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Seznam pouzitych zkratek

ABC
ACAT 2
ASBT
BSEP
CAR
CYP7Al
CYP8B1
DMT-1
FGF15
FGFR
FXR
Gpl30
HDL
HMG-CoA
HNF
HO-1
IL-6

IRE

IRP
Keap2
LDL
LRH-1
LXR
MDR
MRP
Nrf2
NTCP
OATP
OST
PBC
PCNA
PPAR
PXR
RT-PCR
SHP-1
a-SMA
SR
SREBP-2
STAT
TBA
TR
TGF$1
UDCA
UGT

ATP binding cassette

acyl-CoA cholesterol acyltransferaza
apical sodium-dependent bile acid transporte
bile salt export pump

constitutive androstane receptor
cholesterol<-hydroxylaza
sterol-1@-hydroxylaza

divalent metal transporter 1

fibroblast growth factor 15

fibroblast growth factor receptor
farnesoid X receptor

signalizéni podjednotka receptoru pro IL-6
lipoprotein o vysoké hustbt
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A
hepatocyte nuclear factor

hemoxygenaza 1

interleukin 6

iron responsive element

iron regulatory protein

Kelch-like ECH-associated protein 2
lipoprotein o nizké hustst

liver receptor homolog 1

liver X receptor

multidrug resistence protein

multidrug resistence-associated protein
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
N&/taurocholate cotransporter

organic anion transporter

organic solute transporter

primarni biliarni cirh6za

proliferating cell nuclear antigen
peroxisome proliferator-activated receptor
pregnane X receptor

reverse transcriptase-polymerase chaatiosa
small heterodimer partner
a-smooth muscle actin

scavenger receptor

sterol regulatory element-binding profin
signal transducer and activator of trangiip
total bile acids

transferinovy receptor

transforming growth fact@l
ursodeoxycholova kyselina
UDP-glukuronosyltransferaza



1 Souhrn

Studium potencialniho vyznamu pravastatinu v preveni cholestatického poSkozeni jater.

Obstrukini cholestaza je klinicky syndrom doprovazejtetna onemoami jater. Casna diagnéza
a pisluSna léba obstrukniho ikteru je velmi dlezita, neb6 nel&eny stav vede kireparabilnim Znam
v jatrech. Vzniké tak jaterni fibroza, ktera péggrechazi do biliarni cirh6zy se vSemi jejintistedky (portalni
hypertenze, jicnové varixy, jaterni selhani). KdnizEcba v podob chirurgického odstraimi obstrukce fitom
neni¢asto mozna. Proto je nezbytné hled&eidevsim farmakoterapeutickyckigiupi, které mohou rozvijejici
se onemoadini priznivé ovliviiovat.

V piedkladané disertai praci byl studovan vliv pravastatinu, inhibitoIMG-CoA reduktazy, na
jaterni poskozeni v pbéhu chronické obstruki cholestdzy u potka@n Pravastatin, p&ti do skupiny Siroce
pouzivanych statin oplyva krond (inki hypolipidemickych také dinky protizargtlivymi a antioxid&nimi,
tzv. &inky pleiotropnimi. B volbé pravastatinu pro tuto studii byl rozhodujici jghazitivni efekt pozorovany
u rekolika nemocnych s cholestdzou a hydrofilni povamaekuly nevyzadujici metabolizmus v postizenych
jatrech a umaiujici kompenzeni eliminaci ledvinami.

Detailni objasini (¢inku pravastatinu v ovliwni rozvoje jaterniho poSkozendiem biliarni obstrukce
u potkari bylo provedeno komplexnimi biochemickymi a hisgptdymi vySetenimi spoléné s hodnocenim
zmén v enzymovych a transportnich mechanizmecbaijch kyselin (ZK), bilirubinu, cholesterolu a zete

Zmeny biochemickych a histologickych parantetoyly ve skupig nel&enych zvfat s podvazem
Zlucovodu (BDO) v souladu s Udaji uvedenymi v litefata potvrdily spravnost zvoleného modelu. Obsinilk
cholestaza bylaiftinou hyperbilirubinémie, hypercholesterolémie a&jych plazmatickych koncentraci ZK.
Histologické analyzy odhalily proliferaci Zlavodi a p@inajici fibrotickou pestavbu jaterni tké&n Podavani
pravastatinu BDO zyatim navodilo vyznamné zény, které se liSily v zavislosti na aplikované déyd (P1)
nebo 5 (P5) mg/kg/den). Zatimco ve skapBDO-P1 byl pozorovan pokles plazmatickych koncaeitiZK,
bilirubinu a cholesterolu a prolifatai a fibrotické zrény byly v porovnani s BDO skupinou zminy, ve
skupirg s vySSi davkou pravastatinu byla zaznamenana may3mortalita a vysledky biochemickych
a histologickych Séeni byly v porovnani s BDO zhorSeny.

Ve skupirt BDO byly v pfibéhu biliarni obstrukce navozeny Zny exprese transportéla enzyn,
jejichz podstatou bylo zabranit daldi kumulaci petélr toxickych latek (zejména ZK a bilirubinu) v jatrec
Podavani statinu v niz&i davceispbilo pokles koncentraci ZK a bilirubinu v plazgBDO potkari. Tento efekt
byl zprostedkovan pedevSim snizenim syntézychto latek prosednictvim down-regulace odpé&inych
enzymi Cyp7al a Cyp8bl (ZK) a hemoxygenéazy-1 (HO-1, utiin). U BDO-P5 doslo naopak k dalsimu
zhorSeni exkr@ni funkce jater v tisledku down-regulace kanalikularnich transportipiciteini Bsep a Mrp2.

Hypercholesterolémie je ébnym symptomem obstrdki cholestazy. NaSe studiefipesla nové
poznatky z oblasti podifijicich molekularnich mechaniZimuU BDO zviat byly zvySené hladiny cholesterolu
v plazng i jatrech spojené s n@stem jaterniho obsahu HMG-CoA reduktazy, tj. zvy$eayntézy a poklesem
efluxu v podok downregulace Abcal a Abcg5/g8 transpdrtdPodavani pravastatinu v nizSi davce vedlo
k poklesu jaterniho obsahu cholesteraledevsim omezenim jeho syntézy (HMG-CoA reduktanahytavani
(LDL receptor), esterifikace a depozice (Acat2ygSeného efluxu (Abcal).

Na poskozeni jater se vifis¢hu obstrukni cholestazy vyznamdnpodili také oxidéni stres. Jednim
z potenciélnich zdréj volnych kyslikovych radikdl je Zelezo, jehoz role viochu chronické obstruni
cholestazy nebyla dosud popsana. Pozitivnémkém pravastatinu v pbéhu biliarni obstrukce bylo zvySené
ukladani Zeleza do metabolicky inaktivni formy,itfau, kterd neni zdrojem volnych kyslikovych radlik
ZvySena exprese transferinovych receptandpo¥dnych za vychytavani Zeleza do hepatdcgpolu se
zvySenou tvorbou feritinu a zvySenou expresi eflb@ntransportéru feroportinu 1 mohou v§tiv vzestup
jaterniho obsahu Zeleza, ktery byl ve ska@O signifikant& snizen. Po podani nizSi davky pravastatinu byla
rovréZ obnovena obstriki cholestazou pottena exprese hepcidinu, ddivého regulatoru metabolizmu Zeleza.
Pozorované zvyseni obsahu pSTAT3 v této skupigdei o snizeném inhibhim vlivu redukovanych ZK na
regulani drahu IL-6—gp130—pSTAT3—hepcidin.

Ziskana data umoznila demonstrovat a ¥lg\piiznivy vliv pravastatinu na jaterni postizeni namoe
obstrukni cholestazou. Jako zcela zasadni se jevi spréoiba davky léiva. (kinek samotny zahrnujgadu
regula&nich a exekutivnich mechanizna neni spojen s hypocholesterolemickym efektefivdé Lze ho tedy
fadit k plejad takzvanych pleiotropnichéinka statini.



2 Summary
The study of the potential importance of pravastati in the prevention of the cholestatic liver impaiment.

Obstructive cholestasis is a clinical syndrome agzanying numerous liver diseases. Early diagnosis
and appropriate treatment of obstructive jaundgeveéry important because untreated condition leads
irreparable changes in the liver. This gives riséivter fibrosis, which later passes into biliatiyricosis with all
its consequences (portal hypertension, esophageades, liver failure). The causal therapy suchsaical
removal of the obstruction is quite often impossilirherefore it is necessary to search for pharthacapeutic
approaches that can positively modulate the deumdogisease.

In the present thesis, the effect of pravastatitherliver damage during chronic obstructive chalsis
was investigated in rats. Pravastatin, belonging @roup of widely used inhibitors of HMG-CoA redase,
possesses not only lipid-lowering action but alst-aflammatory and antioxidant effects, so calfgdiotropic
effects. The decisive fact for choosing pravastatira suitable substance for our study was thagptatin has
already shown positive effects in several patievite cholestasis and its hydrophilic nature does nequire
metabolism in impaired liver and allows compensatocretion in the kidney.

Detailed elucidation of pravastatin effect on depahent of liver injury during bile duct obstruction
(BDO) in rats was performed using complex biocheiniand histological examinations together with the
evaluation of changes in enzyme and transport nmestma for bile acids (BA), bilirubin, cholesterahd iron.

Biochemical and histological findings in untreat®&DO animals were in accordance with the
specifications reported in the literature and tbasfirmed reliability of the model. Obstructive dbstasis was
the cause of hyperbilirubinemia, hypercholesteriderand elevated plasma concentration of BA. Higjiwlal
analysis revealed bile duct proliferation and edilyrotic remodeling of liver tissue. Administratioof
pravastatin to BDO animals induced significant cfes) which, however, differed accordingly to thesalo
applied (1 (P1) or 5 (P5) mg/kg/day). While in BORQ-group both decrease in plasma concentratioBApf
bilirubin, and cholesterol and attenuation of geshitive and fibrotic changes were observed, ingifwaip with
higher dose of pravastatin an increased mortafithveorsening of biochemical and histological partarewere
noted when compared with BDO animals.

Changes in the expression of several enzymes andpiorters were induced during biliary obstruction
in BDO group, which is supposed to preclude accation of potentially toxic substances (especialf &d
bilirubin) in the liver. Administration of pravadia in the lower dose caused a decrease in plasmeeatrations
of BA and bilirubin in BDO rats. This effect origited from a decreased synthesis of these substdoee®
downregulation of responsible enzymes Cyp7al ang88Yy (BA) and hemeoxygenase-1 (bilirubin).
Conversely, further deterioration of liver excrgtdiunction occurs in BDO-P5 rats as a consequerfce o
downregulation of canalicular transporters Bsep nol.

Hypercholesterolemia is a common symptom of obstreicholestasis. Our study brings new findings
about underlying mechanisms. Increased choledigvels in plasma and liver of BDO animals were tedato
the increase in liver content of HMG-CoA reductaskdecrease in efflux of cholesterol due to dowalaipn
of Abcal and Abcg5/g8 transporters. Administratafnpravastatin in lower dose caused a decreasw&eén |
cholesterol content through reduction of its sysihe(HMG-CoA reductase), uptake (LDL receptor),
esterification and deposition (Acat2), and increlasi#lux (Abcal).

Oxidative stress plays an important role in livgury during obstructive cholestasis. Iron is ofiehe
potential sources of free oxygen radicals whose tas not been yet described during chronic expetie
cholestasis in rats. Positive effect of pravastdtiring biliary obstruction consisted in increag®ea storage in a
metabolically inactive form of ferritin that is nat source of free oxygen radicals. Increased esgjmesof
transferrin receptors responsible for iron uptak® ihepatocytes along with increased ferritin faiioraand
increased expression of efflux transporter ferrtpot can explain the rise of liver iron contenathwvas
significantly decreased in BDO group. Furthermoaéministration of lower dose of pravastatin resdore
expression of hepcidin, a key regulator of ironabetism, whose expression was suppressed durirtguotige
cholestasis. Increased content of pSTAT3 in thisugrsuggests reduction of bile acidinhibitory effen
regulatory pathway IL6 — gp130 — pSTAT3 — hepcidin.

