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2 UVOD

Jatra vedle fady daldich funkei maji centralni roli v metabolizmu Zivin a jsou také
hlavnim orgénem biotransformace vétsiny exogennich latek. Jsou proto Castym cilem
toxického u&inku mnoha latek, mezi néZ patii i celd fada 1ékd. Hepatotoxiny a jejich
metabolity méni nebo vyvolavaji rizné biochemické reakce, které poskozuji bunécné
makromolekuly, coZ miZe vyustit vbunénou smrt. Oxidacni = stres je jednim
z nejvyznamnéj$ich mechanizm, kterymi hepatotoxiny vyvolavaji poskozeni jater. Jednd se o
komplexni proces, jehoZ mechanizmus neni zcela objasnén. Mitochondrie hraji v mechanizmu
jaterniho poskozeni velmi vyznamnou roli. Tyto organely plni v buiice celou fadu funkci.
Jsou nejvétdim producentem energie ve formé ATP, podileji se na udrzovani redoxniho
potencialu, termoregulaci, modulaci Ca®" signalu, jsou zdrojem reaktivnich forem kysliku,
podileji se na bun&tné signalizaci a v neposledni fadé spousti a reguluji bunétnou smrt.
Detailni posouzeni energetického metabolizmu buriky je tedy zakladni pro pochopeni
mechanizmu toxického udinku latek a eventudln& pro posouzeni efektu latek s potencialnim
hepatoprotektivnim efektem.

Hlavnimi problémy studii in vivo jsou jejich vysoka ekonomicka narocnost, etickd a
legislativni omezeni spojena s pouZitim laboratornich zvifat a v neposledni fad¢ také omezeni
vyplyvajici z mezidruhovych rozdili. V posledni dobé se do poptedi dostavaji studie
v podminkach in vitro. Zatimco v podminkéach in vivo lze zachytit u¢inek nejen na urovni
bunééné, nebo cilového organu, ale i vazby mezi jednotlivymi organy a vedlejsi ucinky, in
vitro modely jsou iginné a cenové dostupné nastroje k zjisténi specifickych mechanizmt za
presné kontrolovanych podminek. Proto je nutné vysledky studii v podminkach in vitro
porovnat a doplnit o pokusy in vivo. Nespornou vyhodou in vifro modeli je moZnost pouZiti
lidskych tkani a bun&k. Vysledky studii provadénych na riznych Zivo¢isnych druzich in vivo
totiz nemohou byt s jistotou preneseny na Elovéka. Vhodnym biologickym modelem pro

objasfiovani mechanizmi toxického plsobeni xenobiotik jsou izolované hepatocyty.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Morfologie a fyziologie jater

3.1.1 Morfologie jater

vvvvvv

uloZena v duting biidni v pravé klenb& brani¢ni. Déli se na vétsi pravy a mensi levy lalok. Oba
laloky jsou na brani¢ni plose oddéleny peritonedlni fasou zvanou ligamentum falciforme
hepatis. Tato fasa prechazi kranidlné na pravé a levé ligamentum coronarium, které se na
obou laterarnich koncich rozsifuje a vytvaii ligamentum triangulare. Na spodni ploSe jater se
mezi ligamentum teres a 1Gzkem pro Zluénik nachazi lobus quadratus. Vzadu se od pravého
laloku odstépuje lobus caudatus. Lobus quadratus a caudatus tvoii medidlni segment jater,
ktery vzhledem k cévnimu zasobeni patfi k levému laloku (Brodanova a Korda¢, 1993;
Rutkauskas et al., 2006).

Jatra jsou obalena tenkym vazivovym pouzdrem zvanym capsula Glissoni. Pouzdro je
zesileno v hilu, kde do jater vstupuje vena portae, arteria hepatica a vystupuje pravy a levy
ductus hepaticus a lymfatické cévy.

Jaterni parenchymové butiky — hepatocyty jsou uspofadany do ploten a tramet, které,
jak lze pozorovat mikroskopicky, vytvateji obraz jaterniho lalic¢ku — lobulu (obr. ¢. 1). U
prasete jsou jednotlivé lalicky oddéleny vazivem. U clovéka se vazivo nachazi jen
v nékterych Usecich a obsahuje ZluCovody, nervy, krevni a lymfatické cévy (portobilidrni
triady). Tyto tseky se nazyvaji portobilidrni prostory. Hepatocyty jsou v lobulu uspotddany
radialné a tvoii vrstvu o sile jedné az dvou bunék. Plotny hepatocytl smétuji od periferie
k centru, voln& spolu anastomozuji a vytvaieji houbovity labyrint. V prostoru mezi plotnami
se nachéazeji sinusoidy. Jsou to nepravidelné roztazené cévy, sloZené pouze zjedné vrstvy
fenestrovanych endotelovych bun&k. Lamina basalis zde chybi. Sinusoidy jsou od hepatocyth
oddéleny Disseho prostorem. Tato subendotelova Stérbina obsahuje retikularni vldkna a
mikroklky hepatocytl a zadinaji v ni lymfatické cévy. Plazma lehce prochazi fenestracemi
endotelové stény a dostdva se tak do piimého kontaktu s povrchem hepatocyth. Tim je
usnadnéna vyména makromolekul mezi krevnim fe€i$t€ém a hepatocyty. Plocha kontaktu
hepatocytl s krevnim fecistém je asi 600 m’. Ztrata energie udrzujici potencidl na membrang
hepatocytu vede velmi rychle k tmiku cytozolovych substanci do krve. To znamena, Ze ke

zvyseni aktivity cytoplazmatickych enzym staci jen velmi lehké poskozeni.
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Obr. 1: Jaterni lali€ek (Guyton a Hall, 1996)

V sinusoidech jsou kromé endotelovych bunék jaterni makrofagy (Kupfferovy buniky),
lipocyty (Itovy buiiky) skladujici tuk a tzv. Pit cells s tmavym jadrem neurosekre¢niho typu.
Jedn4 se ziejmé o specialni T lymfocyty NK (natural killers) (Brodanova a Kordag, 1993).

Kazdy hepatocyt ma sviyj krevni pol pfivraceny do Disseho prostoru a Zluéovy pol.
Dva sousedni hepatocyty spolu tvofi zadatek ZluCovych cest. Kanalikularni membrana ma
odli$né transportni systémy a fyzikélni vlastnosti neZ sinusoidalni membrana. Spojeni
hepatocytii na okraji kanalikularni membréany je zprostiedkovano junkénimi komplexy.
Uplatiiuji se zde predevsim t&sna spojent (tight Jjunctions). Je tak zabranéno voinému pohybu
molekul mezi intraceluldrnim prostfedim a ZluCovou kapilarou. Zlugové kapilary v dal$im
pribshu ziskavaji vlastni sténu, postupné se spojuji a vytvéaieji pravy a levy ductus hepaticus.
Jejich splynutim vznika d. hepaticus communis a piipojuje se d. cysticus, vedouci Zlu¢ ze
Fluéniku. Jejich spoleéné pokratovani se nazyva d. choledochus a usti do duodena ve
Vaterové papile. Duodenalni &ast choledochu je obkrouZena Oddiho svératem (Brodanova a
Kordag¢, 1993).

Morfologicka, klasickd pfedstava jaterniho lobulu se vSak neshoduje s funkénim
&lenénim. Funkéni jednotkou jater je jaterni acinus (zavedl Rappaport) (obr. ¢&. 2), vjehoz
stfedu se nachazi portobiliarni tridda. O enzymovém vybaveni, funkénosti a odolnosti bun¢k
rozhoduje jejich vzdalenost od triady. Acinus se funkén€ déli na zonu 1 — periportalni, ktera
lezi v blizkosti triady a ve které je krev bohatd na kyslik a nutri¢ni substraty, zonu 2 —
prechodnou intermedialni zénu a na zénu 3 — perivenozni, v blizkosti centralni Zily.
Periportdlni zéna méa vysokou aktivitu respiranich a proteosyntetickych enzymu.

V perivenoézni z6né je vice biotransformacnich enzymii a mala koncentrace ochranného

-10 -



glutathionu. To vysvétluje selektivni charakteristické poskozeni pfi pusobeni riiznych

hepatotoxickych latek s rozdilnym mechanizmem G¢inku.

Obr. 2: Lobulus a acinus (Guyton a Hall, 1996)

Celkovy priitok krve jatry tvoii asi ¥ klidového minutového objemu srdce. Asi 75 %
krve je do jater piivadéno cestou v. portae a 25 % cestou a. hepatica. Vena portae ptivadi
odkysli¢enou krev z neparovych organti dutiny biisni bohatou na Ziviny, zatim co a. hepatica
okysli¢enou krev z bfidni aorty. V. portae i a. hepatica se vétvi na inter- a intralobularni vény
a artérie, které Usti do portobilidrnich triad. Krev pfividénd obémi cévami se misi
v sinusoidech. Krev ze sinusoiddl odtéka centrlni Zilou do sublobularnich vén spojujicich se

ve wv. hepaticae a Gsti do v. cava inferior (Brodanové a Kordag, 1993).

3.1.2 Fyziologie jater

Jatra maji centralni roli v metabolizmu Zivin a jsou pro organizmus naprosto
nepostradatelnd. Jatra plni funkci degrada¢ni, detoxikalni, zasobni, sekreéni a exkre¢ni. Maji
vyrazny vliv na metabolizmus proteind (syntéza proteindl pro vlastni potfebu i pro potieby
organizmu, tvorba mocoviny), lipida (B-oxidace mastnych kyselin, syntéza fosfolipidd,
apoproteinové &asti lipoproteint, cholesterolu atd.) sachariddi (glukostaticka funkce jater,
konverze galaktézy a fruktozy na glukozu atd.), maji vliv na hemostizu (syntéza srazecich
faktori), skladuje se zde Zelezo, vitaminy, podileji se na vodnim hospodafstvi (katabolizmus
mineralokortikoidii, tvorba angiotenzinogenu) a na udrzovani celkové homeostézy vnitiniho
prostiedi. K vyludovani latek dochazi prostfednictvim Zlu¢i, coZ je exokrinni sekret jater
vyznamny také pro traveni a vstfebavani lipidd. Ve fetdlnim obdobi byla jatra dulezitym
mistem krvetvorby. Jatra plni celou fadu funkei, o kterych bylo jiz hodné€ napsano. Na tomto

mist& bych jen stru¢né pfipomnéla detoxikacni funkci jater.
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Biotransformace

Latky lipofilniho charakteru, které prochéazeji membranami a mize tedy dochazet
k jejich kumulaci v organizmu, nemohou byt z téla vylouCeny ptimo, ale musi byt nejdiive
zvySena jejich polarita. Biotransformaci rozumime sled enzymovych reakci, kterymi je
exogenni lipofilni (apolarni) latka pfeménovana na formu polarni. Biotransformace probiha
pfevazné v hladkém endoplazmatickém retikulu a cytoplazmé hepatocytd. Obvykle se
rozdéluje do dvou fazi.
Faze I biotransformace

Ve fazi 1. dochazi k pfeméné latky na polarnéj$i metabolit zavedenim funkénich
skupin (-OH, -NH,, -SH, -COOH). Uplatiiuje se zde pfedevs$im oxidace, mén¢ Casto redukce
nebo hydrolyza. Vétsina latek je oxidovana mikrozomalnim enzymovym systémem oxidaz se
smiSenou funkci (MFO). Hlavni roli zde zaujima cytochrom P-450 (CYP). CYP se
fylogeneticky vyvinul u zvifat jako prostfedek k eliminaci xenobiotik. Jedna se o skupinu
izoenzymd, jejichZz spoleéné oxidac¢ni centrum je tvofeno hemem. Izoenzymy se liSi
apoproteinovou slozkou, ¢imz je dana urcita specifita k jednotlivym substratim. Specifita je
ovSem velmi nizka a piekryva se, stejn€ jako u ostatnich enzymil biotransformace. Diivodem
této velmi nizké specifity je kompenzace nizkého mnoZstvi enzymi vzhledem k obrovskému
mnozstvi substratt, jejichz premény katalyzuji (Cervinkova 1999; Horak 2000; Larrey a
Pageaux, 1997). Izoenzymy se li§i svou genovou lokalizaci. U ¢lov€éka je dnes zndmo 57
izoenzymiit CYP, které jsou rozdéleny do 17 rodin (sekvencni homologie vy$3i nez 40 %) a 43
podrodin (sekven¢ni homologie vyssi neZ 60 %). 90 % oxidaci xenobiotik je pfipisovano Sesti
hlavnim enzymim (CYP1A2, 2C9, 2C8, 2D6, 2E1 a 3A4) (Sweeney a Bromilow, 2006).
Mutace gentt mohou zplisobovat deficit ve vybavé jednotlivych izoezym, a tim i vyznamny
polymorfizmus. Mutace se vétsinou projevuji ve dvou fenotypové odliSnych modifikacich —
fenotyp silné metabolicky aktivni a fenotyp slab& metabolicky aktivni. Tyto defekty mohou
vést k poruSe biotransformace metabolizované latky a k hromadéni substratu s toxickym
u¢inkem, zejména kdyZ neni kdispozici Zadnd jind alternativni metabolicka dréha.
V takovych piipadech jiz pfi podani béZné terapeutické davky Iléku miZe dochazet
k zavaznym vedlej§im G¢inkim. Genetické mutace jsou tedy spoluzodpovédné za
interindividualni rozdily v reakci na xenobiotika (Larrey a Pageaux, 1997).

Cytochrom P-450 je enzymem NADPH-cytochrom P-450 reduktdzou nejprve
redukovan, coZz umoZiuje vazat molekularni kyslik jako Sesty ligand na Zelezo hemu. Vznik4
reaktivni Fe-oxo-komplex, ktery mlze oxidovat nejriiznéj$i substraty. DuleZitou soucdsti

tohoto systému jsou téz membranové lipidy, které vyvolavaji konformacni zmény CYP
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zvySujici jeho afinitu k substratu, stimuluji tvorbu funkcéné aktivniho komplexu a jsou
zésobarnou hydrofobnich substratd (Stiborova, 2002). Kromé monooxidaz obsahujicich CYP
se uplatiiuji i monooxygendzy obsahujici jako prosthetickou skupinu flavinadenindinukleotid
(FAD) (Cervinkova, 1999).

Vysledkem faze I jsou obvykle méné lipofilni premetabolity. Nektere latky jsou pak
pozméiiovany a jejich kone¢né metabolity vylouceny. Jiné latky jsou ve II. fazi
biotransformace konjugovany s polarnimi molekulami. Vzniklé hydrofilni slouceniny jsou
vylougeny z organizmu mo&i nebo Zlu¢i (Brodanova a Korda¢, 1993). Metabolity vznikajici
v I fazi biotransformace nemuseji byt jen netoxické biologicky inertni latky. V zavislosti na
chemické struktufe xenobiotika a enzymovém systému, ktery pieméfiuje danou latku
v organizmu se naopak miZe jednat o latky znatného biologického vyznamu. Misto
detoxikace tedy miZze dochézet k aktivaci at’ uz v pozitivnim (Iéky) ¢i negativnim (toxiny)

smyslu (Stiborové, 2002; Sweeney adn Bromilow, 2006).

Subslrat

| Substrat

Obr. 3: Mechanizmus monooxygenazové reakce cytochrémem P-450 (Guengerich, 1993)
Faze II biotransformace

Ve druhé fazi dochazi ke konjugaci. Premetabolit vznikly v prvni fazi je vazan

s riiznymi latkami prostfednictvim transferaz. Nejlastéji se uplatiiuje glukuronidace, vazba
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s aminokyselinami (glycinem, taurinem, glutathionem, glutaminem, serinem, kyselinou
merkaptovou), vazba skyselinou sirovou, methylace, ethylace, hydroxymethylace a
acethylace. Reakce druhé faze probihaji mnohem rychleji nez reakce faze 1. Pti konjugaci
s kyselinou glukuronovou je kyselina pfenesena transferdzou zaktivni slouceniny
uridindifosfatglukuronové kyseliny na metabolit. UDP-glukuronosyltransferdza je
mikrozomalni enzym, narozdil od vétSiny enzymu faze II, které se nachazeji v cytozolu.
Potfebna energie pro konjugaéni reakce je Cerpana z rezerv ATP (Brodanova a Korda¢, 1993,
Jakoby, 1998). Mezi enzymy Il faze biotransformace patii rovnéz glutathion-S-transferazy,
kter¢ jsou schopny vazat fadu kancerogennich latek a kazalyzovat jejich vazbu s glutathionem
(Gallagher et al., 2006).

Vétsina biotransformacnich enzymi vykazuje zna¢nou inducibilitu. Mnoho xenobiotik
indukujicich enzymy 1. faze je schopno soucasné¢ indukovat i enzymy faze konjugaéni.
Obecné je viak indukce enzymi I. faze vySSi a lze tedy ptedpokladat urcitou nerovnovahu
mezi rychlosti vzniku reaktivnich meziprodukt a rychlosti jejich inaktivace konjugaci

(Stiborova, 2002).

3.2 Hepatotoxiny — rozdéleni, charakteristika

Jatra jsou zejména diky své uloze v biotransformaci xenobiotik a také diky tomu, Ze
jsou prvnim orgdnem, ktery ptichazi do kontaktu s latkami absorbovanymi z GIT hlavnim
cilem toxického ufinku mnoha substanci. Hepatotoxiny jsou chemické latky exogenniho
pivodu, které mohou zpisobovat prakticky vSechny typy jaternich 1ézi. Do organizmu se
dostavaji riznymi cestami — ganstrointestindlnim traktem, nebo parenteralng (kizi, inhala¢ng,
sliznicemi). V krvi jsou vétSinou vazany na proteiny a posléze metabolizovany jatry.

Vétsina téchto latek je rozpustna v tucich. V organizmu dosahuji vys$$ich hladin,
snadno prochazeji membranami a pronikaji do tkdni s vysokym obsahem tuku (CNS, tukova
tkail), kde jsou stfddany a postupné uvolilovany do krevniho ob&hu. Tim je prodlouZena doba
jejich G¢inku. Podminkou vylouéeni je jejich pfeména zformy apolarni na polarni
(biotranformace) (Brodanovéa a Kordag, 1993).

Hepatotoxiny muzeme délit podle riznych kritérii: podle jejich chemické struktury,
typu poskozeni, které zptusobuyji, podle bunééného nebo molekularniho mechanizmu pisobeni,
podle cilové struktury v hepatocytu, nebo podle zpisobu expozice. Z preventivniho hlediska
je dilezité rozdéleni na hepatotoxiny pravé (skutec¢né, obligatni, pfimé, klasické) a potencialni

(netypické, fakultativni, nepravé, nepiimé, senzitivujici) (Kahl, 1992).
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Skute¢né hepatotoxiny se vyznacuji nasledujicimi vlastnostmi poskozeni (Brodanova
a Kordac¢, 1993; Kahl, 1992):
» Reprodukovatelnost v experimentalnich podminkach
Zavislost na davce
Vyskyt u vSech osob vystavenych dostate¢né davce

Stejné, vétsinou kratké, latentni obdobi

YV V V V

Casto charakteristicka jaterni histologie

Pravé hepatotoxiny jsou témét vyhradné produkty chemického primyslu a chemické
latky zevniho prostiedi. U Iékil je prava hepatotoxicity akceptovatelna jen za urditych
podminek, a to tehdy, jestlize maji vysoky terapeuticky potencial (chemoterapeutika), nebo
kdyZz je pravd hepatotoxicita prokdzana az pii koncentracich vysoce pFevySujicich
terapeutickou davku (paracetamol) (Kahl, 1992). V takovych p¥ipadech jsou nezbytné studie
pro stanoveni nebezpedi pro ¢loveka a v nekterych piipadech identifikace protektivnich latek.
Potencialni hepatotoxiny vykazuji néasledujici charakteristiku (Brodanova a Kordag,

1993; Cervinkova, 1999; Kahl, 1992):

Y

Latentni obdobi je znaéné variabilni
Neexistuje adekvatni zvifeci model
Neni pfitomna zavislost na davce

Pouze u ¢asti jedinct dojde k poskozeni jater

Y V V V

Jaterni histologie je necharakteristicka, nékdy normalni

Individudlni vnimavost vi€i potencionalnim hepatotoxiniim je zplsobena predeviim
zménénou aktivitou enzymovych systému. Aktivita enzymi je ovliviiovana celou fadou
faktordi, mezi néz patii: genetické vlivy, vék, pohlavi, vyZiva, t€hotenstvi, prutok krve jatry,
chorobné stavy, iterakce 16k a dalsich xenobiotik (Brodanova a Kordaé, 1993; Cervinkova,

1999).

3.3 Toxické posSkozeni jater

3.3.1 Mechanizmus vzniku reaktivnich intermediati

Béhem biotransformace jsou nékteré latky pfeménovény na stabilni metabolity,
zatimco z jinych vznikaji relativn€ toxické intermedidty. K tvorbé reaktivnich metaboliti
dochézi riznymi cestami (Cervinkova, 1999).
» Cytochrém P-450 oxiduje latky na reaktivni elektrofilni metabolity. Ptikladem je oxidace

acetaminofenu na N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI), nebo tvorba
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alkyldiazohydroxidfi z N-nitrosamint. Tyto elektrofilni metabolity s mohou kovalentné
vazat na nukleofilni centra bunéénych slozek (Cervinkové, 1999; Anders, 1988).

» Cytochrém P-450 katalyzuje reduktivni dehalogenaci nékterych haloalkant. Dava tak
vzniknout volnym radikalim. P¥ikladem je dehalogenace tetrachlormethanu (Cervinkova,
1999, Anders, 1988).

» NADPH-cyt-P450 reduktaza redukuje nékteré latky na volné radikaly. Piikladem je tvorba
semichinonovych, popfipadé hydrochinonovych radikalti z chinonli. Tyto radikaly pak

mohou redukovat molekularni kyslik na superoxidovy radikal.

slougeninu. Prikladem jsou konjugaty se sulfatem vznikajici z N-hydroxylovanych
aromatickych amind u¢inkem sulfotransferaz ¢i N-cetyltransferaz (Stiborova, 2002)

» Zdrojem volnych radikald mohou byt dale, peroxizémy, xantinoxidaza, kaskada kyseliny
arachidonové, reakce zahrnujici ionty pfechodnych kovit a imunologické reakce pii zanétu
a fagocytoze. Jednim z nejvyznamn&jsich zdroju reaktivnich forem kysliku a také velmi

gastym cilem toxického uginku latek jsou mitochondrie.

3.3.2 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Volny radikdl se nazyva takovy atom, neutralni molekula ¢i iont, ktery obsahuje
alespoi jeden orbital s neparovym elektronem. Krom& volnych radikalt se vyskytuji i dalsi
reaktivni slouceniny kysliku a dusiku, které, ptestoZze maji vSechny elektrony sparované, jsou
vysoce reaktivni. Spole¢né s volnymi radikaly se pro n¢ pouZivaji terminy ,reactive oxygen
species“ (ROS) a ,,reactive nitrogen species“ (RNS).

Reaktivni formy Kkysliku jsou zndmy jako toxické latky, které oxiduji bunéfné
komponenty a po3kozuji buiiky. Podle soudasnych poznatkli se n€které ROS v nizkych
subtoxickych koncentracich castni pfenosu signdlu jako druzi poslové a podileji se na
regulaci n&kterych bun&énych d&ji (Thannickal at al., 2000). ROS jsou také velmi dilezité pfi
ni¢eni cizorodych latek aktivovanymi fagocyty, pii oplozeni vajicka a pfi biotransformaci.

Superoxid (02") je oznalovan za primarni ROS. Superoxidovy radikal je b&Zné tvofen
jako produkt aecrobnich oxida¢nich procesii v riiznych bunéénych kompartmentech. Jedna se o
pom&mé slaby oxidant s velmi kratkym polo¢asem u¢inku, ktery neprochdzi pies biologické
membrany (Brent a Rumack, 1993). Superoxid vétSinou nereaguje s polypeptidy a
nukleovymi kyselinami, jeho role pfi lipoperoxidaci je pfedmétem debat (Valko et al., 2000).
Superoxidismutaza (SOD) velmi rychle konvertuje superoxid na peroxid vodiku. Vznik

riznych ROS je uzce spjat sredoxnim stavem piechodnych kovil. Za fyziologickych
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podminek je koncentrace volnych iontii Zeleza velmi pifsn¢ regulovana a je udrZovéna na
témér nulové hlading. Za stresovych podminek vSak mize superoxid uvolnit Zelezo
z intracelularnich zdrojd, jako naptiklad z 4Fe-4S klastrti nékterych enzymi nebo z feritinu a
v jejich pfitomnosti reagovat s peroxidem vodiku za vzniku velmi reaktivniho hydroxylového
radikalu OH' (Haber-Weissova reakce) (Valko et al., 2006). Stejn¢ jako Zelezo se na tvorbé
hydroxylového radikdlu muize podilet dal$i pfechodny kov skladovany v jatrech — meéd
(Letelier et al, 2005).

Peroxid vodiku (H,0,) je jiz silngjsi oxida¢ni ¢inidlo, ma vSak delsi reakéni dobu.
MiZe vyvolavat oxida¢ni poskozeni pfimo oxidaci thiold a DNA, nebo se miZe ucastnit
Haber-Weissovy reakce za vzniku hydroxylového radikalu (Brent a Rumack, 1993).

Hydroxylovy radikal (OH) je jedno z nejsiln€jSich oxidovadel v biologickych
systémech. Jeho polodas u€inku je mensi nez 1 ns. In vivo tedy reaguje blizko mista vzniku.
MuzZe reagovat se vSemi bunéénymi molekulami a poSkozovat je.

Mezi dalsi vyznamné ROS patii také peroxylovy radikal ROO™ vznikajici naptiklad
pii oxidaci bunéénych lipidd.

Zvlastni postaveni v systému radikalt ma radikal exidu dusnatého NO'. NO' je velmi
dulezita signalni molekula, ktera se uplatiluje pfi celé fad€ bunéénych procest, jako regulace
krevniho tlaku, neurotransmise, relaxace hladkého svalstva atd. V tkéanich je tvofen pomoci
NOsyntaz (NOS) z argininu za vzniku citrulinu a NO'. V jatrech je NO' tvofen hepatocyty,
Kupfferovymi a endotelidlnimi builkami. Nadmérnd produkce NO' miZe vést ktzv.
nitrosylaénimu stresu. NO' je rozpustny ve vodném prostiedi i v nepolarnich ropustédlech a
prochazi pfes membrany. MuzZe reagovat se superoxidem za vzniku peroxodusitanu

(ONOQO) (Radi et al, 1991; Valko et al., 2006).

3.3.3 Mechanizmy toxického poskozeni jater

Poru$eni rovnovdhy mezi vznikem reaktivnich metabolitd a jejich detoxikaci (viz.
dale) vede k toxickému poSkozeni jater.

Reaktivni metabolity vyvolavaji nebo méni rizné biochemické reakce a ovliviiuji
proteiny, lipidy a DNA. Tyto biochemické zmény mohou bud’ pfimo zasihnout bunéiné
organely, nebo je nepfimo ovlivnit prostfednictvim aktivace nebo inhibice signalnich kinaz,
transkripénich faktord a genové exprese. Nasledkem intracelularniho stresu miize byt bud’
piimé spusténi nekrotickych, popiipadé apoptotickych procest, nebo senzitivizace bun€k

k letalnimu poskozeni sloZkami imunitniho systému (Kaplowitz et al., 2002).
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Elektrofilni metabolity se kovalentné vazi na SH, nebo NH, skupiny proteinil. To
mize vést bud’ k metabolickému, nebo imunologickému poskozeni (Popper, 1988).

Nékteré hepatotoxiny plsobi jako prekancerogeny a po metabolicke aktivaci se
kovalentné& vazi na DNA (Kahl, 1992).

Dalgi latky inhibuji proteosyntézu. Houbovy toxin o-amanitin vytvafi komplex
s RNA-polymerdzou II, &mz ji inhibuje. Ve vy38ich koncentracich inhibuje i RNA-
polymeréazu III (Kahl, 1992). Galaktosamin inhibuje proteosyntézu prostednictvim deplece
uracil nukleotidii (Mikhaylova et al., 1996). Vysledkem je zastava syntézy proteind, coZ mize
vést k masivni steatdze popiipadé nekroze hepatocytu (Hordk, 2000).

V&tsina hepatotoxini at’ uz primarné nebo sekundarné vyvolava oxidacni stres.

Oxida&ni poskozeni je jednim z nejéastjsich G€inkh hepatotoxint.

3.3.3.1 Oxidacni stres

Oxidagni stres je nasledkem porudeni rovnovéhy mezi oxidantem a antioxidantem ve
prospéch oxidantu (Jakus a Lopuchova, 1999). Oxidalni stres tedy nastava pii zvySené
produkei volnych radikald, nebo pfi inhibici jejich odstrafovani. Mezi biochemické nasledky
oxida¢niho stresu patii lipoperoxidace, oxidace thiolovych skupin proteinil, oxidace DNA a

zmény v poméru GSH/GSSG (Kaplowitz et al., 2002).

3.3.3.1.1 Lipoperoxidace

Lipoperoxidace je fetézova reakce. Reaktivni metabolit — radikal se vaze na uhlik
nenasycenych mastnych kyselin, nebo jim odebira vodik. Vzniké tak lipidovy radikal, ktery je
oxidovan na hydroperoxyradikal. Peroxylovy radikal miZe reagovat s jinou molekulou lipidu
za vzniku hydroperoxidu a nového lipidového radikalil. Soucasné se tvofi konjugované dieny,
které vykazuji typickou absorbanci pfi 233 nm a slouZi jako ukazatel lipoperoxidace.
Rozkladem hydroperoxidu vznikaji dalsi latky jako alkany a aldehydy (4-hydroxynonenal,
malondialdehyd), které mohou rovnéz slouZit ke kvantifikaci lipoperoxidace. MDA a HNE
maji mutagenni G&inky. HNE ma velky vliv na signalizacni kaskadu a ovliviluje tak
fenotypové charakteristiky bunék (Valko et al., 2006). Tyto $tépné fragmenty lipidi se mohou
kovalentné& vézat na proteiny a ireverzibiln& je poskozovat. Modelovou latkou pouzivanou pfi

studiich mechanizmu lipoperoxidaci je CCly (Kahl, 1992; Cervinkova, 1999; Horak 2000).
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Obr. 4: Schéma lipoperoxidace (Cervinkova, 1999)

Dusledkem lipoperoxidace je zména biofyzikdlnich vlastnosti membrany (fluidita,
elektricka rezistence), méni se pofet SH skupin proteini. Vznikem kiiZové vazby mezi
zbytkem aminokyselin a proteinti a aldehydovych produktt lipoperoxidace je sniZzena mobilita
plazmatickych proteind. Nasledkem zvySené propustnosti mohou i relativné velké molekuly
inracelularnich enzym vytékat z buniky (Jakus a Lopuchova, 1999).

Dochazi k disociaci ribozémil, disledkem je nahromadéni lipidé pro neschopnost
builky syntetizovat lipoptoteiny z triacylglycerolt. To vede ke steatéze jaterni buiiky.

Lipoperoxidace mikrozémi je spojena se ztratou aktivit uréitych enzym@ (CYP,
glukéza-6-fosfataza, UDP-glukuronidaza atd.).

Lipoperoxidace mitochondridlni membrany mulze vyGstit az v lyzu mitochondrie.
PoSkozeni mitochondrii ma za nésledek poskozeni dychaciho fetézce a sniZeni tvorby ATP.
(Jakus a Lopuchovd, 1999; Kahl, 1992). Poskozeni kardiolipinu vede k uvoln&ni cytochrému
c z vazby na tento fosfolipid.

Koncentrace volného Ca®* v cytoplazmé [Ca*'|c se pohybuje okolo 100 nmol/l.
Koncentrace Ca’* v extracelularnim prostiedi je asi 1,2 mmol/l. Tento koncentraéni gradient
je udrzovan pomoci Ca**-ATPaz a Ca**/3 Na* antiportu v cytoplazmatické membrang a Ca®*-
ATPaz v endoplazmatickém retikulu, kde je nejvétsi intracelularni koncentrace téchto iontiL.
Vlivem poruseni permeability membréan, oxidaéniho poskozeni Ca®* translokaz a poklesu
ATP dochézi k velmi rychlému nériistu cytozolového Ca**. Zvysena koncetrace cytozolového

Ca®* mé4 za nésledek aktivaci nespecifikych hydrolaz.
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Obr. 5: Zmény v intracelularni koncentraci Ca>* p¥i po§kozeni buiiky

3.3.3.1.2  Oxidace proteini

Proteiny mohou byt oxida¢nim stresem poskozeny né€kolika zpisoby. Prvnim z nich je
pifimé oxidace n€kterych aminokyselinovych zbytkl. Nejochotnéji je pomoci ROS oxidovéan
methionin na sulfoxid, dale cystein a tryptofan. Oxidaci prolinu dochdzi k roz§tépeni
aminokyselinového fetézce (Davies et al., 2005). Zména redoxni rovnovahy uvnitf hepatocytu
vyznamné ovliviiuje thiolové skupiny proteint, tim se méni jejich terciarni i kvarterni
struktura, coZ ovliviiuje jejich funkci. Reakci shydroxylovym radikdlem dochazi
k hydroxylaci molekul, s peroxynitritem pak k nitraci. Oxidace hemového Zeleza ¢&i jiného
ptechodného kovu v aktivnim misté zbavuje enzym jeho aktivity. PoSkozeni proteint vede ke
ztraté ¢i sniZzeni enzymové aktivity, véetné selhani transportnich funkci, tedy i kalciovych
translokaz, poruse cytoskeletonu buiiky a ovlivnéni signélnich molekul (Jakus a Lopuchova,
1999). Tvorbou adduktii ¢i jinou modifikaci mohou vznikat neoantigeny s moznosti vzniku

imunoalergického poskozeni.

3.3.3.1.3 Oxidace DNA

ROS a zejména hydroxylovy radikal reaguji se v§emi komponenty DNA, niéi purinové
i pyrimidinové baze a deoxyribozovou kostru. Nésledkem jsou modifikace purind a
pyrimidin®, jedno- nebo dvoufetézcové zlomy DNA a DNA cross-links. Poskozeni DNA
muiZe vyustit vindukei nebo inhibici transkripce genti, dochazi k replika¢nim chybam,

spusténi rtiznych signalnich cest, nestabilit¢ genomu. Koneénym disledkem téchto zmén je
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indukce apoptdzy & naopak kancerogeneze (Wang a Hu, 2000). Kromé ROS se na poSkozeni
podileji i RNS.

V buiice nadtdsti existuje fada opravnych mechanizmi. Exprese nekterych opravnych
enzymu je indukovéana pfimo nasledkem oxida¢niho stresu. V porovnani s jadernou DNA
(nDNA) je G¢innost opravného systému v mitochondriich niZsi. Navic se mitochondrialni
DNA (mtDNA) nachdzi v blizkosti vzniku ROS a neni chranéna histony. Zmény mtDNA

mohou vést k mitochondridlnim dysfunkcim a k degenerativnim onemocnénim.

3.3.3.1.4 Zmény v pienosu intracelularniho signalu

Regenerace a proliferace jsou ptirozené odpovédi bun€k na jaterni poskozeni. Tyto
d&je jsou aktivovany riznymi signdlnimi cestami. Nékteré hepatotoxiny mohou tyto signaly
zesilit, inhibovat, nebo pozménit. Mohou tedy inhibovat bunétné déleni a indukovat
apoptOzu, popfipadé nekrozu hepatocytu (Jones a Czaja, 1998).

Nékteré rtstové faktory a dal$i latky puasobi prostfednictvim cAMP jako druhého
posla. Po navazani pfislu§ného ligandu na receptor asociovany s trimernim G proteinem dojde
k vymén& GDP za GTP. Takto aktivovany G protein se odpoji od receptoru. Od pevného
dimeru Py se odpoji podjednotka o nesouci GTP. Ta aktivuje dal8i enzymy jako
adenylcykldzu. Vznikajici cAMP dale aktivuje proteinkindzu A. Proteinkindza A fosforyluje
dal$i enzymy (Jones a Czaja, 1998, Hoiejsi a Barttnikovd, 1998). Etanol in vivo inhibuje G
protein a tim sniZuje citlivost hepatocytdl k né¢kterym hormontim a ristovym faktortim (Diehl
et al., 1992).

Dal$im dilezitym principem mnoha signalizaénich d&jd je vyuZiti vapenatych iontt.
Po navazani latky na membranovy receptor asociovany s G proteinem je aktivovéana
fosfolipaza C, ktera stépi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PiP) na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylgylcerol (DAG). IP; indukuje otevieni Ca* -iontovych kanaldi v cytoplazmatické
membrang, respektive v membrang endoplazmatického retikula. Vysledkem je zvySeni
hladiny cytoplazmatického Ca?*. Ca®* se vaZe na kalmodulin a aktivuje celou fadu
cytoplazmatickych enzymi. (Jones a Czaja, 1998; Hofejsi a Bartlnkova, 1998). Ethanol
snizuje hladinu IP; v odpovédi na epidermalni riistovy faktor, vazoprezin a fenyleprin (Zhang
et al, 1996).

Mnoho receptort napt. pro inzulin, PDGF, TGF-B, ma cytoplazmatické domény
nesouci proteinkinazovou aktivitu, nebo jsou kovalentné spojeny s cytoplazmatickymi
proteinkidzami. Po navazani pfislusného ligandu na receptor se zmeéni konformace

receptorového komplexu a tim se ovlivni aktivita proteinkinazy. Aktivovana proteinkinaza
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fosforyluje dal$i proteinkinazy (Hoiejsi a BartGiikova, 1998). V procesu proliferace a buné&né
smrti hraji ddleZitou roli zejména mitogeny aktivované proteinkindzy (MAPK). Patfi mezi
serin/treonin kinazy (Jones a Czaja, 1998) Jejich tplna aktivace vyZaduje fosforylaci serinu i
treoninu. Serin/treonin kindzy maji del$i polocas ucinku neZ tyrozin kindzy. Mohou tedy
aktivovat regula¢ni proteiny gent (elk-1, c-jun atd.) ptimo v jadie (Alberts et al., 1993). Mezi
MAPK patti kindza regulovana extraceluldrnim signalem (ERK), c-Jun-NH;-termindlni
kindza (JNK) a p38. MAPK jsou stimulovany oxida¢nim stresem, proto se jim n€kdy fika
stresem aktivované proteinkinazy (SAPK) (Jones a Czaja, 1998).

Membranové sfingolipidy vykazuji také signalni aktivitu. TNF-a, Fas ligand a n€ktera
chemoterapeutika indukuji hydrolyzu sfingomyelinu na ceramid, ktery dale aktivuje fosfatazy
a kinazy (Jones a Czaja, 1998). Ceramid mulze indukovat apoptézu pies aktivaci JNK.
Ceramidem vyvolana apoptéza nebyla zastavena inibici kaspaz (Kanzler a Galle, 2000).

Cilem vSech téchto signélnich cest je aktivace transkripénich faktord, které se vaZzou
na regulaéni oblast ur¢itého genu a zahajuji jeho transkripci.

Ristové faktory a dalsi latky indukuji dvé skupiny gend. Tak zvang rychle reagujici
geny, které jsou aktivovany do patnacti minut po spusténi signalu a pomalu reagujici geny,
které spousti zavérenou proteosyntézu. Mezi rychle reagujici geny patii myc, fos a jun geny.
Produkty jun a fos gent se kombinuji a vytvareji aktivni geny regulujici protein 1 (AP-1). AP-
1 a myc proteiny aktivuji pomalu reagujici geny (Alberts et al., 1993). Po podani
galaktosaminu nebyla pozorovany zvysena exprese AP-1 genu a c-myc ani po 6 hodinach, coZ
vedlo ke sniZeni miry proliferace a k jejimu pozdnimu nastupu (Schmiedeberg et al., 1993).
Prozanétlivé cytokiny aktivuji dalsi transkripéni faktor NF-xB. NF-xB se rovnéZ uplatiiuje pii
stimulaci proliferace a inhibici apoptézy. Nasledkem chronického pozivani alkoholu je

inhibovana aktivita NF-xB (Jones a Czaja, 1998; Zeldin et al., 1996).

3.3.3.1.5 Nekroza a apoptdza

Reaktivni metabolity bud’ pfimo narusi rovnovahu mezi faktory podporujici pieziti a
bun&énou smrt a vysledkem je bezprostiedni ztrata viability, nebo tuto rovnovahu modifikuji
tak, Ze dochazi k senzibilizaci hepatocyt k letalnimu efektu vnitiniho jaterntho imunitniho
systému. Vysledny efekt se pohybuje mezi zachovdnim viability a indukci apoptézy nebo
nekrozy v zavislosti na druhu latky, dobé expozice, genetickych faktorech, stavu hepatocytl
pied expozici a celé fad€ vngjsich vliva (Kaplowitz et al., 2002).

Apoptdza a nekréza jsou povaZovany za dva rozdilné typy bunééné smrti s odliSnymi

morfologickymi a biochemickymi znaky. Zatimco nekréza je ¢asto vyvolana vnéjSimi vlivy,
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apoptéza piedstavuje strikiné regulovany proces zodpovédny za odstranéni starych,
poskozenych nebo nepotiebnych bunék. V soucasné dobé se tento nazor meéni. Zda se, Ze
nekréza a apoptdza reprezentuji dva extrémni pipady kontinudlniho procesu bunééné smrti.
Znaky nekrézy i apoptézy mizeme soutasné pozorovat nejen v jedné tkani, ale dokonce
v jedné burice (Kim et al., 2003; Lemasters, 1999; Lemasters et al., 2002).

Apoptoza je charakterizovana rozpadem buriky na apoptickd téliska bez poruSeni
integrity cytoplazmatické membrany a tedy bez vyplaveni prozangtlivych faktord. Zéakladnimi
znaky apoptézy jsou: exprese fosfatidylserinu na povrchu bunééné membrany, zmény
cytoplazmatické ~ membrany  (blebs), ztrata  oxidaCnich  funkei mitochondrii,
internukleozomalni kondenzace chromatinu a fragmentace DNA (Cervinka, 1998; Wyllie et
al., 1998). Apoptéza je aktivni proces, ktery vyzaduje energii ve form¢ ATP. Za
fyziologickych podminek slouZi apoptéza k odstranénich starych a poskozenych bunék a
brani malignimu zvrhnuti. Apoptéza je nezbytna v procesu vyvoje, ristu a diferenciace jater a
dale se uplatiiuje pii optimalnim udrZeni po¢tu bunék v jatrech (napf. pfi regeneraci). Pokud
se véak vlivem reaktivnich metabolitd vymkne kontrole, miZe zplsobit zdvazné poSkozeni.
Masivni apoptdza vyvolava sekundarni nekrozu (Kanzler a Galle, 2000; Malhi et al., 2006).
Apoptéza mize byt bud’ piimo zpuSténa intracelularnim stresem, nebo navazanim ligandu
(Fas, TNF-ar) na piislusny receptor asociovany s adaptérovym proteinem se smrtici doménou
(ADD). Naésledn& dochéazi k permeabilizaci mitochondrif a k uvolnéni proapoptotickych
proteinti (cytochrom c, Smac, IAF, nékteré prokaspazy). Apoptoza zavisi na kaskadové
aktivaci iniciadnich a efektorovych kaspaz. Posledni efektorova kaspaza je kaspaza-3
(Kanzler a Galle, 2000; Kaplowitz, 2002; Grattagliano et al., 2002).

Nekréza je nasledkem hluboké ztraty mitochondridlnich funkei spojenych s depleci
ATP. Nastava ztrata iontové homeostizy a zvy$eni intraceluldrni hladiny Ca*', coz vede k
aktivaci nespecifickych hydrolaz. Dochazi k aktivaci anaerobni glykolyzy a k acidoze. Je
poruSena aktivita Na'/K* ATPazy a Na' se akumuluje uvnitf buiiky. Néslednd osmotické
zatéZ spolu se zvysenou aktivitou hydrolytickych enzymi vyusti v prasknuti cytoplazmatické

membrany (Grattagliano et al., 2002).
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Obr. 6: Nekroza a apoptéza (Wyllie et al., 1998)
V obou typech bun&éné smrti se vyznamnou mérou uplatiiuji mitochondrie.

3.4 Mitochondrie a jejich role pri toxickém poSkozeni jater

Mitochondrie jsou subceluldrni organely endosymbiotického plivodu. Kromé syntézy
ATP se podileji na termoregulaci, udrZovani redoxniho potencidlu, modulaci Ca®" signalu,
jsou zdrojem reaktivnich forem kysliku, podileji se na bundéné signalizaci a v neposledni fadé
spousti a reguluji buné¢nou smrt. Probiha zde B-oxidace mastnych kyselin a syntéza fady
latek. V jaternich mitochondriich je syntetizovéna urea, takZe plni i roli detoxika¢ni. PoruSeni
mitochondridlniho metabolizmu neni jen znakem d&diénych mitochondrialnich nemoci, ale je
spojeno s riznymi degenerativnimi chorobami a starnutim.

Jatra patii mezi orgdny s vysokymi energetickymi ndroky a obsahuji velky polet
mitochondrii (Malhi et al., 2006). Mitochondrie jsou velmi citlivé k u¢inku nékterych toxind,
zejména k oxidanttim, elektrofilnim latkam, lipofilnim kationtim a slabym kyselinam
(Wallace et al., 1997). Mitochondrie tedy hraji velmi vyznamnou roli v mechanizmu

toxického poskozeni jater.
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3.4.1 Struktura mitochondrii

Endosymbioticky ptivod mitochondrii se odraZi v jejich struktufe. Jsou obaleny
dvojitou membranou, maji vlastni DNA (mtDNA) a proteosynteticky aparat. Savei mtDNA je
cirkuldrni dvoufetézcova molekula kodujici 13 polypeptidi, 22 tRNA a 2 rRNA (obr. 7).
Viech 13 polypeptidd tvoii podjednotky enzymovych komplext dychaciho fetézce. Ostatni
mitochondridlni proteiny jsou kédovany jadernou DNA (nDNA), syntetizovany v cytozolu a
importovany do mitochondrii (Lee and Wei, 2005; Scheffler, 2001; Wallace, 1999; Ballard a
Whithlock, 2004). Podet kopii mtDNA zavisi na typu buiiky a v piméru se pohybuje
v rozmezi 10°-10 *. Jedna mitochondrie ma pfiblizn& 2-10 kopii mtDNA (Lee and Wei, 2005).
Mitochondridlni DNA se d&di po matce (Wallace, 1999) a vykazuje n€kolikandsobn€ vyssi

stupeit mutaci neZ nDNA.
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Obr. 7: Mitochondridlni DNA

Mitochondrie jsou velmi dynamické organely se sloZitou stavbou vnitfni membrany.
Vn&j$f membrana (OM) odd&luje organelu od cytoplazmy, zatimco vnitini membrana (IM) se
vchlipuje do stfedu mitochondrii a odd&luje vnitini mitochondridlni prostor — matrix od
mezimembranového prostoru. Membrany se 1i§i svou strukturou, chemickym sloZenim a
vlastnostmi. Vn&j$i membrana je propustna pro ionty a mensi molekuly a neni propustna pro
bilkoviny. Vnitini membranou pronikd jen O,, CO, a lipofilni latky (Scheffler, 2001).
Podobng jako bakterialni membrany obsahuje IM pomé&mé vysokou koncentraci kardiolipinu
a niz$ obsah cholesterolu (Scheffler, 1999; Skulachev, 1999). V obou membranich se
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nachazi fada transportnich komplexii. Vyvoj novych technik, zejména skenovaci elektronové
mikroskopie s vysokym rozliSenim a elektronové tomografie, vedl k pfehodnoceni nazoru na
cisterny nebo vagky, které jsou pomoci tizkych, riizné dlouhych tubularnich struktur (cristae
Junction, pediculi cristae) spojeny s Casti vnitini membrany prochazejici podél vn&jsi
membrany (vniténi vazebnd membrana). Nekteré kristy si uchovavaji tubulérni tvar po celé
své délce, jiné vzajemné splyvaji a vytvateji rizng slozité struktury (Frey a Mannella, 2000;,
Perkins a Frey, 2000). Poget a morfologie krist zavisi na typu butiky a na jejim aktualnim
stavu. Vnitini membréana je velmi dynamicka struktura schopna ménit tvar v zavislosti na
osmotickych nebo metabolickych podminkach. Otazkou zistava, zda uzké tubularni spojeni
krist s vnitini vazebnou membranou tvofi bariéru volné difuzi iontli mezi intrakristdlnim a
mezimembranovym prostorem. Pokud je difuze limitovana, mohou vznikat lokdlni gradienty
jontdl, coZ by znamenalo piehodnoceni soucasnych pfedstav o regulaci mitochondridlnich
enzymovych reakci. Pocet, tvar a objem kristalnich spojeni a krist miize regulovat stuperi
syntézy ATP a ovlivnit difuzi cytochrému ¢ mezi kristami a mezimembrénovym prostorem.
Spoje mohou tvofit bariéru pro difuzi membranovych proteint, coZ by vedlo k rozdilnému
sloZeni proteinii ve vnitini vazebné membrang a v kristalni membrané (Gilkerson et al., 2003;

Frey a Mannella, 2000).

Obr. 8: Struktura mitochondrii (Frey a Mannella, 2000)
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Pocet mitochondrii se velmi li§i v zavislosti na typu burky, fyziologickych
podminkach a patologickych stavech. Mitochondrie nejsou v cytozolu umistény nédhodné, ale
jsou udrZovany v jistych pozicich. Tyto pozice nejsou statické a mitochondrie mohou byt
pfenaseny na mista potfeby (Dimmer et al., 2002; Skulachev, 2001). Mitochondrie v buiice
existuji ve dvou zdkladnich formach. Bud' jako malé izolované sférické c&astice, nebo
vytvareji elektricky vodivou vysoce dynamickou mitochondridlni sit’. Mitochondrie v siti
konstantné¢ prodélavaji fuzi a déleni ajsou schopny pienosu energie ve formé
elektrochemického membranového potencidlu (AuH", MMP) (Skulachev, 2001; Zorov et al.,
2000). Mitochondrie na periferii se pravdépodobné aktivnéji ucastni respirace, vytvareji
AuH", zatim co mitochondrie v centru AuH" spiSe konzumuji a syntetizuji ATP. To usnadiiuje
dodavku energie do centra bunky a také sniZuje koncentraci O, v blizkosti jadra. Oblast
nejaktivnéjsi respirace a produkce ROS je tak lokalizovéna na periferii (Skulachev, 2001).
Vodivé spojeni miize byt reverzibilné inaktivovano. Pokud ¢ast site¢ zaCne ve zvySené miie
produkovat ROS muze dojit k rozloZeni sit€ a odstranéni poskozenych mitochondrii procesem
mitoptdzy (Skulachev, 2004).

Mitochondrie a mitochondridlni sit’ jsou v izkém kontaktu s ostatnimi bun&tnymi
organelami, zejména s endoplazmatickym retikulem a cytoskeletem (Scheffler, 1999; Frey a
Mannella, 2000). Mitochondrie, které se v cytozolu vyskytuji ve formé izolovanych éastic
ziejmé piedstavuji transportni formu organel. Mitochondrie se pohybuji pomoci
molekularnich motord podél mikrotubulil ¢i podél svazku aktinovych vldken (Rube a Bliek,

2004; Skulachev, 1999).
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Obr. 9: Mitochondrialni si€’ (Weber a Senior, 2003; Egner et al., 2002)

3.4.2 TFunkee mitochondrii

3.4.2.1  Dychaci Fetézec a oxidacni fosforylace

Mitochondrie produkuji 90 — 95 % ATP procesem oxida¢ni fosforylace. Enzymové
komplexy dychaciho fetézce (RC) a oxidaéni fosforylace (OXPHOS) jsou lokalizovany ve
vnitfni mitochondrialni membrang. RC se sklada ze &Etyf enzymovych lipoproteinovych
komplexti, které obsahuji 4 — 46 peptidovych podjednotek. Podjednotky jsou kodovany
Sastedné mtDNA a &asteéné nDNA. Vyjimku tvofi komplex II, jehoZ 4 podjednotky jsou
koédovany vyhradng nDNA. Sestaveni podjednotek do komplexu je velmi sloZity dg&j,
regulovany a zprostiedkovany fadou dal$ich gent a jejich produktl. Komplexy tvoii soustavu
oxidoreduké&nich ¢lankd s postupné se zvySujicim redoxnim potencidlem. NADH koenzym-Q
oxidoreduktaza (komplex I) pfijimad vodiky od NADH-dependentnich dehydrogendz a
pfedava je na koenzym Q. Redukovany koenzym Q pienasi vodiky na komplex III (bci-
komplex). Komplexu III pfedava elektrony cytochromu ¢ a ten je pfenasi na komplex IV
(cytochrom ¢ oxidaza - COX). COX reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku vody.
Koenzym Q piebird vodiky i od mitochondridlnich dehydrogendz flavoproteinového typu,
mezi néZ patii komplex I (sukcinat-koenzym Q-oxidoreduktaza),
glycerofosfatdehydrogendza a ETF-oxidoreduktaza. Energii uvolnénou pifi prichodu
elektronti vyuziva komplex I, III a IV kpumpovani protontt (H") zmatrix do

mezimembranového prostoru. Tim vznikda na vnitini mitochondridlni membrané
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elektrochemicky potencial AuH" (AuH obsahuje elektrickou AY a chemickou ApH slozku).
Tento potencial pak vyuziva ATP-syntaza (komplex V) pro tvorbu ATP. Funkce RC je tak
spifazena s oxidac¢ni fosforylaci. Tuto chemiosmotickou teorii formuloval Peter Mitchell
vroce 1961. ATP-syntaza se skladd z Fy membranové domény a s F; katalytické ¢asti. H'
pronikaji Fo kandlem ATP-syntdzy zpét do matrix a vyvolavaji rotaci jeho podjednotek.
Rotace je prenesena do F; katalytické &asti, kde je vyuZita k syntéze ATP z ADP a
anorganického fosfatu (Pi) (Weber a Senior, 2003; Senior et al., 2002). Za jistych okolnosti
miZe Fy ¢ast katalyzovat hydrolyzu ATP a vyvolavat opaénou rotaci podjednotek Fy. Enzym
pak funguje jako protonova pumpa. ATP syntaza je tedy komplexem dvou rota¢nich motora —
F; motoru aktivovaného hydrolyzou ATP a Fy motoru aktivovaného ApH" (Oster a Wang,
2003). VetSina ATP je z mitochondrii exportovana pomoci ATP/ADP antiportu (ANT —
adeninnukleotidovy translokétor). AuH" netvoii jen hnaci silu pro syntézu ATP, ale také tidi
transport iontdl, substratu a proteind. NAD(P)" transhydrogendzy ve vnitini mitochondrialni
membréané vyuzivaji AuH" k pfenosu vodiku z NADH na NADP" a podileji se na udrZzovani
redoxniho stavu buiiky (Lemasters a Nieminen, 2001).

Krystalicka struktura je dnes zndma u vSech komplex(, s vyjimkou komplexu I.
Prichod elektrontt v RC je pomérné dobfe popsan. Mechanizmus pumpovani protonti a pomér
ptenesenych H' na jeden e je stale predmdtem debat (Scheffler, 2001). Ve stén¢ aerobnich
bakterii jsou lokalizovany respirani enzymové komplexy podobné jako u savcl. Kromd
komplexu II jsou sav¢i komplexy sloZeny z vice podjednotek. V&3 mnoZstvi podjednotek
maji tedy jen protonové pumpy. Nékteré piidatné proteiny jsou ziejmé nezbytné pro
katalytickou funkci enzymu, jiné se mohou u¢astnit slozité komplexni regulace respirace a
oxidacni fosforylace (Kadenbach, 2003). Aktivita COX je alostericky ovliviiovina ATP a
ADP (Frank a Kadenbach, 1996). Podjednotky COX se lisi v riiznych tkanich. Aktivita COX
tak mize byt regulovana v riznych tkanich rozdilng. Podjednotky komplexid RC mohou byt
talé fosforylovany pomoci specifickych kinaz (Kadenbach, 2003).

Stupeii respirace zavisi na AuH. PHi vysokém ApH' respiraéni komplexy nemohou
pumpovat H' a respirace je inhibovana. ADP aktivuje ATP-syntdzu, coz vede k poklesu ApH"
a ke stimulaci respirace (prvni respiraéni kontrola). AuH" mtize byt také sniZen diky
rozptazeni OXPHOS. H" tak obchézi ATP-syntazu, a respirace se stava astetné nezavislou
na syntéze ATP. Stupefi spfazeni dychyciho fetézce a fosforylace muiize byt hodnocen pomoci
méfeni spotfeby kysliku. Jestlize jsou mitochondrie inkubovany v médiu, které obsahuje

respiracni substraty a fosfat, ptidavek ADP aktivuje respiraci. Respirace v pfitomnosti ADP
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se oznaduje jako stav 3 a bez ptitomnosti ADP stav 4. Pomér respirace ve stavu 3 a 4 se
nazyva index respiraéni kontroly (RCI) a informuje nas o stupni sptazeni. Typicky RCI se
pohybuje v rozmezi 3-10 a li3i se v zavislosti na typu buiiky/mitochondrie, substratu a kvality
izolace.

Respiraéni komplexy pravdépodobné nejsou v membran€é umistény nahodné a
nezavisle na sobé&, ale jsou uspofadany do supramolekularnich komplexti — respirozomi

(Schagger, 2002).

Cytoplazmaticka GPDH
strana

H
A glycerofosfat . H

NADH-DH

d e ,
| syntaza

NADH sukeinat

Komplex | Komplexll  Kompiexill Komplex IV Komplex V

Matrixova strana

Obr. 10: Dychaci Fetézec
34.2.2 Termogeneze

Teplokrevni Zivogichové maji kromé& tfesové termogeneze jeSt€ dalSi mechanizmy,
které se podileji na udrZovani télesné teploty. Jednim z nich je zvySeni propustnosti vnitini
mitochondrialni membrany pro H'. Energie uvolnéna b&hem respirace je tak piimo
pfeménéna na teplo. ZvySeni propustnosti pro H' je zprostfedkovano mastnymi kyselinami
(MK) a aniontovymi transportéry - ANT, glutamat/malat antiportem, uncoupling proteiny
(UCP) (Skulachev, 1999). Aniontovy transportér usnadfiuje pfenos aniontu MK z matrixové
strany do mezimembranového prostoru. Na vnéj$i strané vnitini membrany anion MK navaze
proton a membréanou difunduje zpét do matrix, kde dochdzi k deprotonaci (Skulachev, 1999;
Kowaltowski, 2000). U hibernujicich zvifat, novorozencii a jedincti adaptovanych na chlad
adrenergni stimulace zvySuje pritok krve v hnédé tukové tkani. Mitochondrie hnédé tkang
maji omezeny stuperi syntézy ATP, nizsi ApH' a velmi aktivni respiraci. Ve vnitini
mitochondrialni membrang obsahuji velké mnoZstvi specidlntho aniontového transportéru
UCP-1. UCP-1 byl dlouho dobu povaZovan za unikéatni protein specificky pro hnédou
tukovou tkan. V posledni dobé viak byly objeveny dalsi UCP. UCP-2 se vyskytuje témé&f ve
viech tkanich, UCP-3 je specificky pro kosterni svalstvo a UCP-4 a UCP-5 byly objeveny
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v mozku. UCP-2 — UCP-5 se ve vnitini membrané vyskytuji v daleko men$im mnoZstvi nez
UCP-1 a vyrazné&ji se na termoregulaci nepodileji. Jejich funkce je pravdépodobné spojena

s antioxida¢ni ochranou a s regulaci télesné hmotnosti (Kowaltowski, 2000; Jezek, 2002).

3.4.2.3  Mitochondrie a vapnik

Za klidovych podminek je mitochondridlni koncentrace Ca®* [Ca®'|mt podobna
[Ca®]c (Hajnoczky et al., 2003). Mitochondrie tedy nejsou primérni organelou regulujici
[Ca®']c, nicméné se velmi vyrazné podileji na modulaci Ca** signalu (Kowaltowski , 2000;
Hajnoczky et al., 2003).

Ca®" je dilezita signalni molekula. Rtzné hormony a nékteré daldi stimuly zvySuji
[Ca*"|c vyplavenim Ca®* z ER a zvy$enim propustnosti cytoplazmatické membrany. Zvyseni
[Ca’']c je Gasové a prostorové omezené a $ifi se v butice v podobé vlny. V mnoha typech
bungk se Ca®" signaly projevuji jako série piechodnych oscilaci, jejichZ frekvence zavisi na
intenzité stimulu. Zvysena [Ca®]c aktivuje specifické proteiny vazajici kalcium a ty nasledng
aktivuji mnoho proteinkinaz.

Mitochondrie maji ve své vnitini membrané transportni systém pro Ca” a mohou je
velmi aktivnd vychytavat. Ca*" vstupuji do mitochondrii prostfednictvim uniportu v zavislosti
na AuH'. Afinita tohoto uniportu je za nizké [Ca’"]c mala a pro svou aktivaci vyZaduje
[Ca’*]c minimalng 200-300 nmol/l (Kowaltowski, 2000). Béhem vyplaveni Ca** z ER a
vstupu z extracelularniho prostredi se [Ca*"Jc v zavislosti na typu buriky zvy$uje na hodnotu
okolo 1 pmol/l a dochazi k aktivaci uniportu. Mitochondrie jsou v izkém kontaktu s ER, a
mohou tak rychle reagovat na lokalni zménu [Ca’'lc (Kowaltowski , 2000; Lemasters a
Nieminen, 2001). Na zdkladé rozdilné kinetiky byl identifikovan jes$t¢ jeden rychly typ
transportéru, tzv. rapid mode (RaM). Pro RaM je charakteristickd vy3$i afinita pro Ca*" za
niz§i [Ca*"Jc a velmi rychl4 absorpce Ca®" na zagatku pulsu. Pii vy3si koncentraci [Ca2+]c je
inaktivovan. Nevi se, zda jde o jiny transportér nebo zda se jedna o rozdilnou konformaci
uniportu (Kowaltowski , 2000; Hajnoczky et al., 2003; Gunter et al., 2004).

Celkova kapacita akumulace Ca®*" mitochondriemi miZe byt velmi vysokd, pokud je
s Ca®* akumulovan i anorganicky fosfit. Mitochondrie maji dva transportni systémy
umoziujici vypuzeni Ca®" z matrix do cytozolu proti elektrochemickému gradientu, Ca*'2H"
a Ca*"/xNa" (x = 2 — 3) antiporty zavislé na ATP (Ballard a Whitlock, 2004, Kowaltowski ,
2000, Hajnoczky et al., 2003; Gunter et al., 2004). Maximalni aktivita uniportu je asi 10x

vy$$i nez aktivita obou antiporti a Na' zavisly eflux je za vysoké [Ca®*]c inhibovan
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(Hajnoczky et al., 2003, Gunter et al., 2004). Mitochondrie tedy mohou vychytavat pomérne
velké mnozstvi Ca".

V mitochondriich zvys$ena [Ca®*mt stimuluje pyruvatdehydrogenazu,
izocitratdehydrogenazu a a-ketoglutaratdehydrogenédzu, coz vede k aktivaci Krebsova cyklu a
zvySené produkci NADH. [Ca®*Imt rovn&Z stimuluje ATP-syntazu a ANT. Komplexné tedy
zvy$uje mitochondrialni syntézu ATP (Kowaltowski , 2000; Hajnoczky et al., 2003; Gunter et
al., 2004).

Mitochondrie moduluji Ca®* signdl snizenim Ca>* pulsu a prodlouZenim jeho G&inku.
Jsou také schopny reverzibiln€¢ vypudit vétSsi mnoZstvi Ca*", a ovlivnit tak frekvenci pulsi.
Vysoka [Ca’‘Imt nasledovana dalsim zvysenim [Ca**Jc ma za nasledek rychlé uvolnéni Ca®"
do cytozolu. Tento fenomén se nazyva ,,Ca’" induced- Ca’' release® a ptedpokladd se, ze
Ca®" je zmatrix vypuzeno diky otevfeni nespecifickych pért ve vnitini mitochondrialn
membrané (PTP — permeability transition pore) (Jouaville et al., 1998). Otevieni PTP je do
jisté miry reverzibilni v zdvislosti na energetickém stavu butiky a schopnosti odstranit Ca*'
z cytoplazmy (Lemasters, 2001; Gunter et al., 2004). Dlouhodobé otevieni poru je spojeno
s uvolnénim proapoptickych faktord a ztrdtou mitochondrialnich funkei.

Otéazkou zlistava, zda mitochondrie spojené v mitochonridlni sit” jsou schopny pienosu
Ca®* na vét§i vzdalenost, podobné jako prenosu elektrochemického potencialu (Collins et al.,
2002; Skulachev, 1999). Modulace Ca** signalu mitochondriemi je zfejm& zplisob
komunikace mitochondrie se zbytkem builky. ZvySena [Ca’*Imt mA za nésledek také

zvySenou produkci ROS (Jouaville et al., 1998).

Obr. 11;: Mitochondrialni transportni systém Ca’" (Rizzuto et al., 2000)
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3.4.2.4  Mitochondrie a ROS

Buiiky produkuji ROS riznymi enzymovymi 1 neenzymovymi reakcemi.
Mitochondrie jsou povazovany za jednoho z nejvétsich zdroji ROS v buiice. Uvadi se, Ze 1-2
% 0O, konzumovaného mitochondriemi podléha jednoelektronové redukci za vzniku
superoxidového radikéalu (O, "), prekurzoru ostatnich ROS (Boveris a Chance, 1973). VSechny
enzymové komplexy dychaciho fetézce kromé terminalni COX jsou termodynamicky schopné
produkovat O,” (Turrens, 2003). Relativni piispévek jednotlivych komplexii k celkové
produkci O, se vrlznych organech li§i. Produkce ROS je komplexné regulovand
elektrochemickym membranovym potencidlem a zavisi na aktivit€ respirace. (Starkov a
Fiskum, 2003; Nohl et al., 2005). Za nejvyznamngj$i producenty jsou povaZovany komplex I,
ktery tvofi O,  na matrixové strang, a komplex III, ktery produkuje O autooxidaci
ubisemichinonu na obou strandch membrany (Han et al., 2003; Brookes, 2005). O, " vznikajici
na matrixové strané nepronikd membranou a z(stavd v matrix. O, produkovany na vné&jsi
strané se miZe do cytozolu dostat ptes VDAC (voltage dependent anion channel) (Han et al.,
2003). Oy je nasledné konvertovan na H,O, nebo muze reagovat sNO za vniku
peroxodusitanu (ONOQO"). V ptitomnosti redukovanych piechodnych kovl vznikd z HyO,
hydroxylovy radikal OH (Fentonova reakce), jedno z nejsilnéjsich oxidac¢nich ¢inidel.

Mitochondrie jsou nejenom zdrojem ROS, ale také cilem jejich toxického ucinku.
Jejich hladina musi byt udrzovana na nizké Grovni a je regulovana pomoci antioxida¢nich
systémil.

Za vysokého membranového potencidlu je respirace inhibovéana, prodluzuje se
Zivotnost redukovanych elektronovych ptena$ecl a roste produkce ROS. Mirné rozpiazeni
OXPHOS stimuluje respiraci a snizuje produkci ROS. Toto rozpraZeni je ziejmé
zprostiedkovano mastnymi kyselinami (MK) ve spolupréci s riznymi transportnimi komplexy
(ANT, glutamat/malat antiportem, UCP) (Brookes et al., 2004; Skulachev, 2001). Mirné
rozptazeni je pravd&podobné prvni obrannou linii pfed vznikem ROS. O;" mize byt
v mezimembranovém prostoru oxidovan solubilnim cytochrémem c, ktery je nasledné
reoxidovan COX. Elektron se tak vraci zpét do RC (Skulachev, 2001). Mitochondridini Mn-
superoxiddismutaza (MnSOD) rychle konvertuje O, na H,O,. V cytozolu a v mensi mife 1
v mezimembranovém prostoru se nachazi CuZnSOD. H,O, mize narozdil od O;" pronikat
membranami. V mitochondriich je H,O;, konvertovan pomoci glutathionperoxidazy (GPx) na
H,O. Katalaza se zde pfili§ neuplatiiuje. Oxidovany glutathion je regenerovéan

glutathionreduktdzou (GR) za soudasné oxidace NADPH. Mitochondridlni antioxidacni
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systém déle zahrnuje tokoferol, ubichinol, askorbat, karotenoidy atd. (Skulachev, 1999; 2001,
Raha a Robinson, 2001).

Vétsina pokust, které sledovaly mitochondridlni produkci ROS, byla provadéna na
izolovanych mitochondriich. Produkce H,O, in vivo je pravdépodobné nizsi. V soucasné dobé
probihaji diskuze, zda vibec jsou mitochondrie za fyziologickych podminek kontinualnim
zdrojem ROS (St-Pierre et al., 2002; Nohl et al., 2005). Produkce ROS se zvySuje za riznych
patologickych stavii a miiZze vést k bunéénému poskozeni. Mitochondridlni DNA se vyskytuje
v blizkosti zdroje ROS a je méné chranéna nez nDNA. Kumulace poskozeni mtDNA s vékem
vede ke sniZzeni mitochondrianich funkci, masivnéjsi produkci ROS a tim se podili na procesu
starnuti (Perez-Campo et al., 1998; Szibor a Holtz, 2003).

Jak jiz bylo fe€eno vyse, ROS nejsou jen toxické vedlejsi produkty metabolizmu, ale
maji i fyziologickou funkci. Stupeii produkce ROS se zvySuje, kdyZ je zpomalen tok
elektrontt v RC. K tomu dochazi za klidovych podminek, kdy klesa spotieba ATP, nebo za
stresovych podminek, které vedou k poskozeni komplexd respiraniho fetézce (Nulton-
Persson a Szweda, 2001). V mitochondriich byla nalezena mitochondridlni NOsyntaza
(Giulivi et al., 1998, Bates et al., 1995). NO se mutze reverzibilné vazat na COX a zvySovat
produkci ROS (Brookes et al., 2002, Brown, 1995). N¢které ligandy jsou po navazani na
receptor rovnéZ schopny specificky zvysit mitochondrialni produkci ROS. Hladina ROS je
také zavisla na antioxidaénim systému. Mitochondrie jsou schopny ménit koncentraci H,O,
vodpovédi na zmény metabolizmu a reagovat tak na rGzné stimuly (Nulton-Persson a
Szweda, 2001). ROS jsou dillezité signalni molekuly. Zména jejich produkce vede ke zmé&né
redoxniho stavu a k aktivaci transkripénich faktoru jako NF-kB a AP1 a k expresi ur€itych
genti (Brookes et al., 2002). Nésledkem miiZze byt indukce antioxida¢niho systému, proliferace
mitochondrii, oprava poskozenych proteint a mtDNA (Barbouti et al., 2002; Kim et al., 2005;
Lee a Wei, 2005). ROS mohou reverzibilné¢ modifikovat nékteré proteiny, a ménit tak jejich
enzymovou aktivitu (Orrenius, 2004). Dels{ poruseni redoxni rovnovany vede k poSkozeni a
smrti buriky. ROS a Ca®" jsou pravdépodobné prostfedky komunikace mezi mitochondriemi,
jadrem a zbytkem buiiky (Lee a Wei, 2005). Zda se, Ze tyto dva signaly jsou velmi propojené
(Brookes et al., 2004; Gordeeva et al., 2003).

3.4.2.5 Mitochondrie a bunécna smrt

Role mitochondrii v procesu bunétné smrti je velmi komplexni. Vysokd
intramitochondrialni koncentrace Ca2+, Pi, ROS a dal8ich latek ma za nasledek nespecifické

zvySeni permeability vnitini mitochondrialni membrany pro ionty a substraty do 1,5 kDa
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(Lemasters, 1999; Orrenius, 2004). ZvySena permeabilita je zpisobena otevienim PTP. PTP
je definovan na zdklad¢ farmakologickych a biochemickych vlastnosti a jeho pfesné
molekularni sloZzeni neni znamo. Soucasti péru je ziejm& ANT vnitini membrany a VDAC
vnéj$i membrany. Rada dal3ich proteint, naptiklad cyklofilin D, hexokinaza, Bax, Bid a
kreatinkinaza, miZe byt bud’ soucasti komplexu, nebo ovliviiovat jeho funkci a propustnost.
Por pravdépodobné spojuje obé membrany a vyskytuje se v kontaktnich mistech. Souéasti
péru mohou byt 1 komplexy importu proteinti (Lemasters a Nieminen, 2001; Zoratti et al.,
2005). Dulezitou roli zde hraje také kardiolipin (Petrosillo et al., 2004). Je tieba vzit v Givahu,
ze ziejmé existuji PTP rlzného sloZeni, které mohou mit za riznych podminek rozdilnou
vodivost. Rozdilné stimuly v riznych tkdnich mohou rozdiln¢ modifikovat stejny protein
(Zoratti et al., 2005). Otevieni péru je za jistych podminek reverzibilni a pravdépodobné
ptedstavuje fyziologicky mechanizmus odstranéni nebezpeénych latek z mitochondri
(Montero et al., 2001; Zorov et al., 2000). MiZe to byt také signal k odstranéni poskozenych
mitochondrii procesem zvanym mitoptéza (Lyamzaev et al., 2004; Skulachev et al., 2004).
Nasledkem delSiho otevieni péru je kolaps membranového potenciadlu a poruSeni osmotické
rovnovahy. Osmotickd rovnovaha se stdva zavislou na vysokomolekularnich latkach, které
nemohou prochéazet porem. Jelikoz je koncentrace téchto latek vy$$i v matrix, dochazi
k nabobtnani mitochondrii a prasknuti vng&j$i membrany (Lemasters, 1999; Skulachev, 1999).
Vysledkem miZe byt deplece ATP, iontova dysbalance, aktivace degrada¢nich enzymi a
prasknuti buiiky. Otevieni pérd vSak souvisi i sapoptéozou. Pfi prasknuti vn&jsi
mitochondridlni membréany jsou z mitochondrii uvolnény réizné proteiny véetné cytochromu c,
AIF, Smac/Diablo a nékterych prokaspaz. Cytochrém c se v cytoplazmé vaze s APAF1 a
dATP za vniku apoptozomu, ten nasledné aktivuje kaspazu 9. Nékteré proteiny jako AIF
prochazeji do jadra, kde aktivuji endonukleazy (Lemasters, 1999; Orrenius, 2004; Honda et
al., 2004; Bernardi et al., 1999). Nejznam&jsimi induktory PTP jsou Ca®* a ROS. Ca®" se
v mitochondriich vdZe na proteinové komplexy a na kardiolipin (Lemasters a Nieminen, 2001;
Petrosillo et al., 2004). Zvy3eni hladiny Ca** stimuluje produkci ROS. ROS oxiduji volné
thiolové skupiny membranovych komplext véetné ANT a méni jejich konformaci. Mohou
také oxidovat kardiolipin, coZ m4 mimo jiné za nasledek uvolnéni cytochrému ¢ z vazby na
tento fosfolipid (Petrosillo et al., 2004). Ca®* a ROS jsou navic signalni molekuly, které
ovliviiuji transkripci gend. Ca** a ROS spolu pfi otevirdni pord spolupracuji a vzajemné
zvy$uji sviyj uinek (Brookes et al., 2004; Gordeeva et al., 2003; Iverson a Orrenius, 2003;

Kanno et al., 2004).
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Apoptozu spousi také navdzani n&kterych ligandG na specifické receptory
v plazmatické membrané (FAS, Apo-1, CD95, TNF-R atd.). Po navazani ligandu je
aktivovana kaspaza 8 a do mitochondrialni membrany jsou integrovany proapoptické Cleny
Bcl-2 rodiny (Bid, Bax). TNF zvySuje produkci ROS. V né€kterych typech bun€k apoptdza
nevyZaduje Gcast mitochondrii.

V soucasnosti se vedou spory, zda je otevieni porid, kolaps membranového potencidlu
a prasknuti vn&j$i membrany nezbytnou podminkou uvolnéni cytochrému c¢ do cytozolu
(Scheffler, 1999, Petrosillo et al., 2004). To zda otevieni PTP pfedchazi nebo nasleduje
uvolnéni cytochromu ¢, miiZze zaviset na intenzit¢ stimulu a citlivosti tkané k otevieni PTP
(Andreyev a Fiskum, 1999). Mechanizmus uvolnéni cytochrému c bez prasknuti vnéjsi
membrany neni jasny. Pfedpoklada se Géast proapoptickych ¢lenti Bcl-2 rodiny a VDAC.
Vzhledem k tubuldrnimu uspotfadani krist je mozné, Ze nabobtnani matrix a narovnani krist je
podminkou masivnéjsiho uvolnéni cytochromu ¢ do cytozolu (Petrosillo et al., 2004).

PTP se tedy uplatiiuje jak pii nekrdze, tak apoptoze. Jaky faktor rozhoduje o tom,
ktery typ buné¢né smrti prevladne? Tato otazka neni zcela vyfeSena, ale zda se, Ze limitujicim
faktorem je dostupnost ATP. Pokud poskozeni mitochondrii neni masivni, nebo burika dokaze
¢ast syntézy ATP nahradit glykolyzou, pfevlada apoptoza (Tatsumi et al., 2003; Kirveliene et
al., 2003).

"~ Obr. 12: Mitochondrie a bunééna smrt
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3.5 Ochranné mechanizmy jater a jaterni regenerace

V hepatocytech na$tésti existuje fada ochrannych mechanizmt a za fyziologickych
podminek je tvorba ROS a RNS v dynamické rovnovaze s jejich odstrafiovanim. Obecné lze
fici, Ze existuji 3 faze antioxida¢ni ochrany. V prvni fazi se uplatiiuji mechanizmy, které

ROS a RNS a ve tfeti mechanizmy reparace a regenarace poskozené tkang.

3.5.1 Redukce tvorby ROS

Vzhledem ke kli¢ové roli volnych iontdl Zeleza ¢i jiného pfechodného kovu pfi vzniku
volnych radikala je vysoka hladina volnych pfechodnych kovi nezadouci. Proto je zelezo
vazané ve formé zelezitych oxyhydroxy fosfatovych komplexli na feritin (de Silva et al.,
1993). Podobné je skladovana i méd’. Tim je zabranéno jejich ucasti ve Fentonove reakci
(Welch et al., 2002).

Vyznamnym zrojem ROS jsou mitochondrie a dychaci fetézec. Mirné rozptazeni (mild
uncoupling) dychaciho fetézce a oxidaéni fosforylace je prvni obranou linii sniZujici tvorbu
ROS (Skulachev et al., 1999).

Pii toxickych poskozenich jater byva casto hlavnim zdrojem volnych radikall
bioaktivace xenobiotika. ZvlaStnim typem negativni zpétné regulace tvorby reaktivnich
intermediatt je jejich vazba na enzymy, kterymi jsou tvofeny. Cytochrom P-450 miZe byt
inaktivovan pravé vytvofenymi reaktivnimi intermediaty. Ty se kovalentn¢ vaZou bud’ na
apoprotein cytochromu P-450, nebo na dusik hemové skupiny, vytvéafeji komplex se Zelezem
hemu, nebo mohou indukovat kovalentni vazbu hemu na apoprotein CYPu (Cervinkova,
1999; Hordk, 2000; Halpert et al., 1983; Franklin, 1977; Davis et al., 1986).

Jinym zplisobem ovlivnéni tvorby ROS je regulace exprese enzymi

(napt. inducibilni NOsynthazy), které se podileji na jejich tvorbe.

3.5.2 Omezeni Gcinku jiz vytvoienych ROS

Do této skupiny ochrannych mechanizmtl patii antioxidaéni enzymy a neenzymové
peroxidaza a katalaza. Neenzymové antioxidanty zahrnuji vitamin C, vitamin E, karotenoidy,
thiolové antioxidanty (glutathion, thioredoxin, lipoova kyselina), ptirodni flavinoidy,
melatonin, bilirubin a dal$i slou¢eniny. Nékteré latky pusobi ve vodném prostiedi, jiné
v membranach a dalsi v obou. N&které anitoxidanty mohou regenerovat dal$i a obnovovat

jejich funkei.

-37-



Superoxiddizmutaza jak jiz bylo zminéno vyse katalyzuje dismutaci dvou superoxidd
na molekularni kyslik a mén¢€ reaktivni peroxid vodiku (20, + 2H" — H,0, + 0,). Existuje
v nékolika izoformach, které se lisi kovem v aktivnim centru, aminokyselinovou sekvenci,
poétem podjednotek, atd. U lidi se vyskytuji tfi izoformy — cytozolova (CuZnSOD),
mitochondrialni (MnSOD) a extracelularni (EC-SOD). Peroxid vodiku miZe byt dismutovan
na vodu a molekuldrni kyslik (2H0, — 2H,0 + O;) pomoci kataldzy nebo
glutathionperoxidézy.

Kataldza (CAT) je peroximalni enzym a je velmi efektivnim katalyzatorem této
reakce.

Enzymy s glutathionperoxiddzovou aktivitou muzeme délit na dv& zdkladni skupiny.
Do prvni patii na selenu nezavislé glutathion-S-transferazy. Jedna se o skupinu enzymi,
které se podileji na konjugaci elektrofilnich latek s glutathionem. Mezi latky jejichZ konjugaci
katalyzuji patii fada kancerogent. Také se podileji na redukci peroxidii a nenasycenych
aldehydd, které vznikaji pfi lipoperoxidaci. Druhou skupin tvofi na selenu zivislé
glutathionperoxidazy (GPx). U lidi byly identifikovany 4 rizné GPx, které dokazi pfeménit
toxické produkty lipoperoxidace na alkoholy za soucasné oxidace redukovaného glutathionu
(GSH) (Valko et al., 2006, Rousar et al., 2005).

K velice dilezitym a silnym endogennim antioxidantim piisobicich ve vodném
prostfedi patfi kyselina askorbova. Je to také hlavni antioxida¢ni partner vitaminu E a
karotenoidtl. Vitamin C regeneruje a-tokoferol z tokoferolového radikalu v membranach a
lipoproteinech a tak se Gi¢astni ochrany membran pied oxidaénim stresem. V posledni dob€ se
objevily studie naznacujici, Ze za jistych podminek miZe vitamin C naopak zvySovat oxidacni
poskozeni. Za vysokych koncentraci kyselina askorbova redukuje Zelezo v molekule feritinu a
uvoliiuje jej z vazby (Smith a Aust, 1997, Valko et al., 2006). Vitamin C mize také
ovliviiovat expresi nékterych geni (Valko et al., 2006).

Vyznamnym antioxidantem je rovn&Z vitamin E, tedy skupina izomerl tokoferolu
za nejudinngjsi antioxidanty v ochrané proti oxida¢nimu poskozeni lipidovych membran.
Utinkem o-tokoferolu vznikaji z alkylperoxylovych radikalii organické hydroperoxidy, tim se
ukonduje fetézova reakce lipoperoxidace, pii které by byly dalsi polynenasycené mastné
kyseliny napadany témito reaktivnimi slou¢eninami (Valko et al., 2006).

Karotenoidy ve své struktufe obsahuji systém konjugovanych dvojnych vazeb, ¢imZ

je dana jejich antioxidadni aktivita. Karotenoidy vsak mohou mit i prooxidaéni ucinky.

-38 -



Kli¢ovymi faktory ovliviiujici aktivitu karotenoidii jsou parcidlni tlak kysliku (pO,) a jejich
koncentrace. Pfi vysokém pO, reaguji s O, za vzniku karotenoid-peroxylového radikalu.
Karotenoidy také ovlifiuji transkripci nékterych genti. U zdravych bun€k snizuji proliferaci,
stimuluji diferenciaci a maji antiapopticky uéinek. U nékterych typt nadorovych bunék
plsoby naopak apopticky (Valko et al., 2006).

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny rostliného ptvodu a jsou vyznamnou
slozkou stravy. Plsobi jako termindtori radikalové fetézové reakce a chelatatofi prechodnych
kovtl. Jsou u€innymi inhibitory lipoperoxidace. Za jistych podminek v§ak mohou mit i efekt
oxidaéni.

Mezi oxidanty patii rovnéZz Keenzym Q a bilirubin, které spolupracuji s vitaminem
E pfi ochrané¢ membran (Dudnik a Kharpova, 1998).

Glutathion je tripeptid y-glutamylcysteinylglycin. y-glutamylova chrani glutathion
pfed naStépenim peptidazami. Z funkéniho hlediska je velmi délezitd —SH skupina
cysteinového zbytku. Glutathion se v burikdch vykytuje ve velmi vysokych koncentracich.
Jatra patii mezi organy s nejvyS§i intraceluldrni koncentraci glutathionu (kolem 5 mM)
(Latour et al., 1999). Glutathion se vyskytuje ve dvou formach - redukované (GSH) a
oxidované (GSSG). Pomér mezi témito formami informuje o oxidaénim stavu buiiky. Za
fyziologickych podminek se v buiice nachazi vice nez 99% glutathionu ve formé GSH. Za
riznych patologickych stavil se tento pomér velmi dramaticky méni ve prospéch GSSG. Jatra
jsou hlavnim organem tvorby glutationu a aktivné ho vyluCuji do cirkulace i do Zluce.
Glutathion dokéze pfimo eliminovat hydroxylovy radikal, ma schopnost reparace DNA
poskozené volnymi radikaly a schopnost regenerace dalsich antioxidantt. Ugastni se také
redoxni signalizace. UdrZeni poméru GSH/GSSG je nutné pro zachovani redukovanych
sulthydrylovych skupin proteind, cysteinu a koenzymu A, které jsou nezbytné pro funkci
téchto sloufenin. GSH funguje jako zasobarna cysteinu a téZ jako jeho transportni systém
(Valko et al., 2006; RouSar et al., 2005). Jako koenzym ptisobi u glutathionperoxidazy a
glutathiontransferazy. Zvlastni schopnosti glutathionu je mozZnost neenzymové, reverzibilni
reakce s -SH skupinami jinych sloucenin, tzv. S-thiolace. S-thiolace chrani tyto skupiny pied
ireverzibilni oxidaci a zarovenl vykazuje urité regula¢ni funkce (Latour et al., 1999).
K regeneraci oxidovaného glutathionu na GSH slouzi glutathionreduktdza spolu s NADPH +
H".

Thioredoxin je maly multifunkéni redoxni protein. V redukované formé obsahuje 2 —
SH skupiny, které jsou oxidovany na disulfid. Zpétna redukce je Kkatalyzovana

thioredoxinreduktdzou s NADPH jako kofaktorem. Thioredoxin je schopny v odpovédi na
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oxida¢ni stres translokace z cytozolu do jadra a podili se na redoxni regulaci. M4 kontrolu nad
transkrip¢nimi faktory ovliviiujici bunécnou proliferaci a smrt. Hladina thioredoxinu je 100-
1000 x nizsi nez GSH, ale efekt thioredoxinu a GSH se prekryva a doplituje. Bylo zjisténo, Ze
thioredoxin miize ovliviiovat aktivitu nékterych proteini pfimou vazbou (Valko et al.,2006).
Kyselina lipoova (LA) je pfikladem antioxidatu, ktery je rozpustny v tucich i ve
vodném prostfedi. Uastni se vychytavani ROS, regeneruje vitamin C, E a glutathion,
chelatuje prechodné kovy a opravuje poskozené proteiny. Redukovand forma lipoové kyseliny
(DHLA) je jednim z nejsilnéjSich antioxidanti v biologickych systémech. LA se snadno
absorbuje a vyuZiva se napf. k 1é¢bé komplikaci u diabetu mellitu (Valko et al. 2006,

Bustamante et al., 1998).
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Obr. 13: ROS a antioxidaéni ochrana (Valko et al., 2006)

3.5.3 Reparacni procesy

Savci buﬁky Vykazuji pouze omezené moOZnosti pﬁmé opravy oxida¢né
intracelularnim proteolytlckym systémem je proteazomovy systém. Proteazomy jsou
komplexy protedz, které za ucasti ATP degraduji molekuly bilkovin na peptidy. K rozpoznani
oxida¢n€ modifikovanych proteint pak slouzi zna¢eni pomoci ubikvitinu (Grune et al., 1997).

Pokud poSkozeni neni tak zavazné, mize dojit k opravé téchto bilkovin pomoci proteinti
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s chaperonovou funkci, které jsou primarné uréeny pro posttranslacni prostorové uspofadani
nascentnich proteinii a pro jejich zaclenéni do bunéénych organel. Oxidacni stres indukuje
syntézu chaperonu (Bose et al, 1996), které, pokud je to mozné, obnovuji plivodni terciarni
strukturu oxidaéné¢ modifikovanych proteinti. Pokud to mozné neni, urychluji jejich
odstranéni v proteazomech. Piikladem proteind s chaperonovou funkci jsou tzv. ,heat shock*
proteiny.

Thioredoxinovy reduktazovy systém ¢i proteinova disulfidova izomerdza jsou enzymy
opravuyjici oxidaci vytvofené disulfidové mustky (Holmgren, 1989; Puig a Guilbert, 1994).
Methionin sulfoxidova reduktaza je schopna redukovat oxidovany methionin v peptidovém
fetézci (Vougier et al., 2003).

V jatrech jako ve vSech savéich burnkach existuji repara¢ni mechanizmy DNA.

systémy existuji rovnéZ pro modifikované fosfolipidy.

3.5.4 Regeneracni schopnost jater

Jaterni poskozeni a regenerace jsou dva soucasn¢ probihajici, ale opacné dgje.
Blokovani proliferace umoziiuje rychly postup jaterniho poskozeni (Soni a Mehendale, 1998).
Bylo prokéazano, zZe poSkozeni navozené nizkymi davkami CCly a CHCI; je eliminovano prave
diky vyrazné proliferatni schopnosti hepatocyti (Mehendale, 1994). V pribéhu
embryogeneze se z hepatoblastdi vyvijeji hepatocyty, cholangiocyty a tzv. ovalné buiky,
povazované za vlastni progenitorové (kmenové) buriky. Dal§iho déleni jsou schopné vSechny
tf typy. To, ktery z typli bun€k se bude podilet na obnoveni jater, zaleZi na velikosti a typu
inzultu (Fausto a Riehle, 2005; Fausto, 2004).

Pro optimalni pribéh jaterni regenerace je nutnd interakce cytokind, riistovych faktort
a komitogentd (noradrenalin, hormony §titné zlazy, inzulin a glukagon). Déleni bunék probiha
ve dvou na sob¢ zavislych vinach. V prvni vin€ je mobilizovan maly pocet hepatocytt, které
se v jatrech nachazeji v G, fazi bunéfného cyklu. Behem déleni se do okoli uvoliiuji
prozanétlivé cytokiny (TNF-a, interleukin-6), riistové faktory (EGF, TGF-a, HGF) a dochazi
k expresi n¢kterych protoonkogenti (c-mye, c-jun, H-ras). Tyto d€je stimuluji déleni ostatnich
bunék. Nastava tedy druhd, mohutnéjsi vina déleni hepatocyti a dalSich bunék pfitomnych
v jatrech (Soni a Mehendale, 1998; Mehendale, 1994; Calbresse et al., 1993). Mira proliferace
je zavisla na mnozstvi hepatotoxinu. Nejdiive se se zvySujici davkou zvySuje i proliferatni
aktivita, ¢imZ je poSkozeni eliminovano. Proliferacni aktivita vSak roste jen do urcité

koncentrace aplikované latky. Po ptekroceni této koncentrace dochdzi ke zpozdénému
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nastupu a poklesu proliferaéni aktivity hepatocyti (Mangipudy et al., 1995; Soni a
Mehendale, 1998). Nové burky jsou schopny obnovit nejen jaterni strukturu, ale i funkci. Na
zakladé mnoha studii bylo zjist€no, Ze nove vzniklé burky jsou dokonce vice odolné
k pisobeni chemickych latek. Miru proliferace neovliviiuje jen mnozZstvi toxinu, ale také jeho
chemické charakteristika. Na proliferaci ma také vliv v€k a nutriéni vlivy. Prolifera¢ni
schopnost se vyrazné lisi u riznych zivoci$nych druhti (Soni a Mehendale, 1998; Mehendale,

1994).

3.6 Modely toxického poskozeni jater

Jéatra jsou hlavnim mistem detoxikaénich procesii a centralnim orgdnem metabolizmu.
Jsou proto vhodnym modelovym organem pro studium toxicity. Modely mlizeme rozdélit do
dvou hlavnich skupin: in vitro a in vivo modely. In vivo znamena testovani latky na Zivém
zvifeti, zatimco in vitro na izolovanych perfundovanych organech, tkanovych fezech,
bunéénych suspenzich a kulturach a na subceluldrnich frakcich. Modely nachdzeji uplatnéni
v toxikologickych, farmakologickych a metabolickych studiich (Kosina et al., 1999).

Hlavnimi problémy testli na zvifatech jsou jejich vysokd ekonomické narocnost, eticka
a legislativni omezeni spojend s pouZitim laboratornich zvifat a v neposledni fadé také
omezeni vyplyvajici z mezidruhovych rozdild. Diky rozdilné aktivité enzymovych systému a
rozdilim ve vstfebavani nemohou byt data s jistotou pfenesena na clovéka. V testech na
zvifatech nemohou byt detekovdna imunoalergickd a autoimunni poSkozeni jater (Ballet,
1997).

Nové technologie ve farmaceutickém priamyslu davaji vzniknout daleko vét§imu poctu
latek, které jsou ale zaroveni dostupné ve velmi malém mnozZstvi. I diky této skute¢nosti se
pozornost v posledni dob¢ stale vice soustied’uje k testovani latek v podminkach in vitro
(Paillard et al., 1999; Flint, 1998) U mnoha chemickych latek byla prokézana tvorba stejného
metabolitu v podminkéch in vivo 1 in vitro (Guillouzo, 1998).

In vitro modely jsou u¢inné a cenoveé dostupné nastroje k zjisténi specifickych
mechanizma za presn€ kontrolovatelnych podminek (Ulrich et al, 1995; Dvoték et al., 2003).
In vitro testy se pouzivaji bud’ pro zjisténi potencialni toxicity, nebo k objasnéni mechanizmi
jiz dtive identifikované in vivo toxicity. Pokud existuje velké mnozstvi chemickych analogti
dostupnych v malém mnoZstvi, ddva se pii farmakologickém screeningu pirednost in vitro
testovani (Flint, 1998). Objasnéni mechanizmu, kterym latka plsobi, poméha odhadnout
rizikové faktory poSkozeni a v neposledni fadé mize byt odhalena hepatoprotektivni latka

(Guillouzo, 1998). Vyhodou je, Ze lze testovat rizné chemické latky v riznych koncentracich
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(Ballet 1997; Guillouzo, 1998). Buiiky vSak musi byt pouzity v &ase, kdy jsou dostateCné
aktivni enzymy 1. a II. faze biotransformace. Médium nesmi reagovat s testovanou latkou a
jejimi metabolity. Testovani je limitovano Casem a buriky se nemuseji nachazet ve zcela
fyziologickém stavu. Mimoto dochazi k akumulaci latky a jejich metaboliti v médiu. Chybi

také interakce s ostatnimi organy (Guillouzo, 1998).

3.6.1 In vitro modely

Mezi nejvice pouzivané in vitro modely patfi izolované perfundované organy, tkanové
fezy, subceluldrni frakce, izolované hepatocyty a hepatocytarni kultury. Kultury hepatocytii
jsou dnes nejvice rozsifenym in vitro modelem (Guillouzo, 1998). Kazdy model ma své
vyhody a nevyhody a vyb&r modelu zalezi na konkrétnim problému, ktery ma byt feSen
(Ulrich et al, 1995). Na naSem pracoviti pouzivame izolované hepatocoty a ze

subcelularnich frakci izolované mitochondrie.

3.6.1.1 Izolované hepatocyty

Izolované hepatocyty jsou dnes jednim z kli¢ovych modell experimentalni toxikologie
a farmakologie. Slouzi pro studium toxicity a metabolizmu xenobiotik, pro analyzu obecnych
i jaternich specifickych funkei, molekularnich mechanizmi genové regulace a pro studium
mechanizmi jaternich onemocnéni. Pro tyto i¢ely se pouzivaji i lidské hepatocyty (Guillouzo,
1998).

Zdrojem hepatocytt mohou byt celd jatra, jaterni fragmenty, nebo biopsie. Cela lidska
jatra mohou byt ziskdna jen pii odbéru organd z riznych dfivodd pro transplantaci
nevhodnych. Pi biopsii je vzorek odebran ze zdravych jater béhem chirurgického zakroku.
Vechny odbéry pro ziskani lidskych hepatocytti musi byt v souladu se zékony dané zeme a
musi byt provedeny se souhlasem pacienta (Guillouzo, 1998 ; Kosina et al., 1999). Po odbéru
je nutno vzorky pied dal3im zpracovanim udrZovat pfi teploté 0 — 4 °C. Pro delsi skladovéani a
transport je vhodné vzorky umistit do roztoki pro hypotermickou prezervaci (roztok Euro-
Collins, University of Wisconcin). Nedoporucuje se hepatocyty skladovat déle nez 7 hodin
(Kosina et al., 1999).

Pro izolaci hepatocytil se dnes nejvice pouziva dvoustupiiova kolagenazova metoda.
Pouzitim proteolytickych enzymi vSak dochdzi ke zméné povrchovych vlastnosti
parenchymovych bunék. U bezkolagenazovych technik je kolagendza nahrazena chelatatnim
ginidlem (EDTA). Funkéni kapacita hepatocytl je sice vySSi neZ pii pouziti dvoustupniove
kolagenazové metody, vytézek Zivotaschopnych hepatocytd je v$ak niz8i a vysledky jsou

diskutabilni (Guillouzo, 1998).
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3.6.1.1.1 Izolace hepatocytl

Vroce 1967 Howard et al. izolovali potkani hepatocyty za pouziti kombinované
mechanicko-enzymové techniky (Mitry et al., 2002). Tato technika spoéivala v rychlém
promyti jater studenym Hanksovym pufrem bez pfitomnosti kalcia, ktery obsahoval
kolagenazu (0,05%) a hyaluronididzu (0,1%). Jatra byla poté¢ nakrajena na malé kousky a
inkubovana v enzymovém roztoku na tfepacce (Guillouzo, 1998). Vysledkem byl zisk
intaktnich hepatocytl, oviem ve velmi nizkém vytéZku. Tato technika byla déale vylepsena
Berry a Friendem (1969 — ziskali pomémé vysoky vytézek) a modifikovana Seglenem (1976).
Seglenova dvoustuptiova kolagenazova perfuze jater je nyni v réiznych modifikacich $iroce
uZivana pro izolaci hepatocyti riiznych Zivocisnych druhd, véetng ¢lovéka (Berry a Phillipst,
2000; Guillouzo, 1998; Mitry et al., 2002). D4 se fici, Ze kazda laboratof pouziva svou vlastni
modifikaci. Cilem je maximalni vytézek, minimalni biochemické zmény v burikach b&hem
izolace, minimalni kontaminace neparenchymovymi burikami a maximélni podil bungk
schopnych piichyceni a peziti pfi piipadné dalsi kultivaci a to vie za sterilnich podminek
(Berry et al., 1991).

Dvoustuptiova kolagendazova technika spociva v perfuzi jater pufrem bez piitomnosti
kalcia a nasledné recirkuladni perfuzi jater médiem obsahujicim kolagenazu a Ca®’ ionty,
které jsou pro dostateCnou aktivitu kolagenazy nezbytné. V prvnim kroku dochazi k poruseni
desmozom a rozptyleni bun€k. Vynechdme-li tuto prvni perfizi médiem bez iontli vapniku,
je vyt€Znost hepatocytli mensi. Navic takto izolované hepatocyty vykazuji snizeni nékterych
metabolickych funkci, napf. sniZenou tvorbu ATP a sniZenou schopnost glukoneogeneze
(Cervinkova et al., 2002; Berry et al., 1991). Ve druhém kroku dochazi k rozruSeni sité
kolagennich vldken (Berry a Phillipst, 2000). Pro ptipravu subpopulaci perivendznich nebo
periportalnich hepatocytlh se pouziva selektivni destrukce periportlni resp. perivenozni asti
mikrocirkulace digitoninem. Dil¢f Gpravou dvoustupiiové kolagenazové metody (ptidavkem
inhibitoru trypsinu) lze ziskat spojené dvojice hepatocytit se zachovanymi Zlu¢ovymi kanalky
(Guillouzo, 1998).

K oddgleni hepatocytll od ostatnich bun¢k (endotelové butiky, Kupfferovy buiiky,
lipocyty, fibroblasty atd.) se vétSinou pouziva kratka nizkorychlostni centrifugace (5 — 10
min. pfi max. 50 g). Vé&tSina neparenchymovych bun&k s vyjimkou nékterych fibroblasti je
menSi a md menSi hmotnost nez zralé hepatocyty a zdstava v supernatantu (Berry et al.,
1991).

Metodou dvoustuptiové perfiize jater lze ziskat pomérné vysoky pocet Zivych

neporudenych parenchymovych bunék. Z mladych potkanich jater lze ziskat 40 - 60 x 10°
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hepatocytli na gram tkané€, jejichz viabilita stanovend pomoci exkluze trypanové modie (viz.
dale) se pohybuje v rozmezi 85 — 95 %. Preparaty obsahuji méné nez 5 % neparenchymovych
bun€k (Guillouzo, 1998), coz postacuje pro kratkodobé kultivace. P¥i delSich inkubacich se
mlze pocet kontaminujicich bunék snizit dal$imi metodami, popfipadé potladit jejich vliv
(percollova centrifugace, pouZiti riiznych povrcht k pfichyceni, pouZiti bezsérovych médii)
(Berry et al, 1991). Pocet a kvalita izolovanych hepatocytii v riznych pokusech se lisi a zavisi
na kvalit€ tkan€, na sloZeni promyvaciho roztoku a na typu a aktivité kolagenazy (Mitry et al.,
2002).

Kolagenaza je pfipravovana z bakterii (Clostridium histolyticum) a sklada se ze slab&
pfeciSténé smé&si enzymd. Tato smé ma rizné slozeni a kromé kolagenazy obsahuje dal3i
proteazy. Vysledkem mohou byt nechténé enzymové reakce ovliviujici kvalitu a kvantitu
zivych hepatocyth. Aktivita hrubé kolagenazy se tedy 1isi davku od davky (Mitry et al., 2002).
Dodnes nebylo zjist€no, které z kontaminujicich protedz jsou nezbytné k dostate¢nému
natraveni tkané. V pokusech s vysoce ¢isténou kolagenazou nebylo dosaZeno o&ekavaného
stupné natraveni. Zda se, Ze kombinace kolagendzy a elastazy vede k vy$$im vytézkim (Berry
a Phillipst, 2000). Naproti tomu Donini a spol. (2001) porovnavali novy piipravek Liberdzu
(vysoce CiSt€nou smés izoform kolagendzy) s hrubou kolagendzou pii izolaci prasedich
hepatocytii a zjistili, Ze s Liberdzou dosahuji vyssi viability (Mitry et al., 2002).

Cerstvé izolované hepatocyty jsou schopny odpovidat na signaly stejné jako pied
izolaci, nicmén¢ dochazi k nékterym fenotypovym zménam. Béhem izolace nastdva sniZeni
n¢kterych funkci, z nichZ nejvétsi je rychla ztrata celkového cyt-P450. Izolace hepatocyti
vede ke zménéné expresi CYP mRNA molekul. Béhem 1h izolace a promyvani hepatocyti
doslo k 27x zvySeni mRNA koédujici c-jun (Padgham et al., 1993).

Po izolaci je nutné zhodnotit viabilitu ziskanych hepatocytl. Pro jednoduchost
se pouZiva metoda barveni bun€k trypanovou mod#i (viz. metodiky) a stanoveni metabolické
aktivity izoenzymi cytochromu P-450. Zivotaschopnost potkanich hepatocyt byva obvykle
vy$3i nez u lidskych. U lidskych se pohybuje mezi 70 — 90 % (Kosina et al., 1999). Aktivita
CYP je znacn€ variabilni, coz je zpisobeno v€kem, pohlavim, jaternimi nemocemi,
genetickym polymorfizmem, léky a podminkami izolace a uchovéni vzorkd (Guillouzo,
1998).

Cerstvé izolované hepatocyty si uchovéavaji schopnost odpovidat na signaly podobné
jako in vivo, nicméné byly pozorovany urcité fenotypové a genotypové zmény. Béhem izolace
buniky méni tvar, ztraceji polaritu, dochézi k proteolytickému poskozeni receptort a enzymu a

je porusena transportni schopnost (Cervenkova et al, 2001). Dochazi ke ztratdm
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Evans, 2000; Richert et al., 2002; Ulrich, 1995). Brzy po izolaci klesa aktivita CYP na 50 —
75 % pivodni aktivity a béhem kultivace se dale snizuje (Richert et al., 2002). Dostate¢na
aktivita nicméné zstdva zachovana bé€hem prvnich dnt kultivace a jeji kapacita miiZe byt
podpofena, nebo indukovana (Ulrich, 1995). Signaly, které jsou odpovédné za ztratu funkci
diferenciovanych hepatocytli, jsou pravdépodobné nésledkem stresu navozeného beéhem
izolace (Varley a Dickson, 1999). Béhem izolace vznikaji ROS a dochdzi k aktivaci NF-xB a
k aktivaci iNOsyntazy. ZvySena koncentrace NO koreluje se sniZenou aktivitou CYP (Richert
et al., 2002). NO snizuje aktivitu CYP diky ireverzibilni destrukci jiZ nasyntetizovaného
enzymu (nitrozylace hemu), zaroven snizuje trasnkripct DNA CYP geni (Lopéz-Garcia,
1998). iNOS muze byt béhem izolace aktivovana riiznymi faktory, mezi né€Z patii ROS a také
endotoxin, ktery je ¢asto pfitomen v hrubé kolagenaze. Na druhou stranu se zda se, Ze v tomto
piipad€ NO uplatiluje inhibi¢ni efekt na proapoptotické faktory, ¢imz hepatocyty chrani pied
apoptozou (Dilworth et al., 2000). Déle jsou aktivovany SAPK (p38-kinaza, JNK-1) a dochazi
ke zvySené expresi n¢kterych genti(c-jun, c-fos) (Varley a Dickson, 1999; Guillouzo, 1998).
Pieziti izolovanych hepatocytd je kratké a nepfesahuje nékolik hodin (Guillouzo,
1998; Guillouzo et al., 1997). Na pocéatku devadesatych let minulého stoleti byly publikovany
prvni zkuSenosti s uchovavanim zmrazenych hepatocytil. Kryoprