-1 v jatrech (a) a ve slezih(b) na Urovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako % kontroly (pmmér + S.E.M, n = 6).

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat;yi BDO, potkani s obstrukci Zdovodu; BDO-P1, potkani
s obstrukci Zltovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*( < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;"" p < 0,001).
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Na urovni proteinu byla stanovena také exprese itiep; klicového regulatoru
homeostazy Zeleza, v plaZra jatrech. Ve skupinel&enych cholestatickych zt byla
exprese hepcidinu snizena v plaznjatrech na 34-39 % v porovnani seiatff po sham
operaci. Pravastatin zvySil mnoZzstvi hepcidinu Zjenv plazrg, a to o 73 % (p=0,05)

v porovnani s BDO. Zgmy v expresi tohoto proteinu jsou znazomyv grafu 11.

Graf 11: Obsah hepcidinu v plazné (a) a jatrech (b) na drovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmgr + S.E.M, n = 6).

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat;yi BDO, potkani s obstrukci Zdovodu; BDO-P1, potkani
s obstrukci Zltovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO "(p < 0,05;"" p < 0,01;"" p< 0,001).

Protoze jednim z hlavnich reguldigerodukce hepcidinu je IL-6, ktery vazbou na
komplex IL-6 receptoru a gpl30 outivje fosforylaci pSTAT3 a tim i expresi hepcidinu,
byl na Grovni proteinu stanoven také obsah jaterrdhplazmatického IL-6 (graf 12).
V nel&ené BDO skupit byla exprese IL-6 statisticky vyznagmzvySena v jatrech na
220 % (p=0,01) a v plaz¥ma 340 % (p=0,001) v porovnani s Sh. Naproti teaskupir
cholestatickych potkan Ié¢enych pravastatinem v davce 1 mg/kg byla expresé IL

snizena 0 72 % (p=0,01) v jatrech a 0 20 % v ptazmporovnani s BDO.
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Graf 12: Obsah IL-6 v jatrech (a) a plazn€ (b) na Urovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmgr + S.E.M, n = 6).
Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiatyi BDO, potkani s obstrukci Zavodu; BDO-P1, potkani

s obstrukci zlgovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den.
Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).
Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05;"" p< 0,01;"" p < 0,001).

Analyzy exprese na urovni proteinu déle odhalilyzvgmmi zvySenou expresi
feroportinu 1 ve skupih BDO na 160 % v porovnani s Sh (graf 13b). Po pbdan
pravastatinu cholestatickym potKen byla zvySena exprese nejen této efluxni pumpy
lokalizované na bazolaterdlni membfamepatocyid, nybrz i feritinu, pSTAT3, DMT-1
a obou transferinovych recepiofgraf 13). Vysledky studii exprese na arovni piraietak

potvrdily zmény na urovni mRNA ziskané metodou RT-PCR (tabulka 6
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Graf 13: Exprese molekul (feritinu, feroportinu, transferinovych receptofi, pSTAT3 a DMT-1)
zapojenych do homeostazy Zeleza na Urovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (gmgr + S.E.M, n = 6).

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiatyi BDO, potkani s obstrukci Zavodu; BDO-P1, potkani
s obstrukci zlgovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05;"" p< 0,01;"" p < 0,001).
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4.8 Exprese vybranych nuklearnich receptoti

Nezbytnym krokem pro pochopeni zékladnich regnitsh mechaniziin v pribéhu
chronické obstrukni cholestazy byla analyza exprese vybranych nukiela receptar
(tabulka 7) na darovni mMRNA metodou RT-PCR. Ve sk&pBDO byly pozorovany
podstatné zrny v expresi dvou nuklearnich recepto€CAR a SHP, jejichZ exprese byla
zvySena na 260 % €0,05) a 540 % (0,05) v porovnani s Sh. U BDO-P5 a BDO-P1
byla po aplikaci pravastatinu snizena exprese F®SRP, CAR, LRH-1, HNF-d
a SREBP-2 v porovnani s BDO.

V kontrolni skupig Sh-P5 byla statisticky vyznamrevySena exprese receptoru
CAR a to na 240 % (p=0,05) v porovnani s Sh, vesipdalSich, nami hodnocenych,

nuklearnich receptérbyl pozorovan pouze vzestupny trend.

Tabulka 7: Relativni exprese vybranych nuklearnichreceptori na Grovni mRNA

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
FXR 130 + 26 140 + 17 65 +9 51+6*'
PXR 110+ 15 140 + 21 76 £ 10 94 +14
CAR 260 + 54 240 + 54 110 + 25' 96+5
LXR-a 120 + 11 144 +11 110 + 11 160 +41
SHP 540 + 100 170 + 48 180 + 43 210 + 42"
SREBP-2 100 + 11 130 + 17 66 =7 72 + 5+
PPAR 150 + 20 190 + 68 180 +9* 260 + 21+
HNF-1a 140 + 32 94+ 14 63+5 55+ 8+ '
LRH-1 120 + 14 100 + 18 43 +6'" 43 + 4+

Hodnoty jsou vyjatkeny jako % kontroly (pmmér + S.E.M, n = 6).

BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikaavgstatinu v davce
5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani s obstrukciclvuodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@0O-P5,
potkani s obstrukci ztiovodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;""" p < 0,001).
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4.9 Permeabilita hematobiliarni bariéry

Protoze pro spravnou tvorbu a tok éduje nutnd spravna funkce hematobiliarni
bariéry, byla za pouZiti rhamndézo/melibiézovéhotuefodnocena permeabilita této
bariéry.

4.9.1 Koncentrace melibiozy a rhamnoézy v plazré

Oba cukry (rhamné6za a melibi6za) jsou eliminovaigdpvsim ledvinami, jejich
biliarni exkrece je zcela minoritni. Proto nerelvapujici, Zze plazmatické koncentrace
melibidzy (graf 14a) a rhamndzy (graf 14histaly u skupin BDO, BDO-P5 a BDO-P1

v porovnani s kontrolnimi skupinami prakticky nezwny.
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Graf 14: Plazmatické koncentrace melibiézy a rhamndy v prabéhu kinetické studie
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Hodnoty jsou vyjateny jako peémér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychrat;iBDO, potkani s obstrukci Zavodu; Sh-P5, potkani po
sham operaci a aplikaci pravastatinu v davce 5 gidéin; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci
pravastatinu v davce 1 mg/kg/den; BDO-P5, potkaobstrukci zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce
5 mg/kg/den.

4.9.2 Biliarni exkrece melibiézy a rhamnézy

| pres skuténost, Zze eliminace melibidzy a rhamnozycklie neporovnatethnizsi
nez exkrece ledvinami, zZmy biliarni exkrece obou cukrvelmi dolie popisuji stav dané
bariéry. Biliarni exkrece melibiézy a rhamndzy bwlea vSech skupin s navozenym
cholestatickym postizenim (BDO, BDO-P5 a BDO-Plyssna pedevSim v prvnich
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intervalech kinetické studie trvajici 180 minutgfi5). Od 90. minuty studie byly rozdily
v biliarni exkreci obou cukr mezi kontrolnimi a experimentalnimi skupinami istiétky

nevyznamne.

Graf 15: Biliarni exkrece (BE) melibi6zy a rhamnézyv priibéhu kinetické studie
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako pamér + S.E.M, n = 6.
Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat;i BDO, potkani s obstrukci Zdavodu; Sh-P5, potkani po

sham operaci a aplikaci pravastatinu v davce 5 gigéin; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci
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pravastatinu v davce 1 mg/kg/den; BDO-P5, potkaobstrukci Zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce
5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*( < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05; " p< 0,01;""" p < 0,001).

Kumulativni biliarni exkrece melibiozy a rhamndézyepcaitand na procenta
podané davky (graf 16) jednotlivych cukbyla u skupin BDO, BDO-P5 a BDO-P1
signifikantre vySSi nez tomu bylo ve skupinach kontrolnich. Wepsn¢ BDO-P5 nabyvala
kumulativni biliarni exkrece obou cukstatisticky vyznam nizSich hodnot v porovnani
s BDO, coz vysttluje snizeny tok ZRi pozorovany v této experimentalni skupin
(graf 5).
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Graf 16: Kumulativni biliarni exkrece (BE) melibiézy a rhamndézy v pribéhu kinetické studie
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako pamér + S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiat;i BDO, potkani s obstrukci Zdavodu; Sh-P5, potkani po
sham operaci a aplikaci pravastatinu v davce 5 gidéin; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci
pravastatinu v davce 1 mg/kg/den; BDO-P5, potkaobstrukci Zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce
5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;** p < 0,001).

Signifikantni rozdil oproti BDO'(p < 0,05;" p< 0,01;"" p < 0,001).
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4.9.3 Pomer biliarni exkrece melibiézy a rhamndzy

Hlavnim ukazatelem miry poskozeni hematobiliarniidog je ponér bilirni
exkrece melibiézy a rhamnézyjipadre pomer kumulativni biliarni exkrece melibiozy
a rhamnozy. Oba tyto pamy byly u vSech skupin ziat s navozenym cholestatickym
poskozenim jater vyraZnvysSi v porovnani s kontrolnimi skupinami bez dhlena
podavany pravastatin. Nicm&re grafu 17a je patrné, Ze p&nbiliarni exkrece melibidzy
a rhamndzy se u skupin BDO, BDO-P5 a BDO-Pluabgnu tihodinové kinetické studie
postupi priblizuje ke kontrolnim hodnotam. Tyto 2my s nej¢tSi pravépodobnosti

souvisi s rozvolénim podvazu a se zmimim biliarniho tlaku.
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Graf 17: Pomgr biliarni exkrece (a) a kumulativni biliarni exkrece (b) melibizy a rhamnozy
v pribéhu kinetické studie
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Hodnoty jsou vyjatkeny jako pamér + S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychrat;iBDO, potkani s obstrukci Zavodu; Sh-P5, potkani po
sham operaci a aplikaci pravastatinu v davce 5 gidéin; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci
pravastatinu v davce 1 mg/kg/den; BDO-P5, potkaobstrukci Zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce
5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole*( < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).
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4.10 Farmakokinetika pravastatinu v prabéhu chronicke

obstrukéni cholestazy

e

Jednim z nejilezitéjSich gedpoklad pii volbé vhodného I&va pro tuto
studii byla skuténost, Ze biliarni exkrece pravastatinu je thghu chronické
obstrukini cholestazy &inné kompenzovana ntovou exkreci. Pro potvrzeni této
teorie byla provedenia vivo studie trvajici 6 hodin na jejimz gatku byl potkafm
aplikovan pravastatin v davce 5 mg/kg i.v. Ve vicuigplazmy a mé odebiranych
v pravidelnych intervalech byla koncentrace praatasi a jeho laktonu stanovena
metodou HPLC. Graf 18c ukazuje, Z& pbstrukci Zldovych cest je mipva
exkrece pravastatinu mnohonasélavysena v porovnéni s kontrolni Sh skupinou,
coz vyswtluje postups klesajici plazmatické koncentrace pravastatinuelao |
laktonu (graf 18a,b). Graf znazwijici koncentraci laktonu pravastatinu véno

potkani neni z dvodu @iliS nizkych a tedy nezé#ttelnych koncentraci uveden.
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Graf 18: Koncentrace pravastatinu (a) a jeho laktom (b) v plazmé a mofova exkrece pravastatinu (c)
v pribéhu chronické obstrukéni cholestdzy u potkarnk
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Signifikantni rozdil oproti kontrole*(p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001).
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5 DISKUZE

Obstrukéni cholestdza je klinicky syndrom doprovazejietnd onemoci jater.
Lécba spe@iva v chirurgickém odstr&ni priciny obstrukce, ktera ale nedokaze zcela
zabranit rozvijejici se sepsi a poskozeni jatekanst Proto je dlezité zangiit se na
hledani novych terapeutickychtigtupi, které by s minimalnimi nezadoucimtinky
dokazaly zabranit progresi vzniklého onemadnJako velmi naigné se jevi statiny, které
v mnoha klinickych i preklinickych studiich projéyiradu velmi pozitivnich €inka pfi
cholestatickych onemoénich jater. Pro naSi studii byl vybran pravastaktery se od
ostatnich zastupic této Siroce pouzivané skupiny hypolipidemik liSivyrgi
farmakokinetickymi vlastnostmi. Po podani je rychlesorbovan (Hatanalket al, 2000;
Kivisto a Niemi, 2007) a vychytavan do hepatacgbmoci bazolateralnich transportnich
proteimi Oatplal a Oatplad (Kurodd al 2004; Tokuiet al, 1999). Velmi zadouci
u onemockni jater je také skuteost, Ze pravastatin je zcela minimalmetabolizovan
enzymy CYP450, coz vystluje nizSi vyskyt lekovych interakci na arovni rledlizmu
(Shitara a Sugiyama, 2006)&téina per os podaného pravastatinu je naslegtoucena
prevazre v nezngnéné formeé (Neuvonenet al 2008) do Zlge prostednictvim Mrp2
transportniho proteinu (Adachkt al, 1996, Yamazaket al, 1996, Yamazaket al, 1997).
Rozhodujicim faktoremipvolbé vhodného l&va pro naSi studii bylo ale zji&ti, Ze na
rozdil od ostatnich statinmtzZze byt eliminace pravastatinu Ziupti biliarni obstrukci
casténé kompenzovana ntovou exkreci (Takadat al, 2004; Williams a Feely, 2002),
coz také potvrzuji naSe vysledky shrnuté v grafuTEo fakta spolu s vysledky studie, ve
které pravastatin zmirnil biochemické a klinickéjpry u pacient s primarni biliarni
cirh6zou (Kuriharaet al 1993) nés vedly k zahgjeni vyzkumu vlivu pravésta na

cholestatickd onemoeéni jater.

5.1 Hodnoceni celkové toxicity

NejzavazijSi cholestatické poskozeni nejen jater, ale ihm®lérganizmu, bylo
pozorovano ve skupBDO-P5. Byla zde zaznamenéna zvySen& mortalitd {grspojena
se stagnaci¢kesné hmotnosti v ibéhu celé studie (graf 2). Naopak hmotnost jater
piepciitana na dlesnou hmotnost byla v této skupinejvyssi (graf 3). Tento nélez byl
v souladu s histologickym vy&enim jater a zvySenou expresi prolitardno markeru
PCNA a markeru fibrogeneze-SMA (graf 4). Cholestatické poSkozeni bylo dchto

zvirat umocrno vyznamg zvySenou plazmatickou koncentraci bilirubinu, kmgvaného
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bilirubinu a Zlkovych kyselin (tabulka 3). Zthto vysledk je tedy patrneé, Ze vySSi
aplikovana davka pravastatinuigmbila na potkani organizmus SkodliaZz toxicky.
Uginky nizsi davky pravastatinu byly zcela odlidnéoridlita ve skupia BDO-P1 byla
minimalni (uhynulo pouze jedno Ze) a v piibéhu studie byl zaznamenan pozvolny
vzestup &esné hmotnosti potkén Histologické vysSéeni prokazalo mensi prolifefnai

a fibrotické zmény jaterni tk&d v porovnani s BDO a BDO-P5, coz koresponduje
s vysledky expresnich studii (graf 4). Dale byleto experimentalni skupinvyzname
snizena plazmaticka koncentrace bilirubinu ac¢a@ych kyselin v porovnani s BDO
a BDO-P5. Ze ziskanych dat Ize tedy usuzovat, degstatin aplikovany v davce 1 mg/kg
vykazuje v piibéhu obstrukni cholestazy Siroké spektrum pozitivnictinki. Vyrazrg

zvySena eliminace ledvinami s@asreé zabrauje kumulaci I€iva v organizmu.

5.2 Metabolizmus Zluwovych kyselin

Dusledkem peruSeného transportu 2lu Zlu¢ovymi cestami fi obstrukni
cholestaze je kumulace potenciélioxickych latek, pedevSim Zlgovych kyselin
a bilirubinu, v hepatocytech. Ve snaze zabraniSidal poskozeni jater se tak aktivuji
tzv. anticholestatické obranné mechanizmy, jejipbistatou je snizit uptake Zhwvych
kyselin a bilirubinu do hepatocytu a naopakeagmostnit eliminaciéchto latek ledvinami
(Schlattjaret al, 2003).

Ve skupit BDO byla pozorovana adaptivni odgdv na biliarni obstrukci
zprostedkovana nuklearnimi receptory FXR/SHP a CAR ak@iwviymi Zlwovymi
kyselinami. Tato odpad spcivala ve sniZzeni exprese Ntcp a Oatplal, které na
bazolateralni membrén zaji¥'uji transport Zlgovych kyselin z portalni krve do
hepatocytu, ve snizeni exprese kanalikularnichepiiotMrp2 a Bsep a naopak zvyseni
exprese fedevsim Mrp3, bazolateralniho proteinu umgiciho navrat Zltovych kyselin
zpet do krve a alternativni eliminaci ledvinami. Nankdikularni membré&h byla rovréz
zvySena exprese Mdr2 transportniho proteinu, kbeeposem fosfatidylcholinu podporuje
tvorbu smisSenych micel. VSechny nami pozorovanéérnymyv expresi vybranych
transportnich proteinve skupig BDO byly v souladu s literarnimi udaji (Geiet al,
2007; Wagneet al, 2009; Zollneret al, 2009) a potvrdily tak, Ze experimentalni model
obstrukni cholestazy byl u potkédmavozen sprawn(obrazek 16).

Aplikace pravastatinu BDO potkam vyvolala pokles exprese Mrp2 transportniho
proteinu lokalizovaného na kanalikularni membramepatocytu. Tento dinek

pravastatinu, zjsobeny down-regulaci FXR nuklearniho receptoruzigmé ochranou
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zcela nepichodnych Zlgovodi pred dalSim hromaghim Zlwovych kyselin a fed
naristajicim biliarnim tlakem (Zhwet al 2011). Ve skupih BDO-P5 byla nicmén
v disledku potlaené exprese Bsep a usledku nezrnéné exprese enzyimnezbytnych
pro syntézu zlgovych kyselin mnohonasobrzvySena plazmaticka koncentracecbych
kyselin, zatimco ve skupinBDO-P1 byla tato koncentrace sniZzena v porovh@D®
i BDO-P5 skupinami vlivem zachovalé exprese BsgpedevSim snizené exprese Cyp7al
a Cyp8b1.

Z predeslych praci je znamo, zdi pbstrukni cholestaze dochazi k paradéxn
zvySené expresi enzymu Cyp7al, ktery je nezbytny gyntézu Zltovych kyselin
z cholesterolu. Tento efekt je vyghvan omezenym iffisunem Zldovych kyselin do
streva. Vtenkém #w totiz Zlwové kyseliny za normalnich okolnosti aktivuji
prostednictvim FXR intestinalni faktor Fgf 15, kterysgtrech vaze na receptor FGFR4
a potl&uje tak expresi tohoto enzymu (Claudsl al, 2011). U BDO-P1 skupiny byl
pozorovan pokles v expresi Cyp7al, ktery lze ¥ilgwup-regulaci nuklearniho receptoru
PPAR<« a naopak down-regulaci LRH-1. Exprese Cyp8b1l wpisk BDO byla aktivaci
FXR/SHP reguléni drahy signifikanté snizena v porovnani s kontrolni skupinou. Byla
tak ugednosténa tvorba kyseliny chenodeoxycholové a tim redukavéntestinalni
absorpce cholesterolu (Slaes al, 2010). Snizena exprese Cyp8bl tak na jednééstran
snizila tvorbu Zltovych kyselin, ale na strardruhé se mohla podilet na kompefrdan
zvyseni exprese gérzapojenych do syntézy cholesterdinovov jatrech (Murphyet al,
2005). Jako fpiznivé lze proto chapat snizeni exprese Cyp8bl rjodénizSi davky
pravastatinu ve skupirBDO-P1 v porovnani s BDO. Vzhledem ke skutesti, Ze exprese
FXR/SHP byla ve skupinach BDO-P5 a BDO-P1 pe&the, se Ize domnivat, Zéignou
shizené exprese Cyp8bl byla down-regulace recep®H:+1, ktery se vyznanipodili

na regulaci slozeni Zte.
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Obrazek 16: Zmény v expresi jaternich transportnich proteini a enzymi majicich dileZitou Glohu
v metabolizmu Zlwovych kyselin v pribéhu nel&ené a pravastatinem léené obstrukéni cholestazy
u potkani
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pump; Mrp, multidrug resistence-associated prot®ldr 1, multidrug resistence protein 1; Ugtlal, UDP

glukuronosyl transferaza; Cyp7al, cholestewshydroxylaza; Cyp8bl, sterol-&zhydroxylaza.

Dulezitym zjiS€nim byla schopnost pravastatinu zvysit tok¢glw kontrolnich
zvitat. Tento efekt byl podmén zvySenim exprese Oatplad, Mrp2 a Bsep transphbrtni
proteini s naslednym zvySenim biliarni exkrececbiych kyselin (Dikkerset al, 2010).
Vysvétleni pinesla analyza exprese nuklearnich recéptktera odhalila, Ze pravastatin
u zdravych zvit indukoval expresi nuklearnino receptoru CAR. &&s@ se podslo
potvrdit naSe fedesSla publikovand pozorovani, Ze extrahepatélolestéza vede po
uvolnéni obstrukce Zzlkkovodu ke zvySeni tvorby Ze navzdory snizené expresi
odpowdnych transportér(viz. kapitola 5.4). &koliv pravastatin v nizké davce neovlivnil
rychlost tvorby Zlde u cholestatickych zkdt, vysSSi davka Zisobila jeji pokles. Jelikoz
byl tento efekt spojen s redukci biliarni exkredacdvych kyselin bez vlivu na expresi
odpowdnych transportér lze pedpokladat fimy vliv farmaka. V souladu s timto
tvrzenim byla recenth popsadna schopnost pravastatinu inhibovat hlavnialkaularni
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transportér pro Zktové kyseliny, Bsep. Nicménrhodnota Ki pro pravastatin se pohybuje
v rozmezi 163-80pM, coz naznéuje vyraznou kumulaci farmaka po podani vyssi davky
Tomu odpovidaji i nami pozorované zvySené plazrkétioncentrace pravastatinshiem
cholestazy (graf 18). Na zakkadéto kumulace Ize vystit i zvySenou toxicitu léiva
projevujici se u cholestatickych zai po vyssi davce v analyzactepivani a biochemické

a histologické odpasdi.

5.3 Metabolizmus bhilirubinu

Velmi zajimavym a originalnim zji&im prace bylo snizeni plazmatickych
koncentraci celkového a konjugovaného bilirubinchwelestatické skupinlécené nizsSi
davkou pravastatinu. Detailni analyza metabolick&hd bilirubinu oznaila za hlavni
pii¢inu tohoto jevu sniZzeni exprese HO-1 v jatrech asleeirg, tj. sniZzeni jeho syntézy
z hemu pes biliverdin (Wagneeet al, 2005; Beilkeet al, 2009). Bilirubin neni pouze
odpadni produkt metabolizmu hemu, ale v jisttm kot@nim rozmezi vykazuje také
antioxidani vlastnosti a inhibuje peroxidaci ligid Indukce HO-1 je proto dnem
cholestazyasto popisovana jako cytoprotektivni mechanizmuesé€®igrabeet al, 2009).
Prekvapujicim recentnim zji§tim ale je, Ze velmi vyrazna indukce HO-Tize naopak
buiky na pisobeni oxidéniho stresu senzitizovat. Zasadni je tedy mira koduHO-1,
protoZe nadrérnd aktivace HO-1 a tim produkce Zeleza padv@zi protektivni &inky CO
a bilirubinu (Frohet al, 2007). Frohet al (2007) déle ve své studii s BDO potkany
prokazal zhorSeni fibrotickych zZm po podani cobalt protoporfyrinu, induktoru HO-1.
A protoze Zelezo ve zvySeném mnozstvi vykazujeifprakivni (Fargionet al, 2011),
profibrogenni az kancerogennditky (Immenschuket al, 2010) neni fekvapujici, Ze ve
skupinach BDO a BDO-P5 s indukovanou expresi enzfayla zvySena také exprese
a-SMA a PCNA. Ve skupih BDO-P1 byl naopak pozorovan vyznamny pokles
proliferatnich a fibrotickych zrén oproti BDO skupi. Tak markantni rozdil mezi
skupinami BDO-P5 a BDO-P1 je dan mirou indukce HQJ1BDO-P5 se $ naristu
hepatotoxicity patré snoubil vliv oxid&niho stresu aifmé toxicity I&€iva s induknim
acinkem kumulujiciho se statinu na HO-1. Statiny Zotaktivuji prostednictvim
Keapl/Nrf2 expresi HO-1¢imZz prokazuji skteré ze svych pleiotropnich ¢iaka
(Muchovaet al 2007; Makabet al, 2010; Habeost al, 2008). Ve studii autora Hst al
(2006) bylo publikovano, Ze aktivitu HO-1 v jatreehy3uji gedevsim lipofilni statiny
(simvastatin a lovastatin), které mohate$ plazmatické membrany prochazet také pasivni

difuzi a tim rychle vstupovat do hepatacytkkde nadmrnou aktivaci HO-1 mohou
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zpasobit hyperbilirubinémii¢asto se vyskytujici u paciéntécenych &€mito statiny. Po
podani hydrofilniho rosuvastatinu (Muchoea al, 2007) aktivita zrénéna nebyla, coz
koresponduje s nami nalezenou &meznénénou expresi HO-1 v kontrolni skugitsh-
P5 (data neprezentovana). Pokles plazmatickych eéidraci Zlgovych kyselin a tim

i oxidatniho stresu spolu s protiz#iivym G¢inkem (pokles IL-6) nizSi davky pravastatinu
muze vys\tlit, pro¢ exprese HO-1 v experimentélni skupBDO-P1 nebyla zvySena.

5.4 Hematobiliarni bariéra

Hematobiliarni bariéra je t¥ena pedevsim dsnymi spoji mezi hepatocyty, které
zabraiuji paracelularni regurgitaci slozek &uzggt do intersticialniho prostoru a naslédn
do krve. Kumulujici se latky a stoupajici intra@ihi tlak vedou &hem extrahepatalni
cholestazy k poruSe integrity této bariéry spojesgé znénami v jejim molekularnim
slozeni (Kojimaet al, 2003; Malyet al, 2008; Takakuwat al, 2002a; Zhangt al, 2010).

Dulezitost hodnoceni stavu bariéry vap¢hu cholestazy podporuje nesrovnalost
mezi zjiSEtnym poklesem exprese transpait@apojenych do tvorby Zée a naopak jeji
zvySenou produkci po uvalni obstrukce. Proto bylo v minulosti provedengkalik
pokusgi o funkéni hodnoceni permeability hematobiliarni bariéryppanoci molekul typu
kienové peroxiddzy s naslednou histologickou kvaatdi. Problemathost dané
metodiky speivajici v jeji nedostatmé citlivosti nas proto vedla k originalnimu pokusu
vyuZzit k tomuto delu jeden ze standarélipouzivanych testpermeability sevni bariéry
za pouziti rhamnézy a melibiézy (Toms#k al, 2008). Zakladnim hodnoticim kritériem
integrity této bariéry je pak pambiliarni exkrece melibiézy a rhamnézy. Oba cujegu
totiz za fyziologickych podminek eliminovanygvazri ledvinami a exkrece Ztilje zcela
minoritni. Je-li ale bariéra porusena, jako je torawskupi BDO, nafista biliarni exkrece
piedevsim melibiézy a tim i zminy pon®r biliarni exkrece melibiézy a rhamnozy.
Ziskana data umoznilargsnou kvantifikaci i sledovani dynamiky &m To je dilezité,
protoZe po odstrani obstrukce dochazi pammé rychle k regeneraci bariéry (graf 17)
pravdépodobrg v disledku poklesu intrabiliarniho tlaku. S ohledempiedesié vysledky
s akutni cholestazou (Toms# al, 2008) Ize navic konstatovat, Zze prodluzovani doby
trvani obstrukni cholestazy vede k vyragd8imu poskozeni bariéry s jeji naslednou
pomalejSi obnovou.

Snaha pravastatinu redukovat biliarni tlak snizerexpresi Mrp2 a Bsep
kanalikularnich proteiln ve skupinach BDO-P5 a BDO-P1 nedokazala zabrasikqzeni

hematobiliarni bariéry. Vzniklou situaci tthe s nejétSi pravépodobnosti vieSit jen
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odstrarni obstrukceemuz také nasdcuje postupny pokles hodnoty pérma biliarni

exkrece melibiézy a rhamndézy po uvéhi podvazu pozorovany v nasi studii.

5.5 Metabolizmus cholesterolu

Homeostaza cholesterolu je udrZzov&ha novosyntézou v jatrech, absorpci ve
strewé a bilidrni exkreci (Betteret al 2010). Je tedy vice neZz prapodobné, Ze
homeostaza cholesterolu bude wulghu chronické obstruki cholestazy pozéména,
¢imz se niZze vyznama podilet na cholestatickém poskozeni jater a nasledelého
organizmu.

Hypercholesterolémie je ¢bny symptom doprovazejici chronickou obstmik
cholestazu (Longat al, 2001) a u BDO potkdnv naSi studii byla spolu se zvysSenou
plazmatickou koncentraci celkového i LDL cholesherpozorovana také kumulace
cholesterolu a triacylglycenbl jatrech.

NaSe studie pomohla objasnit molekularni  mechaniznapisobujici
hypercholesterolémii v gjbéhu obstrukni cholestazy. Vyrazna byla zejména snizena
exprese kanalikularnich transportnich praieimrAbcg5/Abcg8 zajifujicich  eflux
cholesterolu do Zkte (Wiersmaet al 2009). Bi nepiichodnosti Zldovych cest byla
v disledku absence Aavych kyselin ve $ew sniZzena také absorpce cholesterolu majici
za nasledek zvySenou expresi HMG-CoA reduktazy¢okBho enzymu v syntéze
cholesterolu, a LDL-receptoru v jatrech, coz dalmomiuje kumulaci cholesterolu
v organizmu. Nicmé# biliarni exkrece cholesterolu pokrge v mensi nie i pri obstrukci
Zlucovych cest prosednictvim Mdr2 kanalikularniho proteinu. Mdr2 jeartisportérem
zejména pro fosfolipidy a jeho zvySena exprese dvapanych potkanpodporuje tvorbu
smiSenych micel tuenych fosfatidylcholinem, cholesterolem a zejménacavymi
kyselinami, které se tak stavaji ndémagresivnimi wuci cholangiocytim vystylajicim
Zlucové kanalky (Liet al 2005). Celkovy hypercholesterolemicky stav dateoaiuje
snizena exprese efluxniho transportéru Abcal, ldenyachazi na bazolateralni membran
hepatocyt a podili se na tvonascentni HDI¢astice.

Aplikace pravastatinu potk&m s podvazem Zztiovodu nesnizila plazmatickeé
koncentrace celkového cholesterolu a LDL. Tento endlbyl jiZ popsan
u normocholesterolemickych potkarjestlize statiny byly podavany po dobu kratSid23
(Joleset al, 1992). Fujiokaet al (1995) popsal dokonce zvySené plazmatické konaeatr
cholesterolu 0 14 % a 27 %im@plikaci statifi po dobu 7 dni v davce 50 a 250 mg/kg

a vyswtlil tento efekt zvySenou syntézou lipoprotieipo podani statinu. Tomu také
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nas¥dcuje nami nalezeny zvySeny jaterni obsah triacykylgli ve vSech skupinach
potkani s aplikaci pravastatinu. Nicm&n pro statiny typickd inhibice HMG-CoA
reduktazy a zvysSena exprese LDL-receptoru bylasy studii u I€enych kontrolnich
zvirat pozorovana, coz poukazuje na spravnost zvolemlrek. Pravastatin u BDO
potkari normalizoval obsah jaterniho cholesterotimz snizil riziko steatdzy jater
s naslednym rozvojem cirhdzy. Mechanizmertinku pravastatinu byla u BDO-P5
a BDO-P1 skupin snizena exprese Srebp2, ktery jeaga zvySenou intracelularni
koncentraci cholesterolu a jeho deriyatcoz vedlo k poklesu exprese HMG-CoA
reduktazy a LDL-receptoru. 8ypodil na poklesu obsahu cholesterolu v jatre¢hartaké
snizend exprese nuklearniho receptoru HiNB1tim Acat2, enzymu odp&iného za
esterifikaci cholesterolu a jeho nasledné ukladgimiburek (Pramfalket al, 2005) a ve
skupire BDO-P1 také zvySena exprese efluxniho transpartpibteinu Abcal.

Biliarni exkrece cholesterolu byla vyznaénrsnizena ve skupin BDO-P5
v disledku down-regulace Bsep, ktery transporten¢atiych kyselin pes kanalikularni
membranu hepatocytu zdjige tok ZI&i a tim i sekreci cholesterolu. V této skupioyla
signifikantre snizena, v porovnani s BDO skupinou, nejen exkrdogovych kyselin
a s tim souvisejici tok Zty ale také biliarni exkrece cholesterolu. Nic kdonebylo
pozorovano u skupiny ztdt s niz8i aplikovanou davkou pravastatinu, kderese Bsep
zustala relativel zachovana. Naproti tomu pravastatin aplikovanytianim potkaim
signifikantre podpdil v dasledku zvySené exprese Bsep transportéru toki Hutim
i exkreci cholesterolu do 4y coz je sodast jeho hypolipidemickéhaziinku.

VySe uvedena zji8hi ndm tak umaiuji vytvorit si komplexni pedstavu
o zmenach molekularnich mechanignzapojenych do jaterni homeostazy cholesterolu

v pribéhu cholestazy a jejich ovlivni pravastatinem (obrazek 17).
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Obrazek 17: Zmény v expresi jaternich transportnich proteini, enzymi a receptoni majicich dilezitou
tlohu v metabolizmu cholesterolu v piibéhu nel&ené a pravastatinem léené obstrukéni cholestazy
u potkani

- B
Apo B

Cyp8b1 /

Zlucové kyseliny

. Statisticky vyznamna zména exprese
u BDO v porovnani s Sh.

Sféricky HDL ~ Nascentni HDL Statisticky vyznamna zména exprese
u BDO-P5 v porovnani s BDO.

~ Statisticky vyznamna zména exprese
u BDO-P1 v porovnani s BDO.
N\ 4

BDO, potkani s obstrukci ztovodu; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci pravastatinu v davce

1 mg/kg/den; BDO-P5, potkani s obstrukcicduodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

LDLR, LDL receptor; HMG-CoA Red, 3-hydroxyl-3-metigyutaryl-koenzym A reduktaza; Sr-b1, scavenger
receptor class b type 1; Abcal, ATP-binding cassétansporter al; Abcg5/8, ATP-binding cassette
transporter g5/8; Mdr2, multidrug resistance prot&i Acat2, acyl-CoA cholesterol acyltransferazgpal,
cholesterol @-hydroxylaza; Cyp8b1, sterol dzhydroxylaza; ER, endoplazmatické retikulum.

5.6 Metabolizmus zZeleza

Atom Zeleza je schopen snadno vazat i iwedt elektron,éehoz Zzivé biiky
vyuzivaji v celérad vitalnich biochemickych funkci. Na druhé sttamadbytek Zeleza
ohroZzuje organizmus tvorbou toxickych volnych radiik které mohou oxidaci poSkozovat
proteiny, lipidy i nukleové kyseliny a #pobit tak zavazné poSkozeni az smrt dun
Organizmy proto reguluji homeostazu zeleza naédnén i systémové arovni (Novotny,
2005), ficemz centralni postaveni v regulaci homeostazy deteaji jatra (Zourelet al,
2007). Cholestaticka onemagn jater tak mohou do metabolizmu Zeleza vy&azn
zasahovat a tim ovlivwvat cely proces tk@vého poskozeni.
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Kli¢ovym regulatorem metabolizmu Zeleza na systémowénilje hepcidin, jehoz
zvySena exprese Vv jatrech je odpdivna zagtlivé podrety, hypoxii, anémii nebo nadbytek
Zeleza v organizmu (Wallaad al, 2011). U BDO zviat byla sice zvySena exprese IL-6
v jatrech, jednoho z hlavnich aktivaiorhepcidinu, ale exprese hepcidinu byla
signifikantre snizena. Vysitleni pro tento rozporuplny nalez poskytnul ve swéci
z roku 2009 Huangt al, kdyz prokazal, Ze regwlai draha IL-6 — gp130 — STAT3 je
u biliarni obstrukce inhibovana hydrofobnimi &wymi kyselinami. Snizené expresi
hepcidinu odpovida vzestup jaterni exprese feroportl, efluxniho transportéru
zaji¥ujiciho genos Zeleza z hepatocytu do krve (Yethal 2004). ZvySena exprese
feroportinu 1 spolu s nezménou expresi transferinovych recepit@ tvorbou zasobniho
feritinu tak miZze vyswtlit nami pozorovanou snizenou koncentraci celkovéeleza
v jatrech a naopak zvySenou koncentraci Zelezaagngl Kumulace Zeleza v jatrech je
ponerné ¢asty jev doprovazejici chronicka oneméminjater (Peretzt al, 2006), ktery
zvySuje riziko fibrogeneze, hepatocelularniho kawoiu a celkové progrese onemeétin
(Fargionet al, 2011). SniZzen& koncentrace jaterniho Zelezakapoize skupiny BDO tak
muze [Fedstavovat jeden z adaptivnich ochrannych mechdniaplatiujicich se pi
obstrukci Zld¢ovych cest, ktery byl pozorovan také u padieatPBC a biliarni atrézii
(Huang et al, 2006). Lze také fedpokladat, Zze snizend exprese hepcidinufignpu
zvySené exprese feroportinu 1 nejen v jatrech, oybrv tenkém sew, které ma
v metabolizmu Zeleza nezastupitelnou GlobedpvSim na Urovni absorpce (Morgstral,
2002; Mufiozet al, 2009). V souladu stimto tvrzenim byl vzestup regp gtevnich
absorgnich mechanizin (feroportinu 1 a DMT-1) prokdzan u cirhozy jat&tuyartet al,
2004). Ve skupiait BDO se prav tyto zmeny mohly podilet na zvySeni plazmatické
koncentrace zeleza.

Pravastatin podavany potkan s obstrukci Zlovodu vyrazg podpdil ukladani
Zeleza do metabolicky inaktivni formy, feritinu.ekéd neni zdrojem volnych kyslikovych
radikali. Sowtasné snizeni intracelularni koncentrace volnéhezae$ naslednou aktivaci
IRP je v naSi studii dolozeno zvySenim mRNA expréfiel a DMT-1. Na zvySeném
vychytavani Zeleza do jater se régrpodilela zvySena exprese TfR2, ktery ve své mRNA
postrada IRE a je regulovan zejména saturaci &ensf (Volke et al, 2009). Jistou
kompenzaci zvySeného vychytavani Zeleza do jatedspavovala indukce exprese
feroportinu 1, ktery zprosdkovava penos dvojmocného, a tedy potenckatoxického,
Zeleza ven z hiky, ¢imz ji chrani ped oxid&nim poSkozenim. Komplexni mechanizmus

nabizi obrazek 18.
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DalSim pozitivnim nélezem byla normalizovan& exgrespcidinu po podani nizsi
davky pravastatinu, ktera nazoge, Ze v této experimentalni skupibyl snizen inhikini
vliv Zlucovych kyselin na IL-6 zprostdkovanou regulaci hepcidinu. Tomu také
nasw¥dcuje plazmaticka koncentrace Zavych kyselin, kterd byla ve skugirBDO-P1
vyznamrié snizena v porovnani s BDO i BDO-P5. Tuto teoriled@otvrzuje néami
pozorovand sniZzena koncentrace jaterniho a plazkéat IL-6 ve skupi®n BDO-P1

v porovnani s BDO scici o snizeném toxickemipobeni Zldovych kyselin.

Obrazek 18: Zmény v expresi jaternich transportnich proteini a regulatnich molekul majicich

dilezitou Ulohu v metabolizmu Zeleza v pibéhu nel&ené a pravastatinem léené obstrukéni

cholestazy u potkari
(

N
Hepatocyt
f Feritin ‘\\“ ‘ IL-6 f @ b
,! y O ’, P ,,//VAK s 3
t DU
Feroportin //' ) \\
— . Zu& | PSTAT3 G
Koncentrace ‘ ‘\
zeleza v jatrech // l
\ TfR1/|| TfR2[|| DMT- ‘ Hepcidin‘ﬁ |

1 2

Statisticky vyznamna zména exprese
u BDO v porovnani s Sh.

Trend poz’Ofovany ve skupiné BDO
v porovnani s Sh.

- Statisticky vyznamna zména exprese
u BDO-P5 v porovnani s BDO.

— > Statisticky vyznamna zména exprese
u BDO-P1 v porovnani s BDO.

\ J
BDO, potkani s obstrukci Ztevodu; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu a aplikaci pravastatinu v davce

1 mg/kg/den; BDO-P5, potkani s obstrukcicduodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.
TfR1, transferinovy receptor 1; TfR2, transferinongceptor 2; DMT-1, divalent metal transporter 116l
interleukin 6; PSTAT3, signal transducer and attivad.

Uskalim ziskanych dat oviem je, Ze pozorovana eggnepcidinu u skupin BDO-
P5 a BDO-P1 nefize vys\tlit vyrazné zvySeni exprese jaterniho feroportinexistence
tzv. hepcidin-independentniho mechanizmu (Oatesal, 2007) ve $ew naznduje

podobnou moznost i v jatrech, nicnd§a poteba dalSiho vyzkumu.
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6 ZAVER

Predkladana prace shrnuje a hodnoti poznatky tykajgcilivu pravastatinu na
cholestatické poskozeni jaterimobené podvazem &ovodu u potkafh. Pozornost byla
zangiena na hodnoceni jednak hematobiliarni bariérybyte2 pro spravnou tvorbu a tok
Zluci, ale také na zemy biochemickych a histologickych paraniet¥yznam pravastatinu
byl dale posuzovan dle zm v expresi enzyih a transportér nezbytnych pro jaterni
homeostdzu zejména #Zwwych kyselin a bilirubinu. Pro dplnost ziskanycht doyly
provedeny analyzy exprese transportnich préteinenzyndi majicich dlezitou alohu
v metabolizmu Zeleza, potencialniho zdroje volnighlikovych radikal, a cholesterolu.
Aby byl mechanizmus gsobeni pravastatinu objasnco mozna nejlépe, byly naslédn
provedeny analyzy exprese vybranych nuklearnictepted, které maji v adaptivni
regulaci i cholestatickych onemognich jater vyznamnou ulohu.

Z dosazenych vysledKze formulovat nasledujici zémy:

» Pravastatin vykazovahdu pozitivnich &inkia na cholestatické jaterni poskozeni,
nicmeére existuji vyznamné rozdily mezi cholestatickymi gkuami s aplikovanou
davkou pravastatinu 1 mg/kg a 5 mg/kg. Ve sk&mmizSi davkou tva byla
pozorovana snizena koncentracec¢alych kyselin a bilirubinu v plazén nizsi
jaterni obsah cholesterolu a vyznammizsi prolifer&ni a fiborogenni zrny nez
tomu bylo v neléené cholestatické skugina ve skupit s davkou 5 mg/kg.
Naopak cholestaticka zwata s vy3Si davkou statinu vykazovala prohloubeni
poSkozeni jaterniho parenchymu provazené zhorSgatennich biochemickych
funkci, zvySenim koncentrace Zbvych kyselin a bilirubinu v plazéna dalSim
omezenim mechanizivzapojenych do tvorby Zée.

» P¥iznivy pokles koncentrace dovych kyselin u cholestatickych 2at po podéani
nizsi davky pravastatinu souvigiepevsim s poklesem exprese zakladnich efizym
zprostedkujicich syntézu zéovych kyselin, Cyp7al a Cyp8b1l, usedku snizené
exprese nuklearnich recepidtXR/SHP a LRH-1 a aktivace PPARreceptoru.

» Pravastatin v davce 1 mg/kg je schopen u cholekfatih zviat zmirnit kumulaci
cholesterolu v jatrech vidledku potlaené syntézy cestou Srebp-2 — HMG-CoA
reduktaza, snizenim jeho esterifikace a ukladamistpdkované HNF-4 — Acat-2

a zvySenim jeho efluxu prdetinictvim aktivace LXR — Abcal.
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= Chronickd cholestaza vyvolava &ny hematobiliarni bariéry, které jsou vSak
reverzibilni po odstrami obstrukce.

» Pravastatin neovliwje u cholestatickych zkdt poSkozeni hematobiliarni bariéry,
nicméré vysoké davky l&va snizuji tvorbu Zlge a biliarni exkreci zZkovych
kyselin pravédpodobr pitimym inhibicnim vlivem na Bsep.

= Obstrukni cholestaza podifije vzestup plazmatickych koncentraci Zeleza
v disledku snizené jaterni produkce hepcidinu a nasledrySené exprese
feroportinu-1.

= Aplikace pravastatinu v davce 1 mg/kg cholestatichyotkarim zpisobila vzestup
obsahu Zeleza v jatrech prgstnictvim zvySené exprese transportnich prétein
zaji¥ujicich vychytavani Zeleza do hepatac{tfT1/2 a DMT-1). Toto Zelezo je
ukladano v metabolicky inaktivni fokve vazls na feritin.

» Pravastatin v niz8i davce normalizuje expresi ti#puaiv cholestatickych jatrech,
coz vyplyvd ze sniZeni koncentrace ¢bych kyselin a odstr&ni jejich
inhibi¢niho vlivu na regukéni drahu IL-6 — gp130 — pSTATS3. Pravastatinasg
snizuje koncentraci IL-6, coZ &Ki o jeho protizagtlivem efektu za této
patofyziologickeé situace.

» Pravastatin sniZzuje u cholestatickych faviplazmatické koncentrace bilirubinu.
Tento efekt je s nefiSi prav@podobnosti dan snizenim exprese HO-1.

Zawrem lze konstatovat, Ze pravastatin ve vhodné daykazujetradu pozitivnich
Gcinka v prevenci rozvoje jaterniho postizeni navozenéhtrahepatalni cholestazou.
Prezentovand préaceipasi nové poznatky zejména o molekudbivlogickych aspektech
pusobeni statilh v jaterni tkani a saiasré otevird dalSi témata, kterd bude nutné
rozpracovat do &Sich detail, protoze pra¥ pravastatin rize byt jedna z dalSich

terapeutickych alternativ u obstirk cholestazy.
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7/ SOUHRN

Obstrukni cholestaza je klinicky syndrom doprovazejietna onemoai jater.
Casna diagnoza atiplusna léba obstrukniho ikteru je velmi dlezita, nebé nel&eny
stav vede Kk ireparabilnim zmam v jatrech. Vznika tak jaterni fibréza, kterazgigi
piechazi do biliarni cirhdzy se vSemi jejinistedky (portalni hypertenze, jicnové varixy,
jaterni selhani). Kauzalnidea v podob chirurgického odstrami obstrukce fitom neni
¢asto mozné. Proto je nezbytné hledafdpvsim farmakoterapeutickychigiupi, které
mohou rozvijejici se onemagm priznivé ovliviiovat.

V predkladané dizertai praci byl studovan vliv pravastatinu, inhibitoHIMG-
CoA reduktazy, na jaterni poskozeni vlmthu chronické obstruki cholestazy u potkan
Pravastatin, p#&tci do skupiny Siroce pouzivanych statinoplyva krong UG¢inka
hypolipidemickych také dinky protizargtlivymi a antioxid&nimi, tzv. &inky
pleiotropnimi. Bi volb¢ pravastatinu pro tuto studii byl rozhodujici jepozitivni efekt
pozorovany u nemocnych s cholestazou a hydrofilavapa molekuly nevyzadujici
metabolizmus v postiZzenych jatrech a umgici kompenzéni eliminaci ledvinami.

Detailni objastni inku pravastatinu v ovliwni rozvoje jaterniho poSkozeni
béhem biliarni obstrukce u potkénbylo provedeno komplexnimi biochemickymi
a histologickymi vysSéenimi spolén¢ s hodnocenim zém v enzymovych a transportnich
mechanizmech ztwvych kyselin (ZK), bilirubinu, cholesterolu a Zete

Zmeny biochemickych a histologickych parantetoyly ve skupig nel&enych
zvitat s podvazem Zsovodu (BDO) v souladu s Udaji uvedenymi v litefat@a potvrdily
spravnost zvoleného modelu. Obstmik cholestaza byla ff&inou hyperbilirubinémie,
hypercholesterolémie a zvySenych plazmatickych &otraci ZK. Histologické analyzy
odhalily proliferaci Zl¢ovodi a pa&inajici fibrotickou pestavbu jaterni tkd&n Podavani
pravastatinu BDO zv&tim navodilo vyznamné zény, které se liSily v zavislosti na
aplikované davce (1 (P1) nebo 5 (P5) mg/kg/den}inta ve skupié BDO-P1 byl
pozorovan pokles plazmatickych koncentraci ZK rbidinu a cholesterolu a prolifeai
a fibrotické zngny byly v porovnani s BDO skupinou zmdny, ve skupig s vysSi davkou
pravastatinu byla zaznamenana zvySena mortalita yaledky biochemickych
a histologickych séeni byly v porovnani s BDO zhorSeny.

Ve skupirt BDO byly v piibéhu biliarni obstrukce navozeny #ny exprese

transportét a enzyni, jejichZz podstatou bylo zabranit dalsi kumulacitemeialre
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toxickych latek (zejména ZK a bilirubinu) v jatrecPodavani statinu v niz8i davce
zpasobilo pokles koncentraci ZK a bilirubinu v plagrBDO potkarii. Tento efekt byl
zprostedkovan pedevsim snizenim syntéz§chto latek prosednictvim down-regulace
odpovédnych enzymi Cyp7al a Cyp8bl (ZK) a hemoxygenazy-1 (HO-1, utiiin).

U BDO-P5 doslo naopak k dalSimu zhorSeni exkirefunkce jater v dsledku down-
regulace kanalikularnich transportnich proiedsep a Mrp2.

Hypercholesterolémie je¢bnym symptomem obstraki cholestazy. NaSe studie
piinesla nové poznatky z oblasti podimicich molekularnich mechanizmU BDO zviat
byly zvySené hladiny cholesterolu v plazijatrech spojené s ngtem jaterniho obsahu
HMG-CoA reduktazy, tj. zvySenim syntézy a poklesefiuxu v podok down-regulace
Abcal a Abcg5/g8 transporter Podavani pravastatinu v nizSi davce vedlo k pakle
jaterniho obsahu cholesteroléedevsim omezenim jeho syntézy (HMG-CoA reduktaza),
vychytavani (LDL receptor), esterifikace a depoZikeat2) a zvySeného efluxu (Abcal).

Na poskozeni jater se viihu obstrukni cholestazy vyznamdnpodili také
oxidatni stres. Jednim z potencialnich zdrajolnych kyslikovych radikdl je Zelezo,
jehoz role v plibé¢hu chronické obstruki cholestazy nebyla dosud popsana. Pozitivhim
Gcinkem pravastatinu v pbéhu biliarni obstrukce bylo zvySené ukladani Zelela
metabolicky inaktivni formy, feritinu, kterd nendrbjem volnych kyslikovych radikal
ZvySend exprese transferinovych recepta@odpo¥dnych za vychytavani Zeleza do
hepatocyti spolu se zvySenou tvorbou feritinu a zvySenou esipefluxniho transportéru
feroportinu 1 mohou vys#lit vzestup jaterniho obsahu Zeleza, ktery bykkepirt BDO
signifikantre snizen. Po podani niZzSi davky pravastatinu byla&oobnovena obstraki
cholestazou pottena exprese hepcidinu, ddvého regulatoru metabolizmu Zeleza.
Pozorované zvySeni obsahu pSTAT3 v této skupigdéi o snizeném inhibnim vlivu
redukovanych ZK na reguiai drahu IL-6 — gp130 — pSTAT3 — hepcidin.

Ziskana data umoznila demonstrovat a ¥il#\piiznivy vliv pravastatinu na jaterni
postiZzeni navozené obstiurd cholestdzou. Jako zcela zasadni se jevi spréotha davky
léciva. Uinek samotny zahrnujéadu regulénich a exekutivnich mechaniznma neni
spojen s hypocholesterolemickym efektertivi@. Lze ho tedyadit k plejad takzvanych

pleiotropnich dinka statini.
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8 SUMMARY

Obstructive cholestasis is a clinical syndrome agmanying numerous liver
diseases. Early diagnosis and appropriate treatroénvbstructive jaundice is very
important because untreated condition leads tpamable changes in the liver. This gives
rise to liver fibrosis, which later passes intoidmy cirrhosis with all its consequences
(portal hypertension, esophageal varices, livduif@). The causal therapy such as surgical
removal of the obstruction is quite often impossildlherefore it is necessary to search for
pharmacotherapeutic approaches that can positmetulate the developing disease.

In the present thesis, the effect of pravastatirthenliver damage during chronic
obstructive cholestasis was investigated in ratsvadstatin, belonging to a group of widely
used inhibitors of HMG-CoA reductase, possesseoniyt lipid-lowering action but also
anti-inflammatory and antioxidant effects, so aalf@eiotropic effects. The decisive fact
for choosing pravastatin as a suitable substanceudo study was that pravastatin has
already shown positive effects in several patiemiith cholestasis and its hydrophilic
nature does not require metabolism in impaired lared allows compensatory excretion in
the kidney.

Detailed elucidation of pravastatin effect on depehent of liver injury during bile
duct obstruction (BDO) in rats was performed usiogiplex biochemical and histological
examinations together with the evaluation of charigeenzyme and transport mechanisms
for bile acids (BA), bilirubin, cholesterol, anair.

Biochemical and histological findings in untreat®DO animals were in
accordance with the specifications reported inlitieeature and thus confirmed reliability
of the model. Obstructive cholestasis was the cawde hyperbilirubinemia,
hypercholesterolemia, and elevated plasma cond¢emtraf BA. Histological analysis
revealed bile duct proliferation and early fibrategsmodeling of liver tissue. Administration
of pravastatin to BDO animals induced significahtareges, which, however, differed
accordingly to the dose applied (1 (P1) or 5 (P§jkg/day). While in BDO-P1 group both
decrease in plasma concentrations of BA, bilirulsind cholesterol and attenuation of
proliferative and fibrotic changes were observad,the group with higher dose of
pravastatin an increased mortality and worsening bmfchemical and histological

parameters were noted when compared with BDO agsimal
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Changes in the expression of several enzymes anspiorters were induced during
biliary obstruction in BDO group, which is supposéal preclude accumulation of
potentially toxic substances (especially BA andridiin) in the liver. Administration of
pravastatin in the lower dose caused a decreagd@asma concentrations of BA and
bilirubin in BDO rats. This effect originated frondecreased synthesis of these substances
due to downregulation of responsible enzymes Cypzat Cyp8bl (BA) and
hemeoxygenase-1 (bilirubin). Conversely, furthetederation of liver excretory function
occurs in BDO-P5 rats as a consequence of dowraggulof canalicular transporters
Bsep and Mrp2.

Hypercholesterolemia is a common symptom of obstreicholestasis. Our study
brings new findings about underlying mechanismerdased cholesterol levels in plasma
and liver of BDO animals were related to the insee@n liver content of HMG-CoA
reductaseand decrease in efflux of cholesterol wue&ownregulation of Abcal and
Abcg5/g8 transporters. Administration of pravastahi lower dose caused a decrease in
liver cholesterol content through reduction ofstgithesis (HMG-CoA reductase), uptake
(LDL receptor), esterification and deposition (Atatand increased efflux (Abcal).

Oxidative stress plays an important role in liveyury during obstructive
cholestasis. Iron is one of the potential sourddsee oxygen radicals whose role has not
been yet described during chronic extrahepatic estasis in rats. Positive effect of
pravastatin during biliary obstruction consistednioreased iron storage in a metabolically
inactive form of ferritin that is not a source ofé oxygen radicals. Increased expression of
transferrin receptors responsible for iron uptaki® ihepatocytes along with increased
ferritin formation and increased expression ofuefftransporter ferroportin 1 can explain
the rise of liver iron content that was signifidgrdecreased in BDO group. Furthermore,
administration of lower dose of pravastatin resdagpression of hepcidin, a key regulator
of iron metabolism, whose expression was suppressgohg obstructive cholestasis.
Increased content of pSTAT3 in this group suggestsction of bile acidinhibitory effect
on regulatory pathway IL6 — gp130 — pSTAT3 — hejcid

The acquired data enabled to summarize the poligntieneficial effect of
pravastatin on the liver damage induced by obstiatholestasis. The choice of proper
drug dose seems to be entirely fundamental. Thecteftself includes a number of
regulatory and executive mechanisms and is notcaged with hypocholesterolemic
effect of the drug. So we can classify this effast so-called pleiotropic effect of the

statins.
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Introduction

Obstructive cholestasin is chamcierized by the hepotic scoumula-
thom of loxic biliary compoands, mainky bile acids which, in fum
imdnoe am mfsmmatory response and oxidetive domage of ver

1644

Abstract

Backgrvund and Aim: The ndminisimbon of prayasiatin o patienis with cholestadic ver
discase b sugpested the potentinl of the dmg wilh regond & redocing mised plasma
cholesterol and hile acid levels. Information aboot the mechamisms associnted with this
effect is lacking. Thus, the aim of the presest study & o evalosie provastatin effects on the
Tiver bike acikd and cholesierol homeosiasis in bealthy and cholestatic mis.

Meihods: Control sham-opersted and reversibly bile duct-obstrcted (BD0) mts wers
treated with pravesiotin (1 or 5 mefkg) or the vehicle alone for 7 deys afier surgery.
Resulim  Lower doses of pravastatin reduced bile acid plasmn concemtrabions in cholostabic
mnimals The effect was mssocisled with redoced Bver mRNA expression of CypTal,
CypSbl, M2, Ugtlal snd the ncreased expression of Beep. In addition. BN} -indoced
inoreass im the ver content of cholesteml was nommalioed by pruvastaiin. The change was:
sccompanied by the reduced ver expression of Hmg-CoA redeciase, LIDL. recepior, and
Acai2, snd mduced the exprexsion of Abcal snd Mdrl. These changes comesponded with
CAR, SREEP-2 and HNFIL High doses of provaststin lacked amy positive effects on hile
wcids and cholesterol homersiasis, and blocked bile fometon throogh the reducton of the
biliary excretion of bile acids

Conclesions: Pravasttin madered o positive reduction in BDC-mduced increases in
mmﬂmﬂ:mmlwmmLmerh
egulation of gones mvolved in the synthesis of those

pooa
transcii chy

cmpa-ﬁm!h:lnvr_

parenchyme. Ongoing injwry is partially modulated by the activa-
tion nf sdaptive. changes of enzymatic snd transport pathways
imvolved in bile acid synthesis, hiotmnsionmeton and trunsmen-
mm'm!iﬁﬂhmﬂhﬂw
uptnke (Micp and Cuips), the wpregulstion of basolateral efffux
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£ 2011 Jowrred of Gactoamsmingy and Hogisogy Foundaiion and Bacrwed Paoching Asi Py Lic



G Enfoochovs of af

iMrpd and Mrpd) transpomers, and (he sctivation of detoxifying
enrvmes, prodocing more pdrophalic bile acids and enforcing
their secrettoa back into blood amd. subseqmently, indn onpe.’
Meveriheless, tbhe persistent impaimment of the blood-biliary barmer
associnted with the progressive socumutstion of hile constitgenis,
perpetuates inflammation, and makes the sdsptive chanpes insaf-
ficient to compensste for ongoing fver damage”

Siatins, 3-hydroxy-3-methylgletary| cosnzyme A (HMG-Codd
mdocisse inhibitors. widely wsed hypolipidemic drops, hawe
moently been imtemsively evaluated concerning theic ability to
miodnlate chodestatic liver injury. Encoursging data bave emerped
[rom clinical studies reporiing that simvastting stormststin and
pravastatin may improve hy percholesteralemia 2nd bile acid acca-
mulntion i patsends with primary biliary cirthosis** These advan-
tageoas effects dunng cholestasis have beea verified in seveml
recent preclmical studies where they demonstraled positive ame-
lrvmtion of hepatic inflamemstion, Bpid peroxidation. fibrosis =* or
the reduction of intrahepatic vessel resistance * Nevenbeless, the
inffuence of these zpeats on the mofecubss involvad in bile forma-
tion mechanisms during cholestasis, which were suggesied as o
polential therspeutic turpged during chodestasis,' has ool been
described veu Importantly, several aothors hove demonstrated an
increase in bife production amd/or bilisry excretion of bile acids
after the sdminisiration of pravaststin o healthy rodents. ™™ Thus,
pravasiatin became stirsciive for our study becuese it already had
3 demonstraed positive effect in umans with cholestasis. More-
wef, daln exists shout its stimmisiory influemce oo hile Formation
mchanisms in healthy animsls and, in contrast o the majonty of
statins, i i bydrophific. with proves betler chances for compen-
sabory renal elimination during cholestasis. ™

The aim of the present study = w eviduste the impact of prav-
witatin eatment on the molecular mechznisms imvodved in bile
acid amd chofesteral ver homenstasis in healttyy nod reversibly
hile duct-obstroctad rats. Momover, the mecanafizsiios of lhe
obstrucied bile ducts allowed 32 sniges evalantion of hile acid and
cholestersl biliary excretion. together with blood-biliary harrser
indegrity using the melibcseithamoose dual sugar permeshility
st

Methods

Animal modal

Male Wistar rais (5PF, Anlab, Prmgue, Croch Repubiich with an
imitial weight of 280320 g were gsed theoughout the study. The
animals were housad wnder controlled environmental conditions
with commercial food and waler freely ovailable. All experiments
were performed in accortence with the Goide for the Cane snd Use
of Laboratory Animals published by the 1.5 National Institutes of
Heatth {WIH pablication, [996).

The rals were mndomly divided into five groups (a= & in each
gEoup).
Group 1. control rats (5h, sham-opemted
Group 2. controd rats with 5 mgfoy bw. pravestatin reatmen
{505
Group 3. bif doct-obstructed rats withont restment (BDOT,
Group 4, bile duct-obstructed rsis with 5 mp'kg bw. provasiatin
treatmend (BDO-P5);

Joaral of Gaxroenieiogy apo Hepsbology 26 (011} Th44-1551

Pravastatin and cholestasis

Group 5, bile duct-obstmacted mis with | mgkg b provastatin
treatment (BOWG-PL L

The dose was selected based oo the maximoem dose of B0 me
recommendsd in homans and oo the basis-of dosage schedules
wsed in similar sudies with oifier siafins ™ Pravastatin or saline
was ypplied (o the desagned animals intrapentoneally once daily
throuphoat the evalunted period, with the first sdministrtion start-
ing 2 h ofter the initial surgery. Chroaic chodasiasis was indoced by
reversible bile duct obstmaction lasting for 7 days as described
previously "

In vivo clearance study

Clearance study was performed 7 days after the imbol sargery.
Under peneral anesthesia induced by pentobarbital sdministration
(50 mgfkg bowe. Lpl, the bile duct was either canmiated (sham-
operzicd smimals), or ds obstraction was rekeased (BDO animal:).
All rats were cannolated in the right jupalar veen for sagar sdmin-
istration and for the continwons infasion of physiological saline
(2 mih), and in the lefi carclid amery for blood sampling. There-
after, the rats received a single bolus dose: of nefibiose and rham-
mose {100 madke bow. iv ) Blond samples (=03 mlb were laken
af desigosled Gme intervals (0, 4, 10, 30, &0, 120, 180 min afier the
injection of supars). Plusms samples were obtaéned from the whobs
blocd by cemtrifupation at 5000 ¢ for 5 men at 3°C. Bile samples
were collecied in pre-weighed tubes 01 30-min ntermls through-
ol the experiment. Al the ead of the cxperiment, animals wene
cxsangusnated for further biochemecal snalysis. and organs for the
subsaquent evaluation of gene expression were mumediately
frozen in liguid nitrogea and. together with the plasma, bile and
urine samples, were stored at -B0°C wntil anakvsis.

Analytical procedures

Biliary concentraticn of mefibiose snd rhamaose was defermined
by high performamce bgusd chromaiography with & fuorescent
detection according to o previously described method ™ The mtio
of mefibiose {dissccharide, which pemetrates sefectively scross the
parnceflolar junctens) to L-rhamnose {monosacchanide, which
permeaies bammers by transcellular diffusion) excretion into biks
was med a5 the marker of the blood-bifiary barmier function
Plasma biochemscal parameters (concemtration of bilinbin, activi-
tivs of ALT, AST. eic ) wer messored on Cobas Integrs BOO
{Roche Dispeostics, Manoheim, Germany), scoomfing fo the
manufaciurer s instmcions. Liver o biliary chodesteral, nglyoer
ides, total béle ocids were defermined wsing commercial kits CHO-
LESTERGL LIQUID 500, TRIACYLGLYCERIDES LIQUID
2500 8 (FLIVA-Lachema, Cirech Republic), and TRA kit (Diaryme,
Poway, USA), scconding 0 manofscturers instmictions. The con-
centratinns of bile ocsds ond chobesterol in bile were cmbested
during the initial collection period (0-30 mén) of the in vivo chear-
ance stady with sugas. which best reflocts the sifwstion under hike
duct pbstruction.

Quantitative RT-PCR

Gene expression analysis was pedformed by quantitative everss
transcrption-polymerase chain reaction (ol T-PCR) on s 7500 HT
Fast Beal-Time PCR System (Applicd Biosysems, Foster City,

1645

S0 Jourtal of Casimenizmiogy and Hecatology Founsrion anc Bscowall Puivishing Az Py Lid



Pravastatin and cholestasis

Tebla 1 Gene scoression assays

e ]

kg2 FnOBEIZIE_m1
Kip3 RnDOESA7EG_m!
Kimpd Rnid 1466702 _m]l
Midrla EnD0E3138_m1
Kdrib RnDOEE] 7EG_m1
Kldr2 RnOEE2TES_ml
Keom FnD0E6GE%_m1
Bren RnDOEE2TTE_ml
Datplal RnOTSE14E_m]
DOatplad FnITEE233_m1
Ligt1al RnDOTSLE4T_m1
CypTal RnOEEGLD6E_m]
CypEb! FnDOETISER _m1
LD¥Ls RnDOEA3442 m?!
Sebl RnODES0EEE m1
MAbcal EnlOT 101 7Z_m1
Bhogh RnDOEET0EE m1
AbogE RnQUEIX3IET_ml
Hmg-Cab red. rHmper_ G2 [Rak
Anatd RnDOEIGETE_m]
RiR RnOEFRPEEE_m!
F¥R FnDOEE3IBET_m1
CaAR RnDOGTG0EE_m1
(0] Rn0DER1 1EE_m1
5HP FnDOEE31 T2_m1
HWFla RnDOEE2GI0_m1
PR RnONEGE156_m1
SREBP-2 Fni0] BI2E3E_m1
GAPDH LIRTIIEE

&hcal, ATPinding cassene fransporter at; Acat?, soylcoenayme &
cholesiernl aoyftransi=rase J; Bzep, bile sah expon pumy; CAR, oonst-
hutrve androstane mecepios Cyplal, cholestercd Tabhe-hydmooopinse,
CypEbl, stesol | Zaiphe-hydmouylass; FXH, famesod X moepton, Hmg-
Cof, red., hydroxymesthriglutany] cosnmyme A reductase; Hnflo, hepa-
ooyt muciear factor Tag LDLy, low-dersity ipogroien receptor; LXH,
Ier X receptor, Midr, mulbdug resstence protemn; Bp, mulidnog
resistance-associaled proter; Nicp, Meftaurocholate cotramsportng
polypeptide; Oatp, caganic anion transporting poypeptide; PRARL per-
axisorne profdfeatar-acinated recepior alpha; FXH, pregnane X neosp-
o SHF, sho heterodimes pariner; Srb, scovenger rmoaptor dass bl;
SREBP-2, stemi maquintcey element-hinding poten 7, Uiglisl, UDP-
glcuroncsyhransierase  1nl. A mssays purchased from  Appled
Biomysosmiz

CA, USA), ss described previoushy. " BN A was isolated from ver
tissue sampéos using TRE rexpent (Sigma-Aldmch, 5t Louis, MO,
USAY and converied indo cINA win a High Capacity cDNA
Reverse Trnscription Kit (Applicd Biosystems). 30 ng of cONA
wire losded imto the reaction performed in tnplicate. The amgi-
fications were mn usmg Taghan Fast Universal PCR Masier Mix
and pre-designed Tag-Man Gene Bxpression Assay kits for respec-
e penes (Table 1§ were provided by Applicd Biosysiems, while
HMG-CoA sedoctase was provided by Geneni-Risbech (Crech
Bepublich. The time-lompemipe profile used in the “fmst” mode
was; B5°C for 20 5 40 tmes 95°C for 3 5 60°C of 3005, The
relative expression mibio was then cakoulated from the ACE. and
A vy VillES 05 described previously,"
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Fogus 1 Changes in [ver contents of cholesteral in) and trighyosrdes
bl in contsed and oholestatic snimals. The ver content of chofestend
erd TAG was moreased by cholestass. Low dose provestatin prevented
cholestmral hepats soccumulstion duing cholestesis.. B0, bils duct-
obstructad; B00-P1, bils doct-ohstucted with 1 mgfly prvastatin
fresiment; BD:0-PE, bie duct-chstrucied wilh & mgfhg prevestatin treal-
mei; 5h, sham-opansted; ShFS, shem-opamsted with b mpfog proves-
tatin ireatmient. Dme expressed &x mean T stendand sror of the mean
ISEMI {n= G m =sch groupl. Sgrricantly different from corirol value
*P<lD8, "*P<0ll, **"F«0001l Sgnificantly dffessrd from
untreatad SO0 arpmals F < (.05,

Statistical analysis

Faperiments were carried out on six animals per group. All expen-
mental datn are expressed as mean = SEM Differences between
experimental and comtrol values wene assessed by one-way anova
Foflowed by Tukey's post o st of paired @-test using GraphPad
Prism 50 software (San Diego, CA. USAL A value of P« 05
was consadensd statistically significant

Results

Biochemical parameters

The Eives content of triglyeerndes and cholestern] was increased in
B amimels (Fig. [abi The sdmimisteation of pravastio pre-
vented @ cholestasis-induced rise in cholesterol conteat without
influence on the liver TAG (tnglycenide) conteat. Obstraction of
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Pravestatin end cholestasis

Tebla 2 Piasma lver biochamical tesis m sham-opemted and bile duct-obstnictsd mis with and without greaysstatin treatment

Sh EDO Sh-PE BEDO-PE BOO-P1

Total bifrubin ph 21 +=03 54 + A 3vee 26=13 BF =3 8+ 40
Canjugatsd biirubin kil 20=0 e - L <017 )= g vt 12 = L1
Total protem (gl £ =08 48 1.2 &4 =23 7=14 B0+ 12
i (L =04 B=10 =14 /=16 B +0E
Chalesteroi imld) 11 =01 L} 032 12=00 22 = 03 21 xoa-
Tnghyoendss imi 1.3+ 056 07 =01 E =07 0E=01 DE =01
LOL cholesteral Imbd] 02 =00z 08 £ 0ire- 0.1 =002 06 = 03" 1= T g
HOL choiesierc] mi ag=0 12z02 D=0 07r=42 L1071

Viahuss are means + SEM (ne Bl Sigmifoanty different from control sehe [* P D05 **Po000; ***F < 0001 Sgnficanty difensnt from BDO

walue PP 06 #F . 001; BF- 00000, fLimet of detection.

BO0, bie duct-cbs tucted, BDO-PT, bils doct-cbstructed with | mgfig bow prevastetin seastment; BDO0-PE, bile dud-ohstrucied with 5 mgig bow
pmvasiabn testment; Sh, sham-operated; Sh-PE, shom-opersted with § mg/kg bow. pravastatin treatment.

Figura2 Bil= fow rmie & toml bis sod
{TBA} biliory excreton thi, chalssiercl bibary
excemtin Icl and plasmia conoenbetions ol
bie aoid idl detected upon jecaralemtion ol
bife duct duning N Wvo clesmarce study. BOC.
bie ductchstructed; BDO-P1, bils doot
obstructed s with | mphy prvastatn
treatment; BDO-PE, bis duct-obatructed rts
wrh Emgfg proavestatin: beatment; Sh,
sham-operaed; Sh-FE, sham-operaied wiih
5 mgilg prevastatn ireatment. Yalues ane the
mesn + stenderd eror of the mean (SEM
in=& m each groupt Signiicantdy diffensn
from  shemopersied ammets [P o 006,
@001, ***P<0001L Significanty dif-
fererst - Fromn  imErested EDOQ ammalks
1P o D05,

ihe bile duct 1o untreated animals caused elevation in plasma
comcentrations of bifimbEn, conjugated bilirubin, cholestersl and
LDL chodesteml when compared o the wntreated sham-opernied
group  (Table ). Provasiatin treatmend did not influeoce any
parmmeders in the control animals. The sdmindstomtion of poyasts-
tin | mefkg bew. to B0 animabs meduced the plasima concentm-
teoms of bifirubia and bile 2cids (Table 2. Fip. 2d, respectively.
In controst. treatmend with provaststin 5 mofEg significantly
increasad the phsma concemmiions of the todal and conjugated
hlirubin. even when compared to the B groap. Provasiatio in
cither dose did mod significantly madify BDO-anduced incresses in
cholestersd Jevels (Table 2).

Liver mRMA expression
The obsinscticn of the bile duct in untreated snimals Sod o o
decrease & the mEMA content of several basolateral and camnli-

cular imasporting proteins, Nicp, Oatplal. Oatplad, Mrp and
Bsep, compared to those of shum-cperted rals (Table 31 The
mBEMA expression of the efflux. transporters, Mdrlb, MdeZ, and

Joara of Garoeniormiogy ana Hepsbology 26 (01T Thad- 1551

5P BOO-I'S BO0-

Mrpd, was wcreased. In BDO onimals, pravasislin sdmimisineion
farther reduced the mEMA content of Mep2, Ugtlal and Oatplad.
This reduction was mare apparent with the: lower pravastatin dose
(1 mgikg)

Regarding the liver mRNA expression of geses relevant for
cholesieml homecsiass. we detecied o reduction of CypSbl.
Abcal, Abcg5 and Abcgl: be indoction of the LN moopton
CypTal; and Hmg-Cod reductsse in untreated cholestatic animals
compand o the sham-operded proup (Table 33

The tresbment of B0 animals with pravastatin cassed dhe
downregulation of Cyplal, Cyp8h], LDL recepior, Acat? and
Hmg-CoA reductase compared to untrested B0 rats. Molably,
the adminstragon of pravastatin © sham-cpembed  amimals
increased the expression of M2, Mrpd, Bsep, Ontplad. CypTal_
LD and CAR moepiors. The expression of ibe main tmascripiion
foctors CAR and SHP was increasad by cholestasss (Table 41, buk
the administration of pravastatin reduced iheir levels a5 well as
those of FXR, snd HMNFle The liver expression of LXRo
MAlo. and SREBP-I was incressed by prawvastatin in BDO
anirmls.
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Table 3 Aelzinve expression of genes invohkesd in iver bile acidicholesterol homeostasis and’ lver dnog transport m sham-operated and bile
duct-ghstructad rats with and without pravesiabn trestment. Dats presented as 2 paroendage of cantmd veives measured n sham-opemied wnireated
sninals which were {sken as 100%)

EDO Sh-P& BEMO-PR BOO-PE

Mm2 53 * 16 150« 17" Hl-=+g**t B =12
3 1800 + 240%=* 110 =17 1600 = a0+ JAD] + ZL*eE
Kimpd BO = 1B 10 £ 32" Rz7 BT tE
hidrla 120 =23 110 =12 100+ 12 118 =15
hidrlk 200 + BTt T80 =420 B100 = TROO""~ B0 + E30*"*
Ktop a0 =g L BLUE 4] o T M+ ¥
Be=p TB+E 30 - 33 & B 153
Datplal a9 + B** 130 =12 ah . 48 + BT
DOatp Tt BF =11 LR T 4B * B° B+ B
Ligtlat 12028 120 = 10 7L Bt B8 = 11
CyoTal 920 + 190" 200 = 36" B0 = GO 430 + B0
CypBhbl 16z 3+ e 2 R L B Fr 1=
LDdr 140 = 11 180 = 28* oo = 12 Bq = 52
Sebl o3+ 12 k=M Bz 12 a+n
Bhoal 37z " 13019 Bz T4 4
Bhogh 1+ S et 96 =29 LLBE S 0« Fe
AhcgE 12x2% 12 =29 \=E 124"
dde2 1890 = 24" 2 200 = 274 + 270"
Hmg-Cad red 200 + 33* 85+ 17 130 = 30 o2 + i
LL iy 110+ 20 82 =12 B3 + jv= 48 x e

Values are mesns + SEM (n= &, Significantly diferent from control value ©F < 008 **F<D0T; ***F < LODTL Significansy differsnt trom 800
valus P UOE; "Pe 01; P = 00011 BDO. bie duct-chmtructed; BOO-P, bile doct-chatructed with T mofeg bow. provestetin treatment; BDO-PS,
bile duct-cbstructed wath B mghkp bowe pesvastaim treatment; 5h-PS, sham-opersted with S mglg bow proveststin trestment. Abceal, ATP-binding
memsetie transparter al; Ahoghl, ATP-hinding cassetie sub-family G member 68, &mat?, acyl-ooenryme &: cholester| acyliranstemse 2; BDO. hile
duct chstructior; Bsep. bile sak sxpont pumps CypTsl, chaolesteral Taiphe-hydrorgass; CypBbE ., steral | 2asiphahyd mayiase; Hmg-Cod red | kydimooem-
ethyighaany| coenoyme A reductase; LDLT low-density ipoprotein receptor; M maindrog resistence protein; Mip, muitidnog ressenpe-aooosted
proten: Mtop, Ma'aurocholate ootrensporting poiypeptde: Datp, coganic snian tmnsporting pohypeptide; Sr-bl, scovergsr meoepior cess b1 Ligt1al,
LD Pghourmnosyitansferase 1al.

Biliary excretion of bhile acids and cholesterol
Whilz bifz duct obstruction (BDN and BDO-PL) increased the hile

conlemporary reduction of bile dect obstruction-induced increase
in the bube fiow mte, with the exception of cholesinbc amimals with

flow raie compated 1o controd (sham-opersted) values, the higher Wi pies o yeintade.

dose of provasintin (BDO-P5) wos associaled with o significant

decresse in the bile flow rle compared o unbrested BDO ansmaks . :
Discussion

(Fig. 2ak. This complied with a decrease in the bilisry excration of

hile acids in BDO-PS animals (g Ibl. In contrsst. sham- Ty gndy, for the first time. demonstrates tha the administration

operated animals pre-treated with provostatin. iniially exered o
higher bile production and higher bile acid hiliary excretion then
mtresied coafrols. The biliory excrotion of cholesterml was
increasad in BIMD animals and in pravastatis-tresled comirols
(Fig 2c)h. While lvw doses of pravaststin did nol chanpe the
parzmeders, higher doses of the dmg significantly reduced choles-
terol hifiary excoedion.

Blood-biliary barrier permeability

The biliary excretion fatio of melibiose and rhamoose was
increased throaghout the whole experiment in all cholestatic
animalks, wrespecive of the provasiatin dose  ndmisistered
(Fig. 3b). Neverheless, all cholestatic animals demonstrated o
progressive reconstituion of the barmer peomeshility after removal
of the biliary cbsimciion, as demonsimbed by the cootiomal
deciease in the supar mtio. The reconstitution was sssocinled with

of provaststin in o clincally rebevant dose of | mekg to rats with
obstructive cholestasie, modulated the liver exprossion of severnl
key executive and repalafory mefecules controlling the liver
homecslases of bile scids and chilesterol

The intraceliulor accummlstion of hile ackls dunng obstructive
cholestasis activates s defensive response, which i= based on,
mainly. the FXR-medisted downegnlation of basolateral oplaks
imesporiers (e.g. Nicp), and the upregulation of efftux tmasporteos
mnd phase 111 enzymes." We saw the same changes in the BDO
group, which formed a reliable mtionals for the evalumtion of ibe
pravastsin effect in our model of cholestasis. As shown in Table 3,
the positive eduction of bile acid plasma concentrsipas by low-
dose pravasiatin may be siinboied, maimly, to their redoced syn-
thesis throuph the diect blockade nnd the downregulation of Himg-
CioeA reductase, but, also fo the downsegalation of two major bike
acid-synthedc enrymes: CypTal aed Cyplbl. In agreement. roised
hile acid levels in plasma weme seen im provastsin high-dose
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Tabla 4 Relsines expreszon of nuckssr recaptar ganes involved m bves
biie.noid!cholestesod homecstass reguistion. in sham-ooerated ond bde
duct-obstructad mts with and without prevastatin tressment. Dt pre-

semied &5 8 perceniage of control walues Im d in sharrop
untreatad anmals wich wese tsken as 100750

BDO ShPE BOO-PE BDO-P1
FXR 130 =26 140 217 =R b B+ B
FxR 110 =18 40 =21 76+ 10 04 =14
CAR 260 = 64* 24D £ G4* 110 £ 29 96 = §'
L 120 =1 14411 10+ N 8= 11"
SHF ESl=100" 17Dz 4E TEQ =43 I-= 429
SHEBR-2 100 =11 130 £ 17 BE + Tt 73 £ 5"
PPA R 150 = 20 180 BB B0+ G***  JEQe2]eceH
HMF T el =33 o= 14 B3 £ E* BS = g™

Valoes &re means + standard eror of the mean SEMI s =81 Signifi-
camly difersnt  from conbtel e [P o008 *ftPa000;
Beape OO0, Sgnficently difersnt from BDO ek (P2 0005
"Pa0.00L BOO, bde duct-obstucted, BOO-P1, bils duct-obsiructsd
with | mgikg bow. pravesmtn eetment: BDO-PE, bde duct-obstructsd
wih § mighkg bow. praveststn trestment; Sh-PE, sham-opersied with
Gmglkg b.w. pmwvasiabtn trestment. CAH, constriutive  endmstane
recepios; FXR, famesord X receptor, HWNF 1o, bepeiooyte nudheer facion
T L¥Fin, bvmr X recepice ap FPARR, parcasome prolferstoractyabesd
receptor o; FXH, pragnane X receptor, SHE. short heterodimer© partner;
SAEEP-Z, sterol reguiatony sement-binding propen 2.

admanistered choleststsc snimaks where downregulation of both
enzymes was ook seen. Moreover, the ahildy of pravasiatin to
derectly infihit Bsep was alse recenly described.’ the major
canaficular transporier for the biliary excretion of bifz acid.™ This
may explain reduced hike acid bifisry excretion and bile flow mie
upan release of bile duct obsimcton in BIDO-PS animals. Impor-
tnmtly, poried Ki of 163805 pM for inhibition of Bsep by prav-
astatin' indicotes a significoni scoumupdntion of the dmg in the
high-dbose treated cholestatic group. Dhespite no existing shady
shout pharmacokimetics of any statin doring cxirshepatic cholesis-
sis, indirect data indeed sugpest sgnificant increase in pravasiatin
plasma concentraiion in bile duct ligaied mds™ and in Mrp2-
deficient TH-rats, the penctic model of intnihepatsc cholestases. ™
The pivedal position in the regulation of bile acid liver process-
ing plays their trpet FXE mosptor and its dewnsiream SHP,
irducad wpon FXR activation during cholestasss and. o lurm,
blocks the expression of bile acid synthelic enrymes.” The slrong
imcrease in SHP amd ihe reduction of CypEh)] saen in oar untrested
B group supports this concepl. Interestingly, pravastsiin was
ahiz o educe the FXR expression in cholestatic animals, which
was also reflected by the downrogulntion of SHP. These findings
correspond with the same redoclion seen m the expression of
FXR-sensitive Mrp2 and Ugtlal. Although these dats indscate the
influence of pravasiatin cn FXI receptor expression. they canaot
explain the ppregulation of Bsep or te downregalation of Cypal
in trested cholestntic rats. The contribotion of other Bctors is
spporent. Indeed, Se0 ef ol recently demonstraied pravasiotin-
mediated activation of PPAR@® the noclesr receplor inducing
Mdr2, the principal phosphofipid canalicalar . and
repressing Cyp7al." Despite the Fact that the direct link must
further studied. our finding of increased PPARo and Mdr2, and
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Bile flow rate {uLimin)

10 : . Y
30 80 G0 120 150 180
Tiamie (ming

0.6+

MelibloseiRhamnose BE ratio

¢ 83 %0 120 150 180
Tirme [min)

Figued Timedependsnt changes of bie Tlow rates (ol and ther ratio
of melbossithamnoes mho b, the marker of blood-blimy boeriss per
maabifty daring in vivo dearmnce study. BOOD, bile duct-obstrunted;
BOO-PT, bile duct-obstructed sats with 1 mgikg pravasiabn treetmeant;
BON-PE, bile duct-obstructsd meis with 5§ mgfig prasiotn reatment;
5 shamopemted; S-S, sharmropematsd with Emghg prevestatin
tregtmen. Valess are the. mean = standand armoe of the mesn ISEMD
[n =& i mach groupl. Sigrificanty difierent from sharmopsmesd snmals
[*F=< 005 **P<ED1, ***F<0O01. Signfcantly differem  fom
untrested 00 sramals 7.2 006, P 001, HP-00010 <8 Sk
& go0; ¥, soo-pt, -l Boo-rs - ShEs
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Prawvaststin and cholestasis

decreased Cypial expression, indicales the comrbabon of
PPARG to the BA-reducing offect of low-doss pravastatin doring
cholesiasis.

The predictable bopatic effect of statins in noa-cholestatc sob-
jects i the blockade of Hmg-CoA retectase. the rate-Timsting
enryme in liver cholestersd synthests. and 1he increased expression
of LDL meceptors, This effect is medisied by the educed ver
coalent of cholesterol and oxysierols which, in turn, activate
SRERP-I. the principal tmascripion factor for apregalating the
enpression of the LD recepior. uliimately leading io the increasad
clearance  of cicculaing LDL-cholesierol = Activated LINr
axpression and 3 endency towands the reduction of plsma LDL
cholesierol lewels in our provasiatin-treated control group, indi-
cates proper dose selection of the dnag in this experimesdal moded.
Lack of reduction in cholesters plasma levels in controd animals
meoeiving pravastatin was formerdy seen slso by others. and B
ascribed (o increased Bpoprotein syithesis in the liver and their
increased secration ™

Amn increase io bilary cholesierol efflux was eponed dering
thie provaststin therapy " The mie-limsling medecules for biliery
cholesterol excredion are heterodimenc tmesporier Ahcgh!Abeg
localized on the camalicular membrzne of bhepatocytes ™ Bacent
daty also indicate that WMde2 2 snd Sr-bl ™ the receptor for HIN.-
chalesterod liver uptake, may be pecessary for cholesterol excre-
tvon imlo bile. Accondingly, Kamisako of al. assioped the incresse
in cholesterod bilisry cxcrefion after high dose pravastatin admin-
istration (0. 1% pravastatin in diet, agual to approsimately &0 mgf
kz) in healthy amimals to the indoction of AbegSiAbcgS and
M2 ™ The lower doses usad in our controls may explain why
we did not detect chonges in the expression of these tmnsponies.
However, significant induction of cholestersd baliary sacretion in
our treated controds 20d 0s reduction in BINO-PS supgest another
mechansm. Indeed, severl amibors recently demonstrated thad
modilation of cholesteml biliary excretion is not necessarily
associated with changed expressicn of these transpones ™
Oude Eiferink of af = showed that the main driviag force for the
secredtion of cholesterol inlo bile & biliary secretion of bile acids.
We, therefore, hypothesize thal changes in cholesierol bilisry
oucmetion o our sidy are atiriboiable to the commespooding
decmease (BDO-PS group) or increase {coatrol pravastatin grouph
in bile acid biliary secretion snd bile Bow through modulaion of
Buap.

Hypercholesterodemis and Hver scoumulation of cholestensd is o
well-kmrwn symplom sccompanying extrshepatic cholestass ™
Interostingly. heputocyies parsdoxically increase thie expression of
synthetic Hmg-CoA reductase,™ sprepulate influx LDLr and
downregulsie exporting Abcal, AbcgS. and Abcgs ™ The reascn
for such chanpes is anknown, but newly symthesized cholesterol in
lhe liver might even be o key determinant of increased plasma
cholesterod during obstructive cholestasis * Our dma, for the firs
time, demonstrole that provastabin may seduce liver chofesternl
coatent during cholestasis. even theough complete obstrction of
the bile duct This finding indicaies the influence on chofesterd
synihesis and transport ot the basolateral membrane. Indead, s
sham in Tahde 2, the pravostatin liver cholesterol-lowering offect
may e related to the decreased expression of Hme-Cod seduoc-
tse, and LDLr Maoreover, the cholesterod roverse expon from
hepatocyies may be eshanced by increasod fevels of the Abcal
tramsporier. These changes are in spreement with increased LXRo

G Kalouohova etal.

expression ond the downregulation of SRERP-2 detected in
pravaststin-trested chofestatic animals, which indicates that the
madufated transcripion of nuckar moeplors  themselves s
imvaived in pravastatio effects during chalestasis. Similarly, cho-
lesterol imtmcellutar estenfoation and sequestration may  be
decreased doe bo the redoced expression of Acat-2 and its reguls-
tory HNFlo meeptor.

A blood-biliary barrer is Formed by tght janction mterconmsec-
thoms of hepatocyles, and proventing the parsceflolar regurpitation
of bifiary solutes.™ During extmbepatic cholestasts, the inepnty
of the harrier is impaired with altered exprossion of their key
midecular components " This iz associaed with 1 lesknge of the
solates from hile to hlood nnd vice versa. ™ As a marker of blood-
hilery barrier permesbility, we msed the ratio of melibiosef
rhamarse beiary excredion, which sensitively increases dunng
acuie chodestasiz. " O present dats indicate that the blood-biliary
hamrier becomes forther impaired along with the incressing dom-
tinn of cholestasis: Release of the bile doct obstruction i then
sanociated with o progressive improvement in barréer permeability,
which may reflect a decline in intrabilary presse " The impor-
tamce of the barner contnbution (o the bile formation process was
indicaied by increased bile production Bnothe BDO and the
HDO-PI groups, despite the slighily medoced secretion of bile
acids. and by the same dynamics of change in bile prodoction 2nd
o -bilizry bammer permeabdlity (Fig 30

In summary, our data provide evidence that the administratson
af pravasiafin o chokestate rats downregofales the expeession of
regnlatory muclear faciors FXR. CAR, and SRERP-2, and uprenn-
lntes the LXPx, and the PPARe meoepiors. The corresponding
reducticn in the exprossion of bile acids and chedesierol synibetic
enzymes (CypTal. CypEbl and Hmg-CoA reductssel, reduced
LDMLr for cholesterol Bver opeake; reduced Acai? for intraceliular
cholesterol sequestration: and increased Abcal for reversad cho-
lesterol rensport back o plasma may be stertatabés 1o the shility
of pravasiatin io redsce the concendmtion of plxsma bile acids and
liver cholestersd levels during obstmctive cholestasis.
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Aims: Toevalusate iren biochemistry and contributing liver mechanisms during obstroctive cholestasis and
pravastatin treatmant in rats.

Mau methads: A rat model of cholestasis induced by bile duct ligation [BOL) was used for the study. The de-
tection of iron and the expression of relevant molecules were performed one week after surgery in the con-
trol and cholestatic animals after treat ment with either saline or pravastatin (1 mekg/day).

ETE:" Key findings: Saline-administered BOL rats showed, incomparison to sham-operated animals, a significantin-
Chiletanic crease in plasma iren concentration, increased liver protein content of hemse coymenase-1 (HO-1) and a de-

Tait cling in the expression of hepcidin. Fernoportin 1 expression was increased with a simultanecus reduction in
intrahe patic iron concentration. The administration of pravastatin to BOL animals attenuated proliferation
changesinliver parenchyma, prevented HO-1 induction, restored hepatic miNA hepoidin expression tooon-
tral levels and induced the axpression of ferriting transfermin receptors (TFR1/2] and divalent metal transport-
er-1. This was accompanied by an increased content of intrahepatic iron when compared to the BDL animals
and a reduction of hyperbilirubinemia

Significance: Cholestsis-induced Increase inplasma and decrease |n hepatic iron leve s were associabed with up-
regulation of liver HO-1 and ferroportin 1. Pravastatin alleviated cholestatic liver impairment and raised liver

Hepidin
Fermapartin 1

imen content by modulation of heme catabolism and an increase of hepatic iren uptake and srage capacity.

L2011 Elsevier Inc All rights reserved.

Introduction

Iron playsa key role in essential biological unetions including axy-
gen transport, mitochondrial energy metabolism and deoxynuclestide
synthesis, The principal Gssue that regulates iron turnover in the body
is the liver, specifically hepatocytes (Munoz etal, 2009}, whichexpress
several executive and regulatory molecules. Frst, theiron s takenup by
hepatocytes, mainly as a complex with transferrin via specific receptors
TIRT and TIR2 (transferin meceptor 1 and 2} Intracellular imon is then
stored in the eytosol as fervitin, the main ron storage protein responsi-
bie for the maintenance of cellular free iron balance. Ferritin provides a
source of iron for synthetic reactions, but also serves asa delmce mech-
anism against free mdical formation by binding free iron that is not
nevded for immediate metabolic wse (Barbeito et al, 2008 ). The export
of imon from hepatocytes mediates ferroportin 1, which s sensitively
regulated by hepadin (Yeh et al, 2004). Hepadin is secreted into the

* Correspanding suthar at: Depatment of Phamasomiogy, Chales Lniversity in Prague,
FarultyoMedicne in Hrad e Kralove, Simkova 870, 500 38 Hradec Kralove Grech Republbc.
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blood sxcdusieely from hepatocytes in response Lo increased liver imon
levels or inflammation (e Domentoo et al, 2007 ). The binding of hep-
cidin to ferroportin 1 results in the intemalisation of Ferroportin 1 and
the loss of its function. Consequently, imon absarption through entero-
cytes, and iron release from hepatocytes and macrophages, is mduced
[ Papanikolaou and Pantopoulos, 2005 ),

In contrast to the exceptional contribution of iron to physialogical
[unctions, an excess of free iron may induce toxicity, based on s ability
to catalyse the generation of free mdicals which attack cellular macm-
maolecules and promote tssue injury (Galars and Pantopoulos, 2008].
Recently, the alteration of iron homepstasis was demonstrated during
obstructivecholestasis | Perete, ctal, 2006}, a status which typically im-
poses Tver inury through the generation of free radicals | Aksu et al,
200} Although the impact on hepatic executive molecules is still un-
known, Huang et al, (2009) have demonstrated that the accumulation
of bile acids during cholestasis down-regulates hepadin expression in
the liver through the inhibition of IL-G-induced STAT3 (signal transduc-
er and activator of transcription 3} phosphorylation. Momeover, the re-
duction of hepatic ron concentration by phlebotomy, porformed afier
bile duct ligation in rats, has been shown o attenuate cholestatic lver
damage (Perete et al, 2006 1. Taken together, an understanding of iron
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homeostasis in rats with comimen bike duct igabon may unveil another
mechanism, which could be modulated in order o alleviate liver injury
caused by extrahepatic cholestasis.

Thee aim of this study was (o evaluate pathway changes involved in
lron liver processing during obstructive cholestasis in rats, In addi-
tion, pravastatn was administered to separate groups of cholestatic
animals. The rationale was that statins - HMG-Cof reductase inhibi-
tors - repeatedly demonstrated a protective anti-inflammatory and
anti-oxidative influence during cholestatic lver mjury (Awad and
Karmel, 20010; Demirbilek et al, 2007; Dold et al, 2009; Trebicka et
al., 2000} Pant of this effect s ascribed o their ability to modulate
heme oxy genase-1, the rate-dimiting engyme for heme degradation
and free iron release (Muchova et al, 2007; Peterson et al, 2009}
However, the modification of iron liver processing during cholestasis
by any statin is unknown,

Materials and methods
Muoterinks

Pravastainum sodium was purchased fom Sigma-Aldrich (50
Louis, MO, USA). Primary rabbit and mouse polyclonal antibodies
were obtained from Sigma-Alddch (5t Louis, MO, USA} and from
Abcam (Cambridge, MA, USA) As the loading control for Western
blot, rabbit polyclonal f-actin antibody was purchased from Genetica
{ Prague, Czech Republic). Horseradish peroaxidase-linked sheep anti-
mouse and donkey anti-rabbit immunoglobulin G were purchased
from GE Healthcare [Prague, Caech Republic), All other reagents and
supplies were obtained from Sigma-Addoch (50 Luis, MO, USA} and
Bin-Rad Laboratores (Hemules, Ch, USAJ, respectively, and were of
the highest purity available,

Animuols

Male Wistar rats (Velaz, Ceech Republic ) with an inital weight of
260-290 g were used throughout the study. The animals were housed
under controlled environmental conditions ( 12-hour light-dark cyecle;
temperature 22 4 1°C with commercial food and water reely available,
All experiments were performed in accordance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals published by the U5, Mational Inst-
tutes of Health (MIH publication, 1996} and under the supervision of the
Ethical Commuitter of the Faculty of Medicine in Hradec Kralowe,

The rats were divided into three groups (n=456 in each group):
Group 1, contml rats (Sh, sham-operated treated with saline);
Group 2, bile duat-ligated mts treated with saline (BDLY: and Group
3, bile duct-ligated rats with 1 mgikg bw. pravastatin treatment
[BOL-P1). Chronic cholestasis was induced by bile duct ligaton
[ BOL} over a seven day period. Briefly, in rats under general anaesthe-
sia (pentobarbital sodium 50 mekg bow. ip.), the abdominal cavity
was opened and the common bile duct was exposed and hgated,
The BOL-P1 group received 1 me'kg bow. of pravastatin Lp. once
daily throughout the period, starting with the Arst dose 2 h after sur-
geny. The control rats were sham-operated, in that the bile duct was
only manipulated and left unobstructed. Seven days after surgery,
the animals were exsanguinated under anaesthesia induced by pen-
tobarbital (50mg/kg boaw.} and omgans for subsequent evaluation of
ex pression, together with plasma samples, were immediately frozen
in liguid nitrogen and stored at — B0 "C untl analysis

Anahytical proced ures

The concentrations of bilirubin and iron in plasma and the activity
of ALT [alanine aminotransferase} in plasma were measunsd on Cobas
Integra® 800 (Roche dagnos tics, Mannheim, Germany ) according Lo
the manufacturers instructions, The total bile aod concentration in
plasma was determined using an analytical commerdal kit from

PLIVA-Lachema with a UV-VIS spectrophotometer PharmaSpe: UV-
1700 [ Schimadezu, Japan}. The iron content in the liver was also mea-
sured Samples were dried and, after a woling period, they were
welghted and digested by microwave digestion with nitdc acid and
hydmgen peroxide. The imon content was determined using graphite
furnace atormic absorption spectrometry (Unicam, Solaar 959, LK.

Westem bior

The livers or splemns (200 mg) were minced in an ice-cold buffer
{1 ml} (25 mMTRISHQ (pH =76, 0. 1% (w)w) TRITON-X), containing
0.5 pe/ml leupeptin and 50pg/ml benzamidine and were homogenised
with MagMA Lyser [Roche Diagnostics GmbH, Gemmany) 2305 at
G000 rpm. Supernatants were obtained after a 10000 g centrifugation
at4 “C for 10 min. Plasma was apphied for the assessment of transfernn
expresston. Muclear fraction for the assessment of pSTATS expression
was obtained by homogemsation of lver (200 mg) m an ice-cold Ripa
bulfer {1 ml} contaming protease inhibitors, Pellets obtained after the
fist centrifugation (4 °C 10 min, 1000 g} were re-suspended ina buffer
containing 50 mM HEPES (pH =74}, 0.1 M KO, 3 mM MgCl, 1 mM
EDTA, 10% ghyceral and protease inhibitors. Supernatants were obtained
after a 17,000 geentrifugation at 4 °C for 20 min. The protéin concentra-
tion was determined with a BCA assay | Pierce, Rockford, 1L, USA} and
samples were stored at — 80°C. Homogenates (100 pg of proteins)
were separated by SD5-PAGE on G25% (for translerring, 7.5% [ [lor
TIR12, DMT-1 ), 10% (For HO-1, PCNA - Proliferating cell nuelear anti-
wen, wSMA - alpha-smooth musce actin, hepading ferritin and 11-6}
and 15% (for TGF4 ) polyacrylamide gels, After the proteins were Lans-
ferred toa PVDF membrane (GE Healthcare, Prague, Ceech Republic), it
was blocked for 1 hwith 5% non-fat dry milk in Tos-buffered saline con-
laining 0.05% Tween 20 (TBST). The membrane was then incubated
with primary antibodies for 1 h at the following concentrations: trans-
ferrin, ferropartin 1, pSTATS, HO-1, PCNA, (eSMA, IL-6, ferritin, hepeiding
TR, TIR2, DMT-1 and TGF at 1:10000, 1:1000, 1: 1000, 1:1000,
1:5000, 1:1000, 1:2000, 1:1000, 1:1000, 1:1000, 1:1000 and 1:500, re-
spectively. It was washed four tmes with TBST, and incubated for 1 h
with a peroodase-conjugated secondary antibody al the fallowing con-
centrations: transfernn, feroportin 1, pSTATS, HO-1, PCNA aSMA, IL-G,
ferritin, hepeidin, TIRY, TIR2, DMT-1 and TGF43 at 1:10000, 12000,
122000, 1:3000, 1:B000, 12500, 1:4000, 1:2000, 1:2000, 1:2000,
1:2000 and 1:1000, respectively, After washing the membrane
four tirmes with the TBST buffer, a chemiluminiscence process and the
guantification of immunoreactive bands on the exposed Alms were
carried out as described previously [Breakova et al, 2009}, The equal
loading of proteins onto the gel was confrmed by the immunodetection
of P-actin

Real-tme guan bt RT-PCR

The examination of gene expression was performed by gRT-PCR as
described previously [Breakova ot al, 2009} on 7500 HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA). RNA was iso-
lated from liver tissue samples using TRIzol meagent [Invitrogen, USA )
and comverted into cOMA via a High Capacity cDMNA reverse transrip-
tion kit ( Applied Biosystems, Foster City, USA)L 30 ng of cONA was load-
ed into reaction performed in triplicate. The amplifications were mn
usng TagMan® Fast Universal PCR Master Mix and pre-designed Tag-
Man® Gene Expression Assay kits for the following genes: ferritin
(RnO0B21071_ml}, ferroportin 1 (RnD0391197_ml), Tansferin recep-
tor 1 (Rn01474701 _ml), Transferrin receptor 2 (RnD 148 1694_ml), Di-
valent metal transporter-1 (DMT-1, BnD0565927_ml) and hepadin
(RnO0584987 _ml}. All were provided by Applied Biosystems | Foster
City, USA)L The time-temperature profile used in the fast’ mode was
as follows: 95 °C For 3 min; 40 times: 95 °C for 7 5, 60 °C for 255, For
normalisation, two reference genes were selected using the geNarm
accarding to (Vandesompele et al, 2002 ). Gapdh (4352 338E, Applicd

tion of hepatic irun metabelism induced by pravastatin during ohstructive cholestasis
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Biosystermns, Foster City, USA), and Ywhaz (r¥whaz_Q1, GENERI BID-
TECH s.r.0., Hradec Kralove, CR}. Briefly, the expression ol data was nor-
malised by the geometnc mean of Gapdh and Ywhaz expressions,
Finally. the mlative expression between control and alfected groups
was determined by the companson of nommalised data.

Liver histolo gy

Livers were collected Immediately after death and ficed in 102
neutral buffered formalin, To evaluate microscopic changes within
the rat livers, light microscopy of hematoxylin-sosin stained liver
sections was performed as described previously | Micuda et al., 2007 ).

Stetistoel anelysis

Experiments were carried out on sixanimals per group. All exper-
imental data are expressed as mean 4 SEM. Differences between cx-
perimental and control values were assessed by one-way ANOVA,
followed by Tukey's post hoc test or the unpaired t-test wsing Graph-
Pad Prism 5.0 software [ San Diego, Calitornia ). Avalue of P< 005 was
considered statistically significant,
Results
Regl-time guanitetive RT-PCR

The mBNA levels of all evaluated genes in the liver are shown in

Fig. 1. In the BDOL group, there was a significant ncrease in the
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expression of ferroportin 1 to 1802 and a decrease in hepeodin ex-
pression to 37% as compared with the control group. The treatment
wilh pravastatin caused a mestoration of hepadin expression, and sig-
nificant elevation in ferroportin 1 (to 650%), ferritn (Lo 180%), TIR1
[to 330%), TIR2 (to 170%), and DMT-1 (to 1500%) expression in the
liver compared with the control group,

Western blot

Liver protein expression of ferritin, TIRL, TIR2, and DMT-1 was
unchanged by cholestasis but increased in BOL-pravastatin animals
when compared with BOL group [ Fig. 2} Ferroportin 1 protein ex-
pression was increased by cholestasis but slightly decreased in trea-
ted BOL-P1 animals (Fig. 2b). The nuclear expression of pSTATS was
increased o pravastatin-treated BDOL animals compared o the
untreated BOL group (Fig 2e}, Furthermaore, we detected increased
protein levels of PONA, IL-G6, «SMA, and HO-1 in the BDL liver
[Fig.3 L. The administration of pravastatin to the BOL animals attenu-
ated induction of these molecules. The increased HO-1 protein con-
tent during cholestasis and s reduction in pravastatin-treated BDL
rats was also confirmed in the spleen (Fg 3f). The expression of
TGF-4 was not altersd in the experimental groups as compared o
the sham-operated animals (Fig. 3d ).

Iron bipchemisiry

Iron plasma concentrations and transferrin saturations were in-
creased in the BDL animals [Fig. 4a, bl The administration of
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Fig. 1. mRNA expressian of genes inval ved m ion ha mecostasis determined by gRT-POR as desoniBed in Methads. 5h, shan- oper atsd ; BOL bile duct-lgated ; BOL-P1. bale cuct-Tigated
with 1 mg'kg mravatatin beatiment. Dala are expressd 26 mean + 3B [n=»0 in each group ). Significantly different Fom contrai value ["P<0U05, *P< 00, ***P= R0 L Signif

icantly different from BDL vahue [TP<0.05 F1 P00, 1P 0011
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pravastatin to cholestatc rats did not influence these changes but in-
creased total iron-binding capacity (Fig. 4¢ ). Importantly, while hep-
cidin liver production and plasma levels were reduced in BOL rats,
pravastatin administration led o increased hepodin plasma levels
in cholestatic animals ( Fig_4e, [ Hepatic ron concentration was de-
creased in the BOL animals when compared with the sham-operated
rats, and pravastatin prevented this reduction (Fig, 5a). When the
liver iron concentration was recalculated to liver weight, the whole
liver content of iron sull showed a tendency towards reduction in
the BDL animals | Fg. 5h). Pravastatin raised the whole liver iron con-
tent above control, and untreated BOL valoes,

Biochemiconl pergrme e

The mfluenee of cholestasis and pravastatin administration on
liver function, as evaluated by serum biochemical tests, is sum-
marised in Table 1. The BOL in untreated animals caused an elevation
in serum concentrations of bilirubm, conjugated bilirubin, and ALT
when compared 1o the sham-operted group. The administration of
pravastatin to BDOL animals resulted in a decease of conjugated and
total bilirubin plasma concentrations as compared with the BOL

group. Increased total bile acd concentration in plasma due to bile
duet ligation was alleviated with pravastatin treatment

Liver histology

Histology revealed normal liver architecture after the sham oper-
aton in rats (Fig. 6 ). Bile duct ligation produced a significant prolifer-
ation of bile ducts with enlarged periportal areas, the distension of
bile ducts, incipient Abrotic changes and occasional fatty degenera-
tion of hepatocyles in pernportal regions. Pravastatin administration
attenuated cholestatic proliferation changes in liver parenchyma, as
also documented by meduced PCNA expression [ g 3a).

Discuss ion

The results of this study demonstrate for the Arst time that ob-
structive cholestasis in rals increases liver expression of Ferroportin
1 and the plasma concentration of iron, and decreases the concentra-
tionofiron in the liver with a tendency for reduction of ove rall hepat -
i¢ iron content. The administration of pravastatin to BOL animals
attenuated the morphological and biochemical hallmarks of chole-
static liver injury. The iron content in the liver was increased by

i rats, Cifie Sei {2011}, doi:10:1016/.1f.201 LOBD]
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pravastalin adminstration to cholestate amimals, together with the up-
regulation of molecules responsible for hepatic iron uptake [TIRI, TIR2
and DMT-1), storage (Fernting, export (fermportin 1) and regulation
{hepaiding. Modulation of HO- 1 expression by pravastatin was assocated
with the reduction of cholestatic hyperbilirubinemia.

Cholestasis causes serious hepatic distress by a combination of di-
rect toxicity of accumulating bile constituents, mainly bile acids, and
the activation of inflammaton, lron may be involved in these reac
tions because of its contnbution to the production of free radicals
with consequent liver cell damage and drrhosis (Arcezini et al,
2003; Galaris and Pantopoulos, 2008; Pietrangelo, 1996 ). However,
data about the intrahepatic content of iron in obstroctive cholestasis
are inconclusive. Histological measurements by ferrocyanide stain
showed increased stainable iron in BOL livers and the sequestration
of iron, mainly in Kupffer cells (Huang et al, 2008}, Other reparts
fail to demonst@mte differences dueto the highly variable results [ Peretz
el al, 2006 ). Our values were obtained by precise atomic absorption
spectrometry and showed the decreased hepatic coneentration of
iron, as well as a tendency toward the redoction of overall liver iron
content in BDL animals. Although there may be muliple reasons for
these discrepancies, such as rat strain factors, dictary differonces, and

variability in proliferative response in the lver, our data comply
with the profound reduction in hepatic stainable iron seen in pa-
tients with PBC and biliary atresia (Huang el al, 2006), Moreowver,
these Andingsalso correspand with the reduction in hepatic expres-
sion of the main (ron regulatory molecule, be peiding which was also
previously reported inrats and humans with obstructive cholestasis
[Huang et al., 2009},

The secretion of hepeidin is tniggered by multple factors, induding
inflammation throug h the [L-6-Gpl 30-5TAT3 regulatony pathway and
increased liver iron concentration (Munoz et al, 2009; Pietrangelo,
2011} Although the secretion of IL-6 is increased during obstructive
cholestasis, the expression of hepeidin is down-regulated. Huang et al
[ 2009) explained this contradiction in teems of the inhibitory influence
of cumulating hydrophobic bile acids on the phosphory lation of regula-
Lory STATS kinase, witha reduction in hepeidin transed ption. We repro-
duced this mechansm. The predicted increase o ferroportin 1
expression was indeed verified for the st time noour study. Together
with unchanged expression of uptake TIR1,Z this may explain the re-
duction of hepatic iron concentrations in our BDL animals, Because hep-
cidin is a negative regulator, not only of iron release from hepatocytes
and macrophage but particularly of ironabso rption from the duodenum

in rats, Life Sci (2011), dof: 10,1016 2011 08.014
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( Papanikolaou and Pantopoulos, 2005 |, the down-regulation of hepo-
din may increase iron absorption during cholestads. This hypot hesis
suppors the observed marked increase of plasma iron concentration.
In agreement, the increased duodenal expression of transporters medi-
ating iron absorption, DMT-1 and lerroportin 1, was observed in drrho-
si [ Stuart et al, 2004). Nevertheless, this eventuality necessitates
further elucidation.

The attenuation of cholestatic iver injury by statins has been dem-
onstrated for several members of the group, and is currently ascribed
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to the ability of these agents to mitigate inflammatory and fbrotic re-
sponses in the ver (Awad and Kamel, 2010; Demirbilek et al, 2007;
Dold et al, 2009; Trebicka et al, 2000) Our results in terms of im-
proved morphological and biochemical responses, together with de-
creased o-5MA and PCHA levels, also confirm this mechanism Ffor
pravastatin for the frst time, and provide the predinical evidence
for the formerly seen positive elfect of pravastatin in patients with
primary biliary crrhosis [Kurihara et al, 1993} Importantly, prava-
statin in this study renders such improvements within the dose of

b
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Fig. 5. liver mon concemration |a) amd content b Shosham-operated; BOL bile duct-ligated; BOL-P1, bile dud Tigated with 1 mgfkg pavas tatin treatment. Dala are expresssd »
mean £ 5EM [n =6, in exch groupd. Significatly different from @ntrol valee [*P=005). Significamitly different from BOL value [ P<0005 )

in rats, e Sci (2011, doi: 101016 /f=201 108014
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Table 1
Semum hver liochemical tests in sham-operated and bile duct-ligated sat with and
withoul pravastatin eatinent.

5h oL BOL-PI
Totd biliruhin {pmal1) 3040 ErRTSE p 224287
Comjugsted bilirubin [pmal1) 200 17 +29% 80+23"T
ALT [pikat 1) 05+003 12+02™ 28411
Plaina TRA, {pimall) 75+ 10 19+ 1.7 1+2zt

Values are mean+ 5EM [n =6 in each group) 5h, shan-opersied; BDL bile duct
ligated; BDL-P1, bile duct-ligoted with | pravastatin trestment

Significantly different fram contralvalue {“P=005 **Pe001).

Significantly different from B0, vate [P<005)

1 meke, which corresponds with the maximum recommended dose
in humans

Pravastatin increased overall liver iron content in cholestatic ani-
mals which corresponded o marked up-regulation of DMT-1 and
TIRT2 receptors despite a modest increase in ferroportin 1 protein.
Although the attenuation of liver injury and the prolongation of sur-
vival In cholestadc rats can be attained by the reduction of iron load
[Otogawa et al, 2008; Peretz et al, 2006}, our results suggest a
maore complex mechanism of pravastatin influence on iron liver ho-
menstasis. Arstly, pravastatin mitigates an inflammatory response,
as dotumented by a decrease in [L6 expression and restoration of
hepadin expression through the reduction of bile acid concentration
and consequently increased phosphorylaton of regulatory STATS.
The assodation of the protective effect of pravastatin with these
pleiotropic (non lipid-lowering} mechanisms also indirectly suggests
the absence of change in any parameter measured in the study with
pravastatin-treated control animals (unpublished observation ). Sec-
ondly, pravastatin prevented induction of HO-1, the rate-limiting en-
eyme for iron release fwm heme and bilirubin synthesis. In
agreement, bilimbin concentrations were reduced in pravasiatin-
treated BDL animals. The positve consequence of HO-1 suppression
during cholestasis comes from the recently-reported reduction of he-
patic injuries and monality in BOL animals after the inhibition of HO-
1 {Scheingaber et al, 2009). Furthermore, Froh et al. (2007} pointed
oul that hepatic enzyme release, oSMA and TGRS production and
histopathological worsening were all accentuated o mats with bile
duct igation receving cobalt protopomphyrin, a HO-1 inducer. Finally,
pravastatin may in fact reduce free iron intrahepatic concentration as
a result of its sequestration (o up-regulated ferritin, This mechanism
may be supported by a simultaneous increase in the expression of
TIRT and OMT-1, which are typically up-regulated through cytesolic
IRP1 [iron response protein 13 in the absence of ron (Munoz et al,
2009). IRP1 may also be a cause of discrepancy between ferroportin
1 mENA and protein expression, While fecroportin 1 protein is direct-
ly inactivated by rasing hepeidinin BOL-pravastatin group, its mBENA
expression may be stimulated by IRPY as exemplified in enterocytes
[Munoz et al., 2009}, Further dlarification s necessary, however, be-
cause under physiological drcumstances the iron transporiers and
ferritin are inversely regulated by 1RPs. Nevertheless, the possibilicy
of the direct interaction of drugs with response elements for IRP has
been recently reported for some agents (Cameoneri and Ovelere,
2008).

Condusions

We have demonstrated a significant increase in plasma iron con-
centration after bile duct ligation i rats. This was accompanied by
the up-regulation of hepatic exporting ferroportin 1 and the reduc-
tion of hepatic iron coneentration, The observed protective effect of
pravastatin on inflammatory, biochemical and histological markers
of cholestatic lver mjury was associated with modulation of heme ca-
tabalism and increased sequestration of iron in the lver in a metabo-
lically inactive form by binding to ferriting

-

Fig & B0 induced histological changes in the Hvers seven days afber surgeny. Sham-
aperated animals showsd ply sialogical Tiver architedure, while dolestasis inducsd
penpartal bile duct proliferation ot sparadic hepatoellula degeneration. Pravas trtin
reduced the i ity of praliferation. & sham-ay d; b, bhile duct Higated; < hile
dua -figated with 1 mg kg pravastatin estment.
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