The acquired data enabled to summarize the polignkianeficial effect of pravastatin on the liver
damage induced by obstructive cholestasis. Thecehwii proper drug dose seems to be entirely fundtahe
The effect itself includes a number of regulatomnyd aexecutive mechanisms and is not associated with
hypocholesterolemic effect of the drug. So we dassify this effect as so-called pleiotropic effetthe statins.



3 Uvod do problematiky

Obstrukni cholestaza je stav charakterizovaagt&nou nebo Uplnou zastavou toku &uv disledku
obstrukce Zlgovych cest. Dochazi k jaterni a naslkednsystémové kumulaci toxickych latek typu &uych
kyselin a bilirubinu, které mohou v zavislosti mkeinzi¢ a dol& trvani cholestazy vyvolat vdzné poskozeni jater
a v navaznosti na to i celého organizmu (Make 2007). Ve snaze kompenzovat vzniklou situacikdivuji tzv.
spontanni anticholestatické obranné mechanizmighjgjitelem je zmirnit stav pomoci alespoast&ného
presngérovani exkrece danych latek z jater do ledvin. Raida tohoto procesu je Zma exprese, funkce
a lokalizace odpaidnych transportnich protdina enzyni zejména v jatrech a ledvinach. Iniciatore¢nhto
zmen jsou kumulujici se zliové kyseliny, které prosdnictvim nuklearnich receptdtranskrignich faktofi
redukuji v jatrech uptake Aavych kyselin na bazolateralni membgfadrepatocyd, a to snizenim exprese jejich
hlavnich transportnich proté&irNTCP, OATP1Al a OATP1B2 (Lee a Boyer, 2000; Zalle¢ al, 2006). Na
kanalikularni membran hepatocyii se sniZzuje exprese MRP2, hlavniho transportnilatenu pro anionty,
zatimco exprese BSEP je relativmachovana, coz vystluje schopnost jater poktavat v exkreci Zltiovych
soli v redukované for#n ZvySuje se exprese bazolateralnich efluxnich p@mBP3, MRP4, OSd/B), které
zaji¥uji transport kumulujicich se davych kyselin a bilirubinu zf do systémové cirkulace a mohou tak byt
eliminovany ledvinami (Romat al, 2008). Potléena je rovez syntéza Zlkkovych kyselin a naopak je
aktivovana hydroxylace a konjugace &uych kyselin se sulfatem nebo glukuronidetimz je zvySena
rozpustnost latek ve veéda usnadéna jejich potencialni eliminace mio(Romaet al 2008). V ledvinach je
exkrece toxickych aniofit prostednictvim pasivni glomerularni filtrace dale potkm zvySenim aktivni
tubularni exkrece pomoci indukovanych MRP2 a MRR#sporték (Donner a Keppler, 2001; Sorole al
2001; Tanakeet al, 2002). Sotasré dochazi ke snizeni reabsorpcecalych kyselin v proximalnim tubulu
v disledku downregulace ASBT (Zollnet al, 2006). Mimoto se zvySuje exprese ASBT a @BTuptake
transporté v cholangiocytech, coz napomaha reabsorpcioifich kyselin z nefiichodnych Zlgovych
kanallka zpst do jater. Enterohepatdlni cirkulace c&uych kyselin je potiéena snizenim exprese ASBT ve
strevé s naslednym snizenim jejich absorpce.

Kapacita &chto transportnich mechanidame vSak omezend a nedokaze zabranit poiicimu
poSkozeni jater a naslefitelého organizmu. WezZitou informaci je, Ze existuje péme znana funkni
rezerva umoiujici pii volbé vhodné latky posilenéthto pozitivnich kompenzaich znén exprese a funkce
transportnich proteina enzyni, coz gedstavuje potencidnvyznamny terapeutickyifstup (Borchet al 1998).

3.1 Metabolizmus zeleza

V souvislosti s rozvijejicim se oxidativnim poSkoizre jater v dsledku kumulace ztiovych kyselin
béhem cholestazy je recestmliskutovana role Zeleza jako jednoho z hlavnicfalkori geneze kyslikovych
radikali béhem oxid&niho stresu. MoznouifEinnou souvislost nazid Otogawa a kol., kté prokazali
ptiznivy vliv diety deficientni na Zelezo na rozvohatestatického poskozeni jater. Vyrazny zasah do
homeostazy Zeleza byl skite recentd potvrzen s dlezitym zjiS&nim, Ze cholestaza vede k poklesu syntézy
Ustedni molekuly v regulaci obratu Zeleza v organizrhapcidinu. Jak se dana skirtest ale odrazi na
zapojenych molekularnich mechanizmech, jakoZz iovec&ntracich zeleza samotného, doposud znamo neni.

3.2 Metabolizmus cholesterolu

Kromé Zlutovych kyselin a bilirubinu fedstavuje jednu ze zdkladnich komponentelucholesterol.
| pro tuto latku jsou jatra Gigtdnim organem v regulaci homeostazy afelepapi proto skutamost, ze kumulace
cholesterolu a nasledna hypercholesterolémi¢i gatypickym piznalkim obstrukni cholestazy (Ehrmann
a Hilek, 2010, kapitola 3.4.4). Paradoxni skuiasti je, Ze i navzdoryitezitosti cholesterolu v procesu tvorby
Zluce (nap. jako prekurzoru syntézy Zavych kyselin) jsou znamy pouze dilinformace ohled® zmegn
v jeho jednotlivych jaternich homeostatickych methamech. Campbell a spol. (2004) popsali, Ze heyajo
reaguji na cholestazu paradoxnim zvySenim exprés@-480A reduktazy a LDL receptbra snizenim exprese
exportnich transportér Abcal, Abcg5 a Abcg8, coz napomaha kumulaci chedel v jatrech. Akoliv
mechanizmy, jak k této paradoxni reakci dochazispop nejsou, podéni na zvySenou syntézu cholesterolu
a jeji picinnou souvislost k patofyziologii cholestazy naanja velmi slibné terapeutické moznosti.

3.3 Farmakoterapie cholestazy

VSechny formy cholestdzy vedou k retenci¢blych kyselin v jatrech, coz jefipinou apoptozy
a nekrdzy hepatocyt Soasny Unik zldovych kyselin do peribiliarnich prostoje pic¢inou portalniho zéttu
a fibrotizace indukci chemokina cytokini. Létba nemocnych s cholestatickymi jaternimi onengaémi by
proto n€la byt krong& snahy o podchyceni primarnfiginy onemocini a udrzeni gichodnosti Zltovych cest,
zangfena na:



« stimulaci sekrece ztmvych kyselin a ostatnich toxickych komponent daiena Zl¢e, dochazi tak ke
snizeni jejich koncentrace v cirkulaci i hepatockite
e stimulaci metabolizmu hydrofobnich Zlwych kyselin a ostatnich toxickych latek na vigerofilni,
a proto mé# toxické metabolity;
e ochranu cholangiocitproti toxickému fisobeni Zldge;
< inhibici apoptézy a nekrdzy jaternich kknzpisobenych zvySenou hladinou cytotoxickychcbych
kyselin a cytokii;
e inhibici fibrozy zpisobené Unikem zéwvych kyselin do peribiliarnich prosto(Mareiek, 2007).
V terapii cholestatickych onemaoami byla zkouSen&ada postup a latek, ale je nutné konstatovat, ze
s @riznivou klinickou odpowdi a akceptovatelnou mirou incidence nezadoucigihkdéi bylo u cholestazy
pouzito pouze &kolik léciv: kyselina ursodeoxycholova (UDCA) (Corpechot&t2005), rifampicin (Marschall
et al 2005), fenobarbital (Bachst al, 1989), bezafibrat (Nakamuit al, 2010) a S-adenosyl-L-methionin
(Maretek, 2007). Velké nage se vkladaji zejména docle, ktera vykazuji sotasré nekolik ptiznivych vyse
popsanych anticholestatickych mechaniznPo rEkolika preklinickych a Klinickych studiich se zdae
k takovymto naginym I&ivam by mohli pattit rovnéz hypolipidemika blokujicimi syntézu cholesterddtatiny.

3.4 Statiny
Statiny, inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl kozym A reduktazy, fedstavuji v sotasnosti

hypolipidemického &nku s &inkem antioxidanim a protiza#tlivym z nich ¢ini velmi efektivni terapii
kardiovaskularnich onemogmi spojenych s ateroskler6zou (Clearfietdal, 2002; Rosensoet al, 2004).Rada
studii ovSem ukazuje, Ze jejich pozitivni efekt hemezen pouze na vaskularni onentoénale giznivy vliv
byl popsan rové&Z u nadorovych, z&tlivych a degenerativnivh onemagr (Gbelcovéet al 2008). Tyto vlivy
jsou davany do souvislosti s dalSimi jejickinky, které nejsou vazany na snizeni plazmatick§ahcentraci
cholesterolu, tzv. pleiotropnimiciinky statini. Vyplyvaji ze schopnosti statirprostednictvim inhibice HMG-
CoA reduktazy potkovat nejenom tvorbu cholesterolu, ale také dalfitdrmediarnich produittéto drahy,
tzv. izoprenoid jako nap. farnesylpyrofosfatu a geranylgeranylpyrofosfataoprenoidy jsou nezbytné
k posttransléni Upra¥ fady proteii (nag. malé GTP-vazebné proteiny Ras a Rho) zapojenysh d
vhitroburéénych signalnich drahttezitych pro proliferaci, diferenciaci nebo migramirgk (Svobodaet al,
2005). To pravépodobr vyswtluje priznivé pisobeni statiin na stabilizaci aterosklerotickych piate velkych
tepnach a zlepSeni jejich baroreflexni aktivityjvvha systém renin-angiotenzin-aldosteron, snizemu
sympatiku a zodpovida za jejichidky protizartlivé, antitrombotické, antiapoptotické a antioxida(Kdlbel et
al, 2009).

Pouziti statifi u nemocnych s cholestazou vyplynuldastého vyskytu hypercholesterolémie (75-95 %
pripadi) s vyraznym vzestupem LDL a zvySenym rizikem kaveskularni morbidity a mortality (Balmet al,
2008). Dlouhodobé podéavani stdtinypercholesterolemickym paciént s primarni biliarni cirh6zou (PBC) se
ukazalo jako bezgeé a I€ba byla vSeobeéndolre tolerovana (Abu Rajatt al, 2010; Stojakoviet al, 2010).
Nicmére vliv na jaterni onemoami samotné nebyl doposud v klinické studii jednémdadefinovan. Stavajici
data pochazeji z ojedilych piipadi Iécby nemocnych s PBC, kde sdmpsem ukazalo zejména podani zastupce
hydrofilnich statirfi, pravastatinu. Jeho dlouhodoba aplikace vedlar&angmu zlepSeni nejen biochemickych,
ale i histologickych paramétrcholestatického poSkozeni jater a k poklesu pléizkyech koncentraci zitovych
kyselin s naslednym zminim pruritu a snizenému vyskytu xantiifiKurinaraet al 1993). Naopak existuje
fada preklinickych studii, které demonstrovalyzpivy vliv statini nejen na metabolizmus ligidale také na
dalSi zngny souvisejici s cholestatickym onem®eim. Riznivy vliv rosuvastatinu (Awacet al 2010),
simvastatinu (Doldet al 2009) a fluvastatinu (Demirbilelet al 2007) se projevil zejména zmdmim
oxidatniho stresu a zé&tlivych zmen.

4 Cile disertatni prace
Cilem pedkladané prace bylo zhodnotit vyznam pravastatipvevenci rozvoje jaterniho poskozeni
u potkarii s navozenou chronickou obstimk cholestazou. Pozornost byla zgema gedevsim na studium vlivu
pravastatinu na:
» cholestatické jaterni poSkozeni za pouziti stamdahdmikroskopickych a biochemickych technik,
» paracelularni  permeabilitu  hematobiliarni  bariérya zpouziti L rhamnézo/melibiézového
permeabilitniho testu,
= expresi enzymovych a transportnich mechafizzapojenych do eliminace fyziologickych anion
(zlugovych kyselin a bilirubinu), které se viéhu cholestazy v organizmu kumuluji,
= zmény enzymovych a transportnich mechanizmapojenych do homeostazy cholesterolu tbgnu
chronické obstrukni cholestazy,



= zmeény enzymovych a transportnich mechanizrmapojenych do homeostazy Zeleza Gbphu
obstrukce Zlgovych cest.

5 Material a metodika

5.1 Chemikalie

Sodna 8l pravastatinu byla ziskana ze Sigma-Aldrich (Stuis, MO, USA). Primarni, krali a mysi,
polyklonalni protilatky byly ziskany od Sigma-Aldh (St. Louis, MO, USA), Abcam (Cambridge, MA, USA)
a Millipore (Billerica, MA, USA). Sekundarni proditky zn&ené Kenovou peroxidazou (oV protilatka proti
mySimu 1gG a osli protilatka proti kréiimu IgG) byly ziskany z GE Healthcare (Prab®). Dalsi chemikalie
a provozni material byly zakoupeny od Sigma-Aldrigh Louis, MO, USA) a Bio-Rad Laboratories (Hddsy
CA, USA).

5.2 Pokusna zvfata

Ve studii byli pouZiti potkani kmene Wistar (SPFjlAb, PrahaCeska republika) o vychozi hmotnosti
280-320 g. Zvata byla ustajena v Centralnim vivariu L&ka fakulty (klimatizované prostory, teplota
vzduchu 20-24°C, vlhkost 30-70 %g&tiny rezim 12 hod tma + 12 hodése, 12 vyren kubatury mistnosti
za 1 hodinu), kde byla umésta v PVC klecich natrdwnych prachuprostych hoblinach. Zata ngla volny
piistup kvo@ a krmivu. VSechny experimenty byly schvaleny atickkomisi Lék#éské fakulty v Hradci
Kralové a provedeny v souladu s pokyny uvedenymiyidasSce¢. 207/2004 Sh., o ochrgnchovu a vyuziti
pokusnych zvft.

Potkani byI| rozdleni do gti skupin (n=6 v kazdé skupij
Sh (kontrolni skupina sham-operovanychiaié aplikaci fyziologického roztoku)

»  Sh-P5 (kontrolni skupina sham-operovanycliatvé aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg)

= BDO (zvitata s obstrukci ztiovodu a aplikaci fyziologického roztoku)

= BDO-P5 (zvfata s obstrukci ztiovodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg)

= BDO-P1 (zvfata s obstrukci ztiovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg)

Davka pravastatinu 1 mg/kg je odvozena z maximdbporiené davky léiva v klinické praxi, kter&ini
80 mg. Pro nasi studii jsme zvolili také davku 388, 5 mg/kg. Roztok pravastatinu byl aplikovandéxrg
intraperitonealé po dobu 7 dni, ii¢emZ prvni aplikace byla uskét@na 2 hodiny po operaci.

5.3 Invivo studie

Podstatou studie byh vivo experiment za pouziti laboratornich potkam kterych bylo navozeno
cholestatické posSkozeni jater obstrukitictus choledochusmplantovanou zaslepenou sondou, ktera byla
vyvedena do podkoziiiSni stny. Za stejnych podminek byla provedena také kdmitrskupina zwat, ktera
prodlala pouze sham operaci bez obstrukce. dbfru operace byla ztdta v celkové anestézii indukované
jednorazovym podanim pentobarbitalu v davce 50 qugfk Potkafim ve skupig Sh-P5, BDO-P5 a BDO-P1
byl podavan pravastatin po dobu 7 dni, potikarve skupig Sh a BDO pouze fyziologicky roztok.

In vivo kineticka studie byla provedena 7 dni po opeRotkarim v celkové anestézii byl zakanylovan
Zlucovod (zvfata po sham operaci) nebo uvairpodvaz (zviata po obstrukci Ziiovodu). Kazdému zigti byla
poté zakanylovana. carotisa maovy nechyi pro skr krve a mdi, kanylacev. jugularis umoznila podani
melibiézy a rhamnézy (v davce 100 mg/kg) a kontinud@plikaci fyziologického roztoku (2 ml/hod) pro
suplementaci ztat tekutin a udrzeni tokuémoV piibechu 180 minut byly odebirany vzorky krve (0,3 ml)
v intervalech 4‘, 10, 30", 60‘, 120' a 180‘ (exggwinani odker), plazma byla ziskana néaslednou centrifugaci
(5000 g, 5 min., 4°C). Mba ZI& byla sbirana v intervalech 0-30°, 30-60, 60-990-120‘, 120-150" a 150-
180‘. Po uplynuti 180 minut byla narkotizovanéiatd usmrcena exsanguéném odlErem z liSni aorty.
Okamzit po usmrceni byla vyjmuta jatra pro nasledné higfické vySeteni a analyzy exprese. Vzorky plazmy,
maodi a ZIwi byly do doby analyzy uchovéavéanyip-80°C.

5.4 Analytické metody

= Koncentrace melibiézy a rhamnézy byla ve vzorcitdemy a Zlgi stanovena metodou HPLC Ing.
Ludkem Sidperou, CSc. na Ustavu ke biochemie Lékaké fakulty v Hradci Kralové (Tomsit
al, 2008). Biochemické vy&emi plazmy bylo provedeno naigtroji Cobas Integfa 800 (Roche
Diagnostics, Mannheim, &inecko) dle pokyd vyrobce ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové ais
klinické biochemie a diagnostiky).

= Koncentrace cholesterolu ve &ubyla stanovena za pouziti komietho kitu CHOLESTEROL
LIQUID 500 od firmy PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.ck vlastnimu nsfeni byl pouzit UV-VIS



SPEKTROFOTOMETR PharmaSpec UV-1700 (Schimadzu, nikkm). Ke vzorku Zzl& (60 pul) byl
ptidan 1 ml smisi hexan-isopropanol (3:2), vzorek byl 20 minuttfgpavan a nasledrcentrifugovan
(10 minut, 3000 ot&éek, 4°C). Supernatant (70@) byl odp&en v koncentratoru (45°C, 15 minut).
K odparku byl pidan 1 ml reagencie z kitu firmy PLIVA-Lachema a poomichani byla zfena
absorbanceip500 nm.

= Obsah cholesterolu a triacylglycekolv jatrech byly stanoveny za pouziti kowmch kit
CHOLESTEROL LIQUID 500 a TRIACYLGLYCEROLY LIQUID 28 S od firmy PLIVA-Lachema
Diagnostika s.r.o., k vlastnimuéiieni byl ot pouzit UV-VIS SPEKTROFOTOMETR PharmaSpec
UV-1700 (Schimadzu, Japonsko). 1 g jater byl zhoemimpvan ve 4 ml destilované vody. K1 ml
homogenatu bylo fiddno 5 ml methanolu a 10 ml chloroformu. &mbyla v uzakené zkumavce
ponechanaip4 °C do druhého dne (min. 6 hodin). Po uplyntahevené doby bylo ke sisi pridano
6 ml KH,PQ,, obsah zkumavky byl promichan a ponechan v chi#dbodin. Po centrifugaci (3000 g,
10 minut, 4 °C) byla odstr&na horni frakce a ze spodni frakce bylo odpipetdldnl pro stanoveni
triacylglycerofi (po odp&eni bylo ke vzorku fidano 100 pl isopropanolu, vzorek byl promicharoa p
uplynuti 10 minut byl obsah triacylglycefolstanoven dle navodu kitu) a 200 ul pro stanoveni
cholesterolu (po odpeni bylo ke vzorku fidano¢inidlo z kitu a obsah cholesterolu byl dale stamove
dle navodu kitu). Stanoveni bylo provedeno Mgr. fiau Slan#&vou ve Fakultni nemocnici v Hradci
Kralové (Klinika gerontologickd a metabolicka).

= Koncentrace zkkovych kyselin v plazt byla stanovena spektrofotometricky za pouZiti kamino
kitu (Diazyme, Poway, USA). Do plastové zkumavkydoyapipetovano 810l temperované reagencie
R1 (37°C) a fidano 12ul vzorku. Po 3 minutach bylo do zkumavkiidano 270ul reagencie R2, sts
byla promichana a okam&ibyla zrmétena absorbance. Koncentracecdlych kyselin ve ZIti byla
stanovena stejnym #pobem s tim rozdilem, Ze vzorky musely byt pro kgsokoncentraci Zkovych
kyselin n&edtny 100x vodou.

= Koncentrace Zeleza v jatrech byla stanovena atoma@sorpni spektrometrii (Unicam, Solaar 959,
U.K.) ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové PharmMagdalenou Holkovou (Ustav klinické
biochemie a diagnostiky).

= Koncentrace pravastatinu a jeho laktonu ve vzorplahmy a méi byla stanovena pomoci ultr&iané
kapalinové chromatografie s hmotnastrspektrometrickou detekci. Vzorky byly zpracovany
mikroextrakci na tuhou fazi pomocitigacky (MEPS — microextraction by packed sorbent), &ter
umoznila pouziti velmi malych objenvzorki. Stanoveni bylo provedeno na kdtednalytické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Mgr. Hanolékbvou a PharmDr. Lucii Novakovou, Ph.D.

5.5 RT-PCR

Analyzy genové exprese byly provedeny metodou gRRR pouzitim Applied Biosystems 7500 HT
Fast Real-Time PCR systému (Foster City, USA) (Boeva et al, 2009). RNA byla ze vzoikjaterni tkag
izolovana za pouZiti TRI regentu (Sigma-Aldrichpasleds piepsana do cDNA pomoci High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kitu (Applied Biosystems). Beakce probihajici v triplikatech bylo vlozeno 8
cDNA. Cilena amplifikace templatu cDNA prifila za pouziti TagMah Fast Universal PCR Master Mixu
aTag-Mafi Gene Expression Assay mixu pro dany gen ziskary@hApplied Biosystems, HMG-CoA
reduktaza byla ziskana od Generi-Biote€legka republika). Jako endogenni kontrola byl poG#tPDH.
V piipads exprese feritinu, feroportinu, hepcidinu a transfeeceptoru 1 a 2 byly pouzity dva refetahgeny,
GAPDH (4352338E, Applied Biosystems, Foster CitgA), a Ywhaz (rYwhaz_Q1, GENERI BIOTECH s.r.o.,
Hradec Kralové(R). Pouzity teplotni profil byl: 95°C po dobu 2048 cykk: 95°C po dobu 3 s, 60°C po dobu
30 s. Kvantifikace exprese byla provedena standazdozditi C, hodnot (threshold cycle-fluoresceni prah).

5.6 Western blot

Jatra nebo slezina (200 mg) byly homogenizovany millvychlazeného pufru (25 mM TRIS.HCI
(pH=7,6), 0,1 % (w/w) TRITON-X) za pouziti homogeaioru MagNA Lyser (Roche Diagnostics GmbH,
Némecko) 2 x 50 sip 6000 rpm. Supernatant byl ziskan centrifugackasigch homogenéat(10 000 g, 4°C,
10 min). Pro stanoveni exprese transferinu bylapaplazma. Nuklearni frakce pro stanoveni exppSEAT3
byla ziskana homogenizaci jater (200 mg) v Ripayuah pouziti MagNA Laseru (2 x 15 & 8500 rpm).
Pelety ziskané prvni centrifugaci (1000 g, 4°C,mi@ut) byly resuspendovany v pufru obsahujicim 20mM
HEPES (pH=7,4), 0,AM KCI, 3mM Mggl 1mM EDTA, 10 % glycerol a inhibitory protedz zauditi
ultrazvuku. Supernatant byl ziskan druhou centafiig(17 000 g, 4°C, 20 minut). Homogenaty, nuklgarn
frakce, pipadré plazma (100ug proteinu na jamku) byly separovany v SDS-PAGEyakidylamidovém gelu
o koncentraci 6,25 % - 15 %. Poté byly proteifgneseny na nitrocelulézovou membranu (GE Healthcare
Praha(CR). Zbyla vazebna kapacita membrany byla blokovak@globuliny v 5 % roztoku odiméného mléka
v TRIS pufru (0,05 % Tween 20) (TBST) po dobu jedmdiny. Membrany byly inkubovany s primarni
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protilatkou po dobu jedné hodiny. Po vymyti memigrarroztoku TBST nasledovala inkubace se sekundarni
protilatkou ogt po dobu jedné hodiny. Po vymyti membrany v TBSflabprovedena detekcefiganim
chemiluminiscedniho ¢inidla (ECL kit, Amerham-Pharmacia,BuckinghamshWejka Britanie). Obraz ziskany
expozici filmu (Hyperfilm, Amerham-Pharmacia, Buoghamshire, Velka Britanie) byl dale analyzovan po
naskenovani do pitate (ScanMaker 1900, UMAX, Prah&R) s naslednou kvantifikaci za pouZziti softwaru
QuantityOne (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)vgsledné pruhy byly porovnavany a vyhodnoceny
denzitometricky. Jako endogenni kontrola byl stamof§-aktin.

5.7 Histologické vySefeni jater

Jatra byla odebrana bezpiestrt po usmrceni zvéte a fixovana v 10% roztoku formalinu.
Histologické preparaty jaterni tkéibyly obarveny hematoxylin-eosinem a hodnoceny.gvtiDr. Jaroslavem
Mokrym, Ph.D. pomoci stelné mikroskopie (Ustav histologie a embryologiék&'ské fakulty v Hradci
Kralové).

5.8 Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjateny jako pamér + SEM (n=6 v kazdé skupip Statistické hodnoceni
experimentalnich dat bylo provedeno jednofaktoro&dOVOU a Tukey post hoc testemiijpadré neparovym
t-testem za pouziti GraphPad Prism 5.0 softwaren (B&ego, Kalifornie). Za statisticky signifikantrdyla
povazovana hodnota<p,05.

6  Vysledky

6.1 Hodnoceni celkové toxicity

6.1.1 Mortalita

Celkova mortalita zaznamenana v nasi sttidila 19 %. Nej¥tSi mérou se na této hodnppodilela
skupina BDO-P5, tedy skupina ai s podvazem Zovodu a aplikovanou davkou pravastatinu 5 mg/kg kd
v pribéhu sedmidenni periody uhynulo 6 tati ze 14. NejasgjSi piicinou Ghynu byla pitvou zji8ha biliarni
peritonitida, kterd vznikla nasledkem ruptury cysitvoiené v pahylu choledochu. V kontrolnich skupinach
k ihynu nedoslo, ve skupinach BDO a BDO-P1 uhypoalgednom z\eti.

6.1.2 Zmény t élesné hmotnosti

Hodnoty hmotnosti ziskanéigwvazovanim zwat v pravidelnou denni dobu ukazaly, Ze potkani
v experimentalnich skupinach BDO-P5 a BDO-Fibyvali na hmotnosti v gibéhu studie nejmén a to
v porovnani jak s kontrolnimi skupinami, tak se gkou BDO. Nicmén, ve skupig BDO-P1 byl od 4. dne
studie pozorovan plynuly vzestup hmotnosti potkamatimco ve skupih BDO-P5 byla od 4. — 5. dne
pozorovana v firistku hmotnosti postupna stagnace.

6.1.3 Zmény hmotnosti jater

Po provedeni kinetickén vivo studie 7. den po operaci byla bezpfedtt po usmrceni zvat
vykrvenim v celkové anestézii vyjmuta jatra, ktdndla zvazena a neprodierzamrazena v tekutém dusiku.
Hmotnost jater vztazena k celkové hmotnosti potkapa signifikant® zvySena u skupiny BDO na 142 %
(p<0,05) v porovnani s kontrolni skupinou Sh. Hmotnager byla vyznamh zvySena také u dalSich dvou
experimentalnich skupin s aplikovanym pravastatitld©-P5 a BDO-P1 a to na 167 %<(Q00) a 147 %
(p<0,01) v porovnani s Sh. Oproti skupiBDO nebyly pozorované zimy statisticky signifikantni, nicménve
skupirt BDO-P5 byla hmotnost jater navySena o dalSich 18R¥4zdil mezi BDO a BDO-P1 byl téa
zanedbatelny (3 %). Praggbdobnou f¢inou zvySené hmotnosti jater jsou proliferativnfilzrotické zneny
jaterni tkas.

6.2 Histologické vySateni jater

Vzorek odebrany ifed zamrazenim jater byl podroben histologické amaliktera u kontrolnich sham-
operovanych zvat neprokazala zadné #ny v architektiie jaterni tkad. U BDO zviat byla pozorovana
vyrazna proliferace zliovodi se z¥tSenymi periportalnimi prostory a rog&iymi Zlwovymi kanalky.
V histologickych preparatech byla dale nalezensinmici fibroticka pestavba jaterni tké&na ojedirle také
tukova degenerace hepatacyPopsané z#émy jsou ve skupi& BDO-P5 vyrazgjSi v porovnani se skupinou
BDO, zatimco ve skupins davkou pravastatinu 1 mg/kg byly proliferativafibrotické zmdny snizené
v porovnani s BDO i BDO-P5 skupinami, coz potvrziajké exprese PCNA®&SMA.
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6.3 Exprese indikatoni proliferace a fibrogeneze

Exprese PCNA stanovena v jatrech metodou Westerh lyfla vyznamé zvySena u vSech skupin
zvitat, které prodaly podvaz Zldovodu. Ve skupiét BDO-P1 byl ale pozorovan vyznamny pokles o 31 %
(p<0,01) v expresi tohoto prolifetaiho indikatoru oproti BDO skupén Obdobné zrgny nastaly také v expresi
indikatoru fibrogeneze-SMA, jehoz exprese byla statisticky vyznahmvySena pouze u skupin BDO a BDO-
P5, nikoliv u skupiny BDO-P1, v porovnani se skupinkontrolni. Exprese HO-1 v jatrech byla vyznamn
zvySena nejen ve skugiBDO na 110 % ale také ve skupiBDO-P5 na 130 % v porovnani se skupinou Sh. Na

rozdil od skupiny s vysSi aplikovanou davkou préatasu byl ve skupitt BDO-P1 zaznamenam v expresi HO-1
statisticky vyznamny pokles oproti BDO i BDO-P5.dfese TGH3 zistala nezrénéna.

6.4 Biochemické vySekeni plazmy

Pricinou ikteru pozorovaného u BDO #af byla zvySend plazmaticka koncentrace bilirubinu
a konjugovaného bilirubinu. Mezi dalSi Zny, typické pro obstruini cholestazu, p#ta zvySena koncentrace
Zluéovych kyselin a hypercholesterolémie. Aplikace Vvy8avky pravastatinu nezmirnila biliarni obstrukci
navozené zemy vybranych biochemickych parametnaopak koncentrace bilirubinu a &@uwych kyselin byla
jeS€ zvySena. Rekvapivé zminy byly ale pozorovany ve skugirBDO-P1, kde byla oproti naeléné BDO
skupirg vyznamm sniZzena koncentrace bilirubinu, konjugovanéhauiiinu i Zlwovych kyselin. U vSech zkdt
s obstrukci zltovodu byla statisticky vyznanirevySena koncentrace Zeleza v plazm

Tabulka 1: Biochemické vySekeni plazmy

Sh BDO Sh-P5 | BDO-P5 | BDO-P1

Celkovy bilirubin @(M) | 2,7 £0,3| 54 £ 4,3** | 35 +1,3| 67 + 12%* [ 28 £ 4,0%* '

Konjug. bilirubin @M) [ 2,0+0 [ 25+3,8* | <0, [40+9%**'[ 12+2,1"

Celkovy protein (g/l) | 44 +£0,9 48+1,2 44+2)12 414 50+1,2

Albumin (g/l) 27+0,4| 29+10| 26+1,4 25+1,6 8206

Cholesterol (mM) 11+0,121+0,2*|1,2+0,1|2,2+0,3*| 2,1 +0,1**

Triglyceridy (mM) | 1,3+0,5| 0,7%0,1] 08£02 @&®,1| 060,

LDL cholesterol (mM)| 0,2 + 0,02 0,8 + 0,1***| 0,1 £ 0,02 0,6 + 0,1* | 0,8 + 0,1***

HDL cholesterol (mM)| 0,8 £0,1| 1,2+0,2( 09+0,1 0,7x0p 1,1+0/1

Zelezo (imol/l) 98+1,1({29+32"* | 76+0,5| 20+ 2,0* | 28 £ 3,8**

TBA (umolll) 7508 18+3.4* | 98+1,2|34+9,0% | 11+2,2'

Hodnoty jsou vyjateny jako pamér £ S.E.M (n = 6).

& pod mezi detekce.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiavbez Iéby; BDO, potkani s obstrukci Zlavodu; Sh-P5, potkani po sham operaci
a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den; BDOgitkani s obstrukci Zmvodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den;
BDO-P5, potkani s obstrukci davodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/d@#, celkové Zlgové kyseliny.

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

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

6.5 Metabolizmus zl&€ovych kyselin

6.5.1 TokZlu éi

V pribehu kinetické studie byly v pravidelnych intervalesthirdny vzorky ZI&i. Do vypaitt toku ZIwi
a biliarni exkrece Zktovych kyselin byly pouzity vzorky z prvniho intetua(0-30 minut), které nejlépe
koresponduji s navozenym patofyziologickym stav@w.rozvol#ni podvazu a zgchodréni zZlwovych cest
byl pozorovan vyznaminvyssi tok zlde u BDO a BDO-P1 skupin v porovnani s Sh. Ve sku@bO-P5 byl
tok zlwe oproti neléené BDO skupié snizen v @éisledku potldené exprese kanalikularnich transportnich
proteini Bsep a Mrp2 (tabulka 2). Snizen& exprese Bsepstlyg nejen snizeny tok zte ve skupit BDO-P5,
ale také snizenou biliarni exkreci a &asré zvySenou plazmatickou koncentraci&uych kyselin (tabulka 1).
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Graf 1: Tok Zluéi a biliarni exkrece zlu€ovych kyselin stanovené v intervalu 0-30 minut
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Hodnoty jsou vyjateny jako pamér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiavbez |éby; BDO, potkani s obstrukci Zlavodu; Sh-P5, potkani po sham operaci
a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den; BDOgitkani s obstrukci Ztmvodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den;
BDO-P5, potkani s obstrukci dovodu 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 T(p < 0,05;™ p< 0,01;"" p < 0,001).
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6.5.2 Exprese gen  zapojenych do homeostazy Zlu ¢éovych kyselin

Exprese geln zapojenych do homeostazy &wych kyselin a bilirubinu byly stanoveny ve vzafti
jater na drovni MRNA metodou RT-PCR. Zmy pozorované ve skuginBDO byly v souladu s literarnimi
Gdaji. Ve skupia BDO-P5 byla v porovnani s BDO sniZzena exprese Mr@aep, zatimco ve skugiBDO-P1

byl pozorovan pokles pouze v expresi Mrp2. ZvySendorese Cyp7al ve skupinBBDO byla aplikaci
pravastatinu snizena vice nez o 400 %0(p5). Vyznama snizena byla ve skupinach BDO-P5 a BDO-P1 také

exprese enzytnCyp8b1l a Cyp3a2 v porovnani s Sh a Ugtlal v p@noive BDO.

Tabulka 2: Exprese vybranych geifi zapojenych do homeostazy zliovych kyselin a bilirubinu

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
Mrp2 93 +16 150 + 17+ 50 + 9%+ T 50 +12* '
Mrp3 1800 + 240+ 110 + 17 1600 + 390* 2400 + 240+
Mrp4 80 16 210 + 32* 73+7 67 £8
Mdrla 120 + 23 110 + 12 100 + 12 116 + 15
Mdr1b 5200 + 970+ 780 + 420 8100 + 1900** 5400 + 690+
Ntcp 40 + 9* 110+9 39 + 7H 36 + 5+
Bsep 78+ 6 230 + 33* 67 + 8* 110+ 7'
Oatplal 49 + 8 130 + 12 35 + 3% 48 + 8
Oatpla4 57 +11 440 + 60" 48 + 6* 66 +9
Ugtlal 120+ 8 120 + 10 77+8" 66+ 11+
Cyp7al 920 + 190+ 200 + 36 520 + 90 430 + 80* '
Cyp8b1 15 + 3% 99 +9 12 + 4% 7,0 £ 10T
Cyp3a2 50 + 16** 100 + 20 15 + 4% 22 + 5

Hodnoty jsou vyjatkny jako % kontroly (pimeér £ S.E.M, n = 6).

BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikamigstatinu v davce 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani
s obstrukci Zlsovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/d@mQO-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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6.6 Metabolizmus cholesterolu

6.6.1 Biliarni exkrece cholesterolu

ZvySeny tok zlde u Sh-P5, BDO a BDO-P1 (graf 1) byl prapddobr pficinou statisticky vyznanth
zvySené biliarni exkrece cholesterolu (graf 2).skapire BDO-P5 byla vyznamhsniZzena exprese Bsep a Mrp2
kanalikularnich transportnich protéiftabulka 2) ¢emuz také odpovida pokles tokudila tim i biliarni exkrece
cholesterolu.

Graf 2: Biliarni exkrece (BE) cholesterolu
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Hodnoty jsou vyjateny jako pmér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiatvbez |éby; BDO, potkani s obstrukci Zlavodu; Sh-P5, potkani po sham operaci
a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den; BDOgitkani s obstrukci Zmvodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/den;
BDO-P5, potkani s obstrukci dovodu 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 T(p < 0,05;™ p< 0,01;"" p < 0,001).

6.6.2 Obsah cholesterolu a triglycerid & v jatrech

Obsah cholesterolu v jatrech byl zvySen pouze piskuBDO na 121 % v porovnani se skupinou Sh.
Obsabh jaterniho cholesterolu u potkanavozenou obstrukci Zwvych cest a sa@asrE |écenych pravastatinem
se neliSil od kontrolni skupiny zwt. Obsah triglyceritl byl naproti tomu zvySen nejen u BDO, ale takéhu S
P5, BDO-P5 a BDO-P1, tedy ve vSech skupinach, kidsyl podavan pravastatin.

6.6.3 Exprese gen i zapojenych do homeostazy cholesterolu

K vyraznym zn&ndm v expresi transportnich protieinu potkari ze skupiny BDO doSlo na
kanalikularni i bazolateralni membgahepatocyi. Na kanalikularni membrénbyla snizena exprese Abcg5
a Abcg8, transportnich protéirzaji¥ujicich eflux cholesterolu do ala, na 10 % (90,001) a 12 % (0,01)

v porovnani s Sh. Exprese Mdr2 byla naopak zvySend 90 % (g0,05). Na membré&nbazolateralni byla
nalezena zvySena exprese LDL-receptoru agjisiho vychytavani LDL-cholesterolu do hepatocgtisnizena
exprese Abcal na 37 %<®,001) v porovnani s Sh. U BDO byla dale pozorovaestup exprese HMG-CoA
reduktazy, enzymu kového pro syntézu cholesterolu. Pozorovan&mymtak mohou vysitlit kumulaci
cholesterolu v jatrech ve skupiBDO. Aplikace zejména nizSi davky pravastatinukpoim s podvazem
Zlucovodu zpisobila pokles v expresi LDL-receptoru, Acat2 a HNMIGA reduktazy a vzestup v expresi Abcal
a Mdr2 proteinu, coZ koresponduje se snizenym awsatholesterolu v jatrech v porovnani s BDO.
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Tabulka 3: Exprese vybranych gefi zapojenych do homeostéazy cholesterolu

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
LDLr 140 + 11* 180 + 28* 100 + 12 93 +127
Sr-bl 93+12 110+ 11 88 + 12 94 +11
Abcal 37 + 5%+ 130 + 19 66 + 11 74 +47
Abcg5 10 + 2% 96 + 29 11 & 4% 10 & 2%+
Abcg8 12 + 2% 120 + 29 19 + 6* 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 & Grxx | 48 £ 7rxx T

Hodnoty jsou vyjatkny jako % kontroly (pimeér £ S.E.M, n = 6).

BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikamigstatinu v davce 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani
s obstrukci Zlsovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/d@Q-P5, potkani s obstrukci Zovodu 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).

6.7 Metabolizmus zeleza

6.7.1 Koncentrace Zeleza v plazm é

U vSech tti skupin s navozenou obstkik cholestdzou (BDO, BDO-P5 a BDO-P1) byla sgna
zvySena plazmatickd koncentrace zeleganuz odpovidala zvySena saturace transferinu aowlkazebna
kapacita Zeleza. Exprese transferinu na Urovnieprot byla sniZzena pouze ve skupiBDO-P1 na 91 %
(p=0,05) v porovnani s Sh, v ostatnich skupinadlylyev expresi transferinu pozorovany zadn&mm

6.7.2 Obsah Zeleza v jatrech

Ve vzorcich jater byla stanovena koncentrace Zetepasled# vypaiitan obsah Zeleza vztazeny na
hmotnost celych jater. Koncentrace Zeleza bylaesw@iaze skupih BDO na 81 % (p=0,05) v porovnani s Sh.
Aplikace pravastatinu podvazanym potikemdokazala tomuto poklesu koncentrace jaternihezzefsedejit.
Jestlize byla koncentrace Zelezepaitdna na hmotnost celych jater, byl pozorovan virmavzestup obsahu
Zeleza u skupin BDO-P5 a BDO-P1 na 140 %0(p5) a 130 % ($0,05) v porovnani s Sh. Vzestup jaterniho
obsahu Zeleza byl statisticky vyznamny také v poéow se skupinou BDO.

6.7.3 Exprese gen i zapojenych do homeostazy Zeleza

Exprese vybranych génmajicich dlezitou ulohu v metabolizmu Zeleza byly stanovery (movni
mMRNA metodou RT-PCR. ZvySena exprese TfR1 #aji§iho vychytavani Zeleza do hepatdgyfteritinu
a feroportinu 1 ve skupinBDO byla po podani pravastatinu ve skupinach BEBOaRBDO-P1 dale navySena.
V disledku podvazu ziiovodu klesla exprese hepcidinu na 37 %0(01), aplikaci pravastatinu v davce
1 mg/kg byla tato exprese u BDO-P1 zvySena o 1§p<,01) oproti neléené BDO skupi&, ¢imz se prakticky
rovnala hodnat kontrolni skupiny Sh. Exprese transportniho pratddDMT-1 zodpovidajiciho na bazolateralni
membrag za vychytavani Zeleza do hepatdchyla u BDO zvySena na 310 %<@O001) v porovnani s Sh.
Exprese DMT-1 byla u podvazanych potikamivem podavaného pravastatinu vyznamamySena, porovname-li
ji s hodnotami exprese nalezenymi v experimentkopirg BDO.

15



Tabulka 4: Exprese vybranych gefii zapojenych do homeostazy Zeleza

BDO Sh-P5 BDO-P5 BDO-P1
Feroportin 1 230 + 46* 120 + 17 500 + 84* T | 650 + 100 '
Feritin 150 + 14 94 £ 10 170 + 15 180 + 8**
TfR1 210 £ 60 99 +15 380 £ 41+ 1T 330 + 32+ T
TfR2 110 + 20 100 + 16 140 + 28 170 + 18*
Hepcidin 37 + 9% 63+ 11 76 + 19 110 £ 15"
DMT-1 310 £ 31%* 100 + 33 2500 + 760* T | 1500 % 380

Hodnoty jsou vyjateny jako % kontroly (pmeér £ S.E.M, n = 6).
BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikemigstatinu v davce 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani

s obstrukci Zlgovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/d@mO-P5, potkani s obstrukci Zovodu 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 T(p < 0,05;™ p< 0,01;"" p < 0,001).

6.7.4 Exprese HO-1 a obsah IL-6 na dUrovni proteinu

Protoze pedchozi analyzy na arovni mRNA neodhalily zadnémyrve skupii Sh-P5 oproti kontrolni
skupirg Sh (tabulka 6) a jako perspektivni pro dalsi ppuziobstrukni cholestazy se jevila pouze nizsi davka
pravastatinu (1 mg/kg) byly pro tytéely pouzity pouze vzorky ze skupiny Sh, BDO a BDDQ-P

Exprese HO-1 v jatrech byla zvySena ve ské@@®O na 110 % v porovnani s Sh. Ve sk¢pBDO-P1
byl v porovnani s touto skupinou pozorovan v exptasoto proteinu vyznamny pokles. Abychom tentekeéf
nizSi davky pravastatinu potvrdili, byla stanovemrese také ve sleginorganu s nejvyssi expresi HO-1.
Exprese HO-1 ve slezinbyla u BDO roviz signifikant& zvySena na 130 % (p=0,05) v porovnani Sh. Ve
skupirg BDO-P1 byla exprese HO-1 ve slezsniZzena o 27 % (p=0,01) v porovnani s BDO.

Graf 3: Exprese HO-1 v jatrech (a) a ve slezih(b) na Urovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjatkny jako % kontroly (pmmeér £ S.E.M, n = 6).
Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiatyi BDO, potkani s obstrukci Zovodu; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu

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 T(p < 0,05;™ p< 0,01;"" p < 0,001).

Protoze jednim z hlavnich regulatoprodukce hepcidinu je IL-6, ktery vazbou na komplé-6
receptoru a gp130 oviiwvje fosforylaci pSTAT3 a tim i expresi hepcidiny) ba Urovni proteinu stanoven také
obsah jaterniho a plazmatického IL-6 (graf 12). elékené BDO skupit byla exprese IL-6 statisticky
vyznamré zvySena v jatrech na 220 % (p=0,01) a v pkama 340 % (p=0,001) v porovnani s Sh. Naproti tomu
ve skupii cholestatickych potkdnlécenych pravastatinem v davce 1 mg/kg byla expresg shizena o 72 %
(p=0,01) v jatrech a 0 20 % v plazm porovnani s BDO.
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Graf 4: Obsah IL-6 v jatrech (a) a plazn® (b) na Grovni proteinu
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Hodnoty jsou vyjatkny jako % kontroly (pimeér £ S.E.M, n = 6).
Sh, kontrolni skupina sham-operovanychiatyi BDO, potkani s obstrukci Zovodu; BDO-P1, potkani s obstrukci &wodu

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 T(p < 0,05;™ p< 0,01;"" p < 0,001).

Exprese vybranych nuklearnich receptai

Nezbytnym krokem pro pochopeni zakladnich regnilzh mechaniziinv pribéhu chronické obstruai
cholestazy byla analyza exprese vybranych nuklerréceptal (tabulka 7) na urovni mRNA metodou RT-
PCR. Ve skupi&t BDO byly pozorovany podstatné #ny v expresi dvou nuklearnich recepitoCAR a SHP,
jejichz exprese byla zvySena na 260 %0®5) a 540 % ($0,05) v porovnani s Sh. U BDO-P5 a BDO-P1 hyla
po aplikaci pravastatinu snizena exprese FXR, SE#R, LRH-1, HNFLx a SREBP-2 v porovnani s BDO.
V kontrolni skupig Sh-P5 byla statisticky vyznamrzvySena exprese receptoru CAR a to na 240 % (p¥0,0
v porovnani s Sh, v expresi dalSich, nami hodnodengiuklearnich receptioibyl pozorovan pouze vzestupny

trend.

6.8

Tabulka 5: Relativni exprese vybranych nuklearnich eceptoni 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 + 11* '
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 1o 140 +32 94 £ 14 63 + 5** 55 + 8%+ T
LRH-1 120 + 14 100 + 18 43 +6* 1" 43 + 47

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

BDO, potkani s obstrukci Ztovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikemigstatinu v davce 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkani
s obstrukci Zlgovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/d@mO-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 T(p < 0,05;™ p< 0,01;™" p < 0,001).

6.9 Permeabilita hematobiliarni bariéry
Protoze pro spravnou tvorbu a tok&ye nutna spravna funkce hematobiliarni bariéyla ka pouziti
rhamndzo/melibiézového testu hodnocena permeat#litabariéry.
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6.9.1 Koncentrace melibiézy a rhamnoézy v plazm €&

Oba cukry (rhamnéza a melibiéza) jsou eliminovamgdevsim ledvinami, jejich biliarni exkrece je
zcela minoritni. Proto nenit@kvapujici, Zze plazmatické koncentrace melibiozshanndzy astaly u skupin
BDO, BDO-P5 a BDO-P1 v porovnani s kontrolnimi skamni prakticky nezrnény.

6.9.2 Biliarni exkrece melibiézy a rhamnozy

| pies skuténost, Ze eliminace melibibzy a rhamnézy ¢zlje neporovnatek nizSi nez exkrece
ledvinami, znény biliarni exkrece obou cukivelmi dolie popisuji stav dané bariéry. Biliarni exkrece hiélily
a rhamnozy byla u vSech skupin s navozenym chdielsfen postizenim (BDO, BDO-P5 a BDO-P1) zvySena
piedevsim v prvnich intervalech kinetické studie jioial80 minut. Od 90. minuty studie byly rozdilybiliarni
exkreci obou cukr mezi kontrolnimi a experimentélnimi skupinami istatky nevyznamné.

Kumulativni biliarni exkrece melibiézy a rhamnoziepciitana na % podané davky jednotlivych dukr
byla u skupin BDO, BDO-P5 a BDO-P1 signifikaitrySSi nez tomu bylo ve skupinach kontrolnich. Wepsné
BDO-P5 nabyvala kumulativni biliarni exkrece obawkré statisticky vyznam# nizSich hodnot v porovnani
s BDO, coz vysitluje snizeny tok zIti pozorovany v této experimentélni skupin

6.9.3 Pomér biliarni exkrece melibiézy a rhamnézy

Hlavnim ukazatelem miry poSkozeni hematobiliarnfidmg je pondr biliarni exkrece melibidzy
a rhamndzy, fipadré poner kumulativni bilidrni exkrece melibiézy a rhamnégba tyto poréry byly u vSech
skupin zvfat s navozenym cholestatickym poSkozenim jateravgraySsi v porovnani s kontrolnimi skupinami
bez ohledu na podavany pravastatin. Nictnéngrafu 1 je patrné, ze pémbiliarni exkrece melibiozy
a rhamndézy se u skupin BDO, BDO-P5 a BDO-Pliabghu tihodinoveé kinetické studie postupptiblizuje ke
kontrolnim hodnotam. Tyto z&ny s nej¥tSi pravépodobnosti souvisi s rozv@imim podvazu a se zmimim
biliarniho tlaku.

Graf 5: Pomér biliarni exkrece (a) a kumulativni biliarni exkrece (b) melibiézy a rhamnoézy v péibéhu kinetické
studie
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Hodnoty jsou vyjateny jako pmér £ S.E.M, n = 6.

Sh, kontrolni skupina sham-operovanychrat;iBDO, potkani s obstrukci Hovodu; Sh-P5, potkani po sham operaci a aplikaci
pravastatinu v davce 5 mg/kg/den; BDO-P1, potkambstrukci Zldovodu a aplikaci pravastatinu v davce 1 mg/kg/@&DO-P5,
potkani s obstrukci Ztiwvodu a aplikaci pravastatinu v davce 5 mg/kg/den.

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

7 Diskuse

Obstrukini cholestaza je klinicky syndrom doprovazejégitnd onemocini jater. L&ba spdiva
v chirurgickém odstrami priciny obstrukce, kterd ale nedokaze zcela zabranitijgjici se sepsi a poSkozeni
jaterni tkag. Proto je dlezité zandfit se na hledani novych terapeutickydtispupi, které by s minimalnimi
nezadoucimi &inky dokéazaly zabranit progresi vzniklého onem#rdinJako velmi nagné se jevi statiny, které
v mnoha Klinickych i preklinickych studiich projéyitadu velmi pozitivnich €nkd pii cholestatickych
onemocwinich jater. Pro naSi studii byl vybran pravastakiery se od ostatnich zastdptéto Siroce pouzivané
skupiny hypolipidemik liSi svymi farmakokinetickynalastnostmi. Po podéani je rychle absorbovan (Hetaat
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al, 2000; Kivisto a Niemi, 2007) a vychytavan do hepgti pomoci bazolateralnich transportnich pratein
Oatpl a Oatp2 (Kurodet al 2004; Tokuiet al, 1999). Velmi zddouci u onemaxgri jater je také skut@ost, ze
pravastatin je zcela minim&metabolizovan enzymy CYP450, coz v§tbwje nizsi vyskyt Iékovych interakci
na Urovni metabolizmu (Shitara a Sigiyama, 200&}SWa per os podaného pravastatinu je naslegiloucena
pievazig v neznénéné forngé (Neuvonenet al, 2008) do Zlte prostednictvim Mrp2 transportniho proteinu
(Adachiet al, 1996, Yamazaket al, 1996, Yamazaket al, 1997). Rozhodujicim faktorentiprolbé vhodného
Iéciva pro naSi studii bylo ale zji&ti, Ze na rozdil od ostatnich stétimiZze byt eliminace pravastatinu Zlupfi
biliarni obstrukcicast&éné kompenzovana ntovou exkreci (Takadat al, 2004; Williams a Feely, 2002), coz
také potvrzuji naSe vysledky. Tato fakta spolu slegky studie, ve které pravastatin zmirnil bioclue
a klinické projevy u paciefits primarni biliarni cirhdzou (Kuriharet al, 1993) nas vedly k zahdjeni vyzkumu
vlivu pravastatinu na cholestaticka onemirdrjater.

7.1  Hodnoceni celkove toxicity

Nejzavazijsi cholestatické poSkozeni nejen jater, ale ilmeldrganizmu, bylo pozorovano ve skupin
BDO-P5. Byla zde zaznamenana zvySena mortaliteespage stagnacilésné hmotnosti v ibéhu celé studie.
Naopak hmotnost jatef@paiitana nadlesnou hmotnost byla v této skupinejvyssi. Tento nalez byl v souladu
s histologickym vySé&enim jater a zvySenou expresi prolita@no markeru PCNA a markeru fibrogeneze
a-SMA. Cholestatické poskozeni bylo échto zviat umocgno vyznams zvySenou plazmatickou koncentraci
bilirubinu, konjugovaného bilirubinu a Aavych kyselin (tabulka 1). Zthto vysledk je tedy patrné, Ze vyssi
aplikovana davka pravastatinuigobila na potkani organizmus 3kodliaz toxicky. Winky nizsi davky
pravastatinu byly zcela odliSné. Mortalita ve skipBDO-P1 byla minimalni (uhynulo pouze jedno igyi
av pfibéhu studie byl zaznamenan pozvolny vzestdfesné hmotnosti potkén Histologické vySéeni
prokézalo menSi prolifeéai a fibrotické zmny jaterni tkas v porovnani s BDO a BDO-P5, coz koresponduje
s vysledky expresnich studii. Dale byla vtéto expentalni skupid vyznami snizena plazmaticka
koncentrace bilirubinu a Ztavych kyselin v porovnani s BDO a BDO-P5. Ze ziskdndat Ize tedy usuzovat,
Ze pravastatin aplikovany v davce 1 mg/kg vykazujpribéhu obstrukni cholestazy Siroké spektrum
pozitivnich &inkt. Vyrazre zvySend eliminace ledvinami s@sré zabraiuje kumulaci léiva v organizmu.

7.2  Metabolizmus zl&€ovych kyselin

Disledkem peruseného transportu Zluzlucovymi cestami fi obstrukini cholestaze je kumulace
potenciél® toxickych latek, pedevsSim Zlgovych kyselin a bilirubinu, v hepatocytech. Ve smazabranit
dalSimu poSkozeni jater se tak aktivuji tzv. artiebtatické obranné mechanizmy, jejichZz podstagosnizit
uptake Zldovych kyselin a bilirubinu do hepatocytu a naopgkednostnit eliminacié&chto latek ledvinami
(Schlattjaret al, 2003).

Ve skupit BDO byla pozorovana adaptivni odgdv na biliarni obstrukci zprostdkovana
nuklearnimi receptory FXR/SHP a CAR aktivovanymucbvymi kyselinami. Tato odp@d spcivala ve
snizeni exprese Ntcp a Oatpl, které na bazolater@mbrag zaji'uji transport Zldovych kyselin z portalni
krve do hepatocytu, ve sniZzeni exprese kanalikidarmproteii Mrp2 a Bsep a naopak zvySeni exprese
piedevSim Mrp3 bazolateralniho proteinu umgiciho navrat Zlgovych kyselin zpt do krve a alternativni
eliminaci ledvinami. Na kanalikularni membgabyla rovréz zvySena exprese Mdr2 transportniho proteinu,
ktery prenosem fosfatidylcholinu podporuje tvorbu smiSenyitel. VSechny nami pozorované &my v expresi
vybranych transportnich protéive skupig BDO byly v souladu s literarnimi Gdaji (Geietr al, 2007; Wagner
et al 2009; Zollneret al, 2009) a potvrdily tak, ze experimentalni modestali¢ni cholestazy byl u potkén
navozen sprav

Aplikace pravastatinu BDO potkam vyvolala pokles exprese Mrp2 transportniho protei
lokalizovaného na kanalikularni membgahepatocytu. Tentodinek pravastatinu, Zgobeny down-regulaci
FXR nuklearniho receptoru, je nejspiSe ochranouaznepfichodnych Zzltovodi pied dalSim hromaghim
Zlucovych kyselin a fed natfistajicim biliarnim tlakem (Zhet al, 2011). Nicmé#, ve skupig BDO-P5 byla
v disledku potlédené exprese Bsep a ustedku nezréinéné exprese enzyimezbytnych pro syntézu dovych
kyselin mnohonasokéinzvysena plazmaticka koncentracecdlych kyselin, zatimco ve skugiBDO-P1 byla
tato koncentrace sniZzena v porovnani s BDO i BDGiRBinami vlivem zachovalé exprese BsepiealpvsSim
snizené exprese Cyp7al a Cyp8bl.

Z predeslych praci je znamo, Z# pbstrukini cholestdze dochazi k parad®avysené expresi enzymu
Cyp7al, ktery je nezbytny pro syntézucduych kyselin z cholesterolu. Tento efekt je Wtkwan omezenym
ptisunem zlgovych kyselin do $eva. V tenkém g totiz zluiové kyseliny za normalnich okolnosti aktivuji
prostednictvim FXR intestinalni faktor Fgf 15, ktery sgatrech vaze na receptor FGFR4 a pofla tak
expresi tohoto enzymu (Claudet al, 2011). U BDO-P1 skupiny byl pozorovan pokles presi Cyp7al, ktery
Ize vyswtlit up-regulaci nuklearniho receptoru PPARx naopak down-regulaci LRH-1. Exprese Cyp8bl ve
skupire BDO byla aktivaci FXR/SHP reguai drahy signifikanté snizena v porovnani s kontrolni skupinou.
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Byla tak ugfednostiina tvorba kyseliny chenodeoxycholové a tim redukavatestinalni absorpce cholesterolu
(Slatiset al 2010). Snizena exprese Cyp8bl tak na jednééssrarila tvorbu Zltovych kyselin, ale na stran
druhé se mohla podilet na kompetiian zvySeni exprese girzapojenych do syntézy cholesterolu de novo
pravastatinu ve skupinBDO-P1 v porovnani s BDO. Vzhledem ke skutesti, Ze exprese FXR/SHP byla ve
skupinach BDO-P5 a BDO-P1 paténa, se lze domnivat, zéiginou snizené exprese Cyp8bl byla down-
regulace receptoru LRH-1, ktery se vyznarmodili na regulaci slozeni de.

Dilezitym zjiS&nim byla schopnost pravastatinu zvySit toké2lw kontrolnich z¥at. Tento efekt byl
podmirgn zvySenim exprese Oatplad, Mrp2 a Bsep transpbrtpioteiri s naslednym zvySenim biliarni
exkrece zldgovych kyselin (Dikkerset al 2010). Vys¥tleni ginesla analyza exprese nuklearnich recéptor
kter4 odhalila, Ze pravastatin u zdravychiavindukoval expresi nuklearniho receptoru CAR. &8s se
poddilo potvrdit naSe fedesla publikovana pozorovani, Ze extrahepatabléestaza vede po uvani obstrukce
Zluéovodu ke zvySeni tvorby e navzdory snizené expresi odpdwych transportér Ackoliv pravastatin
v nizké davce neovlivnil rychlost tvorby #eiu cholestatickych zkdt, vySSi davka Zjsobila jeji pokles. Jelikoz
byl tento efekt spojen sredukci biliarni exkredecdvych kyselin bez vlivu na expresi odgowych
transportél, Ize pedpokladat gmy vliv farmaka. V souladu s timto tvrzenim by&cent® popsana schopnost
pravastatinu inhibovat hlavni kanalikularni trang@o pro Zldové kyseliny, Bsep. Nicménhodnota Ki pro
pravastatin se pohybuje vrozmezi 163-808, coz nazné&uje vyraznou kumulaci farmaka po podani vysSi
davky. Tomu odpovidaji i nAmi pozorované zvySeraziplatické koncentrace pravastatinihdm cholestazy.
Na zaklad této kumulace Ize vystit i zvySenou toxicitu léiva projevujici se u cholestatickych gt po vysSi
davce v analyzachigzivani a biochemické a histologické odgativ

7.3  Metabolizmus bilirubinu

Velmi zajimavym a originalnim zji&im prace bylo sniZzeni plazmatickych koncentradkose€ho
a konjugovaného bilirubinu v cholestatické skudpitécené nizSi davkou pravastatinu. Detailni analyza
metabolické drahy bilirubinu oztiga za hlavni picinu tohoto jevu snizeni exprese HO-1 v jatrech slgeirg,
tj. snizeni jeho syntézy z hemiep biliverdin (Wagneet al, 2005; Beilkeet al, 2009). Bilirubin neni pouze
odpadni produkt metabolizmu hemu, ale v jistém kotranim rozmezi vykazuje také antioxigd viastnosti
a inhibuje peroxidaci lipiil. Indukce HO-1 je protodnhem cholestazyasto popisovana jako cytoprotektivni
mechanizmus (Scheingraber al, 2009). Pekvapujicim recentnim zji&tim ale je, Zze velmi vyrazna indukce
HO-1 miZe naopak hiky na pisobeni oxid&niho stresu senzitizovat. Zasadni je tedy mira koduHO-1,
protoZe nadrrna aktivace HO-1 a tim produkce Zeleza pav@zi protektivni &inky CO a bilirubinu (Frolet
al, 2007). Frohet al (2007) déle ve své studii s BDO potkany prok&tairSeni fibrotickych z&n po podéani
cobalt protoporfyrinu, induktoru HO-1. A protozdea ve zvySeném mnozstvi vykazuje proliferatiargion
et al 2011), profibrogenni az kancerogen#éiniy (Immenschutet al 2010) neni fekvapujici, Ze ve skupinach
BDO a BDO-P5 s indukovanou expresi enzymu byla engi&aké exprese SMA a PCNA. Ve skupi& BDO-
P1 byl naopak pozorovan vyznamny pokles prolifefeh a fibrotickych zrn oproti BDO skupis. Tak
markantni rozdil mezi skupinami BDO-P5 a BDO-PId@n mirou indukce HO-1. U BDO-P5 s# panistu
hepatotoxicity patré snoubil vliv oxid&niho stresu afiimé toxicity I&€iva s induknim &inkem kumulujiciho
se statinu na HO-1. Statiny totiz aktivuji ptesinictvim Keapl/Nrf2 expresi HO-&imz prokazuji gkteré ze
svych pleiotropnich &inka (Muchovaet al, 2007; Makabet al, 2010; Habeost al, 2008). Ve studii autora Hsu
et al (2006) bylo publikovano, ze aktivitu HO-1 v jatrevySuji gedevSim lipofilni statiny (simvastatin
a lovastatin), které mohougs plazmatické membrany prochazet také pasivazidi tim rychle vstupovat do
hepatocyi, kde nadrérnou aktivaci HO-1 mohou #pobit hyperbilirubinémiicasto se vyskytujici u paciént
Ié¢enych &mito statiny. Po podani hydrofilniho rosuvastat{iMuchovaet al 2007) aktivita zrdnéna nebyla,
coz koresponduje s nami nalezenou &mezngnénou expresi HO-1 v kontrolni skupinSh-P5 (data
neprezentovana). Pokles plazmatickych koncentréwtovych kyselin a tim i oxidmiho stresu spolu
s protizastlivym Uginkem (pokles IL-6) nizSi davky pravastatinutZe vysétlit pro¢ exprese HO-1
v experimentalni skupéinBDO-P1 nebyla zvySena.

7.4 Hematobiliarni bariéra

Hematobiliarni bariéra je twena pedevSim dsnymi spoji mezi hepatocyty, které zalug
paracelularni regurgitaci slozek Zkuzgt do intersticialniho prostoru a naslédmo krve. Kumulujici se latky
a stoupajici intrabiliarni tlak vedowtiem extrahepatalni cholestazy k poruse integrity b&riéry spojené se
zmenami v jejim molekularnim slozeni (Kojine al, 2003a; Malyet al, 2008; Takakuwat al 2002a; Zhangt
al, 2010).
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Dulezitost hodnoceni stavu bariéry \ipghu cholestazy podporuje nesrovnalost mezi &jign
poklesem exprese transpoftézapojenych do tvorby Zée a naopak jeji zvySenou produkci po u¢ain
obstrukce. Proto bylo v minulosti provedengkalik pokusi o funkini hodnoceni permeability hematobiliarni
bariéry za pomoci molekul typurénové peroxidazy s naslednou histologickou kvdatdi. Problematinost
dané metodiky spidvajici v jeji nedostatmé citlivosti nds proto vedla k origindlnimu pokusruzit za timto
Ucelem jeden ze standardpouzivanych testpermeability sevni bariéry za pouziti rhamnézy a melibidzy
(Tomsik et al, 2008). Zakladnim hodnoticim kritériem integrigtd bariéry je pak pogn biliarni exkrece
melibiézy a rhamndzy. Oba cukry jsou totiz za ndniwh okolnosti eliminovanyievazrié ledvinami a exkrece
Zluéi je zcela minoritni. Je-li ale bariéra poruSerakojje tomu ve skupinBDO, nafista biliarni exkrece
predevSim melibiézy a tim i zminy porér biliarni exkrece melibiézy a rhamnézy. Ziskandadamoznila
presnou kvantifikaci i sledovani dynamiky &m To je dilezité, protoze po odstrami obstrukce dochéazi
pomerné rychle k regeneraci bariéry praygbdobré v disledku poklesu intrabiliarniho tlaku. S ohledem na
piedeslé vysledky s akutni cholestazou (Tonesikl 2008) Ize navic konstatovat, Ze prodluzovani dotgni
obstrukéni cholestazy vede k vyrag8imu poskozeni bariéry s jeji naslednou pomat#sbvou.

Snaha pravastatinu redukovat biliarni tlak snizeexpresi Mrp2 a Bsep kanalikularnich proteire
skupinach BDO-P5 a BDO-P1 nedokazala zabranit mmskohematobiliarni bariéry. Vzniklou situaciabe
s nejwtSi prava@podobnosti viesSit jen odstragni obstrukcegemuz také nasdcuje postupny pokles hodnoty
poneru biliarni exkrece melibiézy a rhamndzy po uvwihpodvazu pozorovany v nasi studii.

7.5 Metabolizmus cholesterolu

Homeostéaza cholesterolu je udrzovana de novo syatéiatrech, absorpci vefet¢ a biliarni exkreci
(Betterset al 2010). Je tedy vice nez prapidobné, Zze homeostéza cholesterolu budeihépu chronické
obstrukéni cholestazy poz#ména, ¢imz se nize vyznama podilet na cholestatickém poSkozeni jater a nasled
i celého organizmu.

Hypercholesterolémie jesbny symptom doprovazejici chronickou obstmikcholestazu (Longet al,
2001) a u BDO potkanv nasi studii byla spolu se zvySenou plazmatickoncentraci celkového i LDL
cholesterolu pozorovana také kumulace cholestexrtdiacylglycerol v jatrech.

NaSe studie pomohla objasnit molekularni mechanizpisobujici hypercholesterolémii vifghu
obstrukni cholestazy. Vyrazna byla zejména snizend exphesealikularnich transportnich protéin
Abcg5/Abcg8 zajidujicich eflux cholesterolu do Zla (Wiersmeet al, 2009). Bi neprfichodnosti Zldovych cest
byla v disledku absence alavych kyselin ve $ew snizena také absorpce cholesterolu majici za dedsle
zvySenou expresi HMG-CoA reduktazy, ddi/ého enzymu v syntéze cholesterolu, a LDL-receptojatrech,
coz dale umatuje kumulaci cholesterolu v organizmu. Nicrégrbiliarni exkrece cholesterolu pokrge
vmensi mie i pi obstrukci Zlgovych cest progednictvim Mdr2 kanalikularniho proteinu. Mdr2 je
transportérem zejména pro fosfolipidy a jeho zvgSexprese u podvazanych potkapodporuje tvorbu
smiSenych micel twenych fosfatidylcholinem, cholesterolem a zejméh&avymi kyselinami, které se tak
stavaji méa agresivnimi Wc¢i cholangiocybm vystylajicim Zlgdové kandalky (Liet al 2005). Celkovy
hypercholesterolemicky stav dale umofe snizena exprese efluxniho transportéru Abctety lse nachazi na
bazolateralni membrérepatocyi a podili se na tvodbnascentni HDIgastice.

Aplikace pravastatinu potkém s podvazem Zztiovodu nesnizila plazmatické koncentrace celkového
cholesterolu a LDL. Tento nalez byl jiz popsan umeocholesterolemickych potkanjestlize statiny byly
podavany po dobu kratSi 28 dni (Jodtsal, 1992). Fujiokaet al (1995) popsal dokonce zvySené plazmaticke
koncentrace cholesterolu 0 14 % a 27 #oaplikaci statiri po dobu 7 dni v davce 50 a 250 mg/kg a ¥ildv
tento efekt zvySenou syntézou lipoprofejmo podani statinu. Tomu také nédiuje nami nalezeny zvySeny
jaterni obsah triacylglycenblve vSech skupinach potkias aplikaci pravastatinu. Nicm&rpro statiny typicka
inhibice HMG-CoA reduktazy a zvySena exprese LDtegtoru byla v nasi studii udénych kontrolnich zvat
pozorovana, coz poukazuje na spravnost zvolenydekd&ravastatin u BDO potkémormalizoval obsah
jaterniho cholesteroluiimz snizil riziko steatdzy jater s naslednym roewojcirh6zy. Mechanizmemgciinku
pravastatinu byla u BDO-P5 a BDO-P1 skupin snizeitese Srebp2, ktery reaguje na zvysSenou intidcelu
koncentraci cholesterolu a jeho derijatoz vedlo k poklesu exprese HMG-CoA reduktazyld {receptoru.
Swij podil na poklesu obsahu cholesterolu v jatrecthantaké snizena exprese nuklearniho receptoru HINF1
a tim Acat2, enzymu odp&eného za esterifikaci cholesterolu a jeho nasladi@dani do bugk (Pramfalket
al, 2005) a ve skupinBDO-P1 také zvySena exprese efluxniho transpartpibteinu Abcal.

Biliarni exkrece cholesterolu byla vyzna#nanizena ve skupinBDO-P5 v disledku down-regulace
Bsep, ktery transportem Zovych kyselin pes kanalikularni membranu hepatocytu Zajs tok zl&i a tim
i sekreci cholesterolu. V této skupibyla signifikantd snizena, v porovnani s BDO skupinou, nejen exkrece
Zlutovych kyselin a stim souvisejici tok &iuale také biliarni exkrece cholesterolu. Nic kdonebylo
pozorovano u skupiny ztt s nizSi aplikovanou davkou pravastatinu, kderesep Bsep (stala relativi
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zachovana. Naproti tomu pravastatin aplikovany tanim potkarim signifikanté podpdil zvySenou expresi
Bsep transportéru tok dua tim i exkreci cholesterolu do Ziucoz je sodast jeho hypolipidemickéhaiinku.

VySe uvedenda zji8hi ndm tak umakuji vytvorit si komplexni pedstavu o zegnach molekularnich
mechaniznd zapojenych do jaterni homeostazy cholesterolu tlkghiu cholestazy a jejich ovlieni
pravastatinem.

7.6 Metabolizmus zeleza

Atom Zeleza je schopen snadno vazat i tiwedht elektron,éehoz zivé biikky vyuZivaji v celérads
vitélnich biochemickych funkci. Na druhé sttanadbytek Zeleza ohrozuje organizmus tvorbou tgxibk
volnych radikah, které mohou oxidaci poSkozovat proteiny, lipidyukleové kyseliny a Zpsobit tak zavazné
poSkozeni az smrt btk Organizmy proto reguluji homeostdzu zeleza naémé i systémové udrovni
(Novotny, 2005), ficemz centralni postaveni v regulaci homeostazy #etaaji jatra (Zourelet al, 2007).
Cholestaticka onemoe¢ni jater tak mohou do metabolizmu Zeleza vyEazasahovat a tim modulovat cely
proces tkdového poskozeni.

Kli¢ovym regulatorem metabolizmu Zeleza na systémowgniije hepcidin, jehoz zvySena exprese
v jatrech je odpotdi na zastlivé podrety, hypoxii, anémii nebo nadbytek Zeleza v organiziwallaceet al,
2011). U BDO zuiat byla sice zvySena exprese IL-6 v jatrech, jednplinlavnich aktivatdr hepcidinu, ale
exprese hepcidinu byla signifikagtsnizena. Vysitleni pro tento rozporuplny nalez poskytnul ve gwéci
z roku 2009 Huanget al, kdyz prokazal, ze reguiai drdha IL-6 — gp130 — STAT3 je u biliarni obstak
inhibovana hydrofobnimi ztovymi kyselinami. Snizené expresi hepcidinu odpawdestup jaterni exprese
feroportinu 1, efluxniho transportéru zdjificiho grenos Zeleza z hepatocytu do krve (¥tlkal 2004). ZvySena
exprese feroportinu 1 spolu s nez®nou expresi transferinovych recepita tvorbou zasobniho feritinu tak
mize vyseétlit nami pozorovanou snizenou koncentraci celkavételeza v jatrech a naopak zvySenou
koncentraci Zeleza v plazm Kumulace Zzeleza v jatrech je p&me casty jev doprovazejici chronicka
onemockini jater (Peretet al 2006), ktery zvySuje riziko fibrogeneze, hepatoléeniho karcinomu a celkové
progrese onemoeéni (Fargionet al, 2010). Snizena koncentrace jaterniho Zelezakapotze skupiny BDO tak
muze gredstavovat jeden z adaptivnich ochrannych mechdnigstatiujicich se fi obstrukci Zlgovych cest,
ktery byl pozorovan také u paciéns PBC a biliarni atrézii (Huangt al, 2006). Lze také fiedpokladat, ze
snizena exprese hepcidinu jE¢mou zvySené exprese feroportinu 1 nejen v jatregtoyz i v tenkém W,
které ma v metabolizmu Zeleza nezastupitelnou UlgtedevSim na Grovni absorpce (Morgahal, 2002;
Mufioz et al, 2009). V souladu stimto tvrzenim byl vzestup regp stevnich absormich mechaniziin
(feroportinu 1 a DMT-1) prok&zéan u cirh6zy jatetu@t et al, 2004). Ve skupity BDO se pray tyto zneny
mohly podilet na zvySeni plazmatické koncentradezze

Pravastatin podavany potkan s obstrukci ziEovodu vyrazg podpdil ukladani Zeleza do metabolicky
inaktivni formy, feritinu, kter4 neni zdrojem vokty kyslikovych radik&l. Sowasné snizeni intracelularni
koncentrace volného Zeleza s naslednou aktivacijéRPnasi studii dolozeno zvySenim mRNA expresRITf
a DMT-1. Na zvySeném vychytavani Zeleza do jateroseéz podilela zvySena exprese TfR2, ktery ve své
mMRNA postrada IRE a je regulovan zejména satunagisferinu (Volkeet al, 2009). Jistou kompenzaci
zvySeného vychytavani Zeleza do jatéedstavovala indukce exprese feroportinu 1, ktempsffedkovava
pienos dvojmocného, a tedy potencédltoxického, Zeleza ven ziky, ¢imz ji chrani ped oxid&nim
posSkozenim. Komplexni mechanizmus nabizi obrazek 18

DalSim pozitivnim nalezem byla normalizovana exgrespcidinu po podani nizsi davky pravastatinu,
kterd naznéuje, ze vtéto experimentdlni skupirbyl snizen inhikini vliv Zlu¢ovych kyselin na IL-6
zprostedkovanou regulaci hepcidinu. Tomu také gd8uje plazmatickd koncentrace Zbvych kyselin, ktera
byla ve skupia BDO-P1 vyznamé# snizena v porovnani s BDO i BDO-P5. Tuto teoriledgotvrzuje nami
pozorovana snizena koncentrace jaterniho a plazkgat I1L-6 ve skupih BDO-P1 v porovnani s BDO
swdgici o snizeném toxickémipobeni Zldovych kyselin.

Uskalim ziskanych dat oviem je, ze pozorovana egptespcidinu u skupin BDO-P5 a BDO-P1
nentize vyswétlit vyrazné zvySeni exprese jaterniho feroportthuExistence tzv. hepcidin-independentniho
mechanizmu (Oatest al, 2007) ve sew nazn&uje podobnou moznost i v jatrech, nicrdgée poteba dalSiho
vyzkumu.

8 Zavéry

Predkladana prace shrnuje a hodnoti poznatky tyksgicilivu pravastatinu na cholestatické poSkozeni
jater zgisobené podvazem #ovodu u potkah. Pozornost byla zatrena na hodnoceni jednak hematobiliarni
bariéry, nezbytné pro spravnou tvorbu a toKizlale také na zemy biochemickych a histologickych parantetr
Vyznam pravastatinu byl dale posuzovan dleszm expresi enzyin a transportér nezbytnych pro jaterni
homeostazu zejména Zhwych kyselin a bilirubinu. Pro Gplnost ziskanydt Byly provedeny analyzy exprese
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transportnich proteina enzyni majicich dlezitou Ulohu v metabolizmu Zeleza, potenciélnidoo® volnych

kyslikovych radikal, a cholesterolu. Aby byl mechanizmugspbeni pravastatinu objasnco mozna nejlépe,
byly nasled® provedeny analyzy exprese vybranych nuklearnicepti, které maji v adaptivni regulactip
cholestatickych onemoegnich jater vyznamnou ulohu.

Z dosazenych vysledlze formulovat nasledujici zémy:

= Pravastatin vykazovatadu pozitivnich &inki na cholestatické jaterni poSkozeni, nicené@xistuji
vyznamné rozdily mezi cholestatickymi skupinamipBlk@vanou davkou pravastatinu 1 mg/kg
a 5 mg/kg. Ve skupihs nizsi davkou lva byla pozorovana snizena koncentrac€dilyich kyselin
nez tomu bylo v nelfené cholestatické skugira ve skupit s davkou 5 mg/kg. Naopak cholestaticka
zvitata s vySSi davkou statinu vykazovala prohloubesskpzeni jaterniho parenchymu provazené
zhorSenim jaternich biochemickych funkci, zvySerdancentrace ZzRovych kyselin a bilirubinu
v plazn® a dalSim omezenim mechanizmapojenych do tvorby Zte.

= Priznivy pokles koncentrace Zovych kyselin u cholestatickych zat po podani nizSi davky
pravastatinu souvisi ipdevSim s poklesem exprese zakladnich efizyprostedkujicich syntézu
Zlucovych kyselin, Cyp7a4 a Cyp8bl, usfedku snizené exprese nuklearnich recépkotR/SHP
a LRH-1 a aktivace PPAR-+eceptoru.

= Pravastatin v davce 1 mg/kg je schopen u cholekfatin zvfat zmirnit kumulaci cholesterolu v jatrech
v disledku potlédené syntézy cestou Srebp-2 - HMG-CoA reduktazazesiin jeho esterifikace
a ukladani zprogtdkované HNF-d - Acat-2 a zvySenim jeho efluxu prietnictvim aktivace LXR -
Abcal.

= Chronicka cholestaza vyvolavé &ny hematobiliarni bariéry, které jsou vSak revatmilpo odstrasni
obstrukce.

» Pravastatin neovliwje u cholestatickych zkdt poskozeni hematobiliarni bariéry, nicraérysoké
davky I&iva snizuji tvorbu Zlte a biliarni exkreci zkovych kyselin prav&podobr primym
inhibiénim vlivem na Bsep.

= Obstrukni cholestaza poditije vzestup plazmatickych koncentraci Zelezasletlku snizené jaterni
produkce hepcidinu a nasledevySené exprese feroportinu-1.

= Aplikace pravastatinu v davce 1 mg/kg cholestgtickpotkarim zpisobila vzestup obsahu Zeleza
v jatrech progednictvim zvySené exprese transportnich préteajif’ujicich vychytavani zeleza do
hepatocyl (TfT1/2 a DMT-1). Toto Zelezo je ukladano v metidioy inaktivni formg ve vazld na
feritin.

» Pravastatin v niz§i davce normalizuje expresi tdipui v cholestatickych jatrech, coz vyplyva ze
snizeni koncentrace Zovych kyselin a odstr&ni jejich inhibéniho vlivu na regukéni drédhu IL-6 —
gpl130 — pSTAT3. Pravastatin s@sré snizuje koncentraci IL-6, coz &ki o jeho protizaglivém
efektu za této patofyziologické situace.

» Pravastatin sniZzuje u cholestatickychtaviplazmatické koncentrace bilirubinu. Tento efeld nejetsi
pravdEpodobnosti dan snizenim exprese HO-1.

Zawrem lze konstatovat, Ze pravastatin ve vhodné dsykazujeiadu pozitivnich &inka v prevenci
rozvoje jaterniho postizeni navozeného extrahepatélolestazou. Prezentovana prat@gsi nové poznatky
zejména o molekulaébiologickych aspektechigobeni statifh v jaterni tkani a satasré otevira dalSi témata,
kterd bude nutné rozpracovat d@tdich detail, protoZe pra¥ pravastatin riwe byt jedna z dalSich
terapeutickych alternativ u obstiirk cholestazy.
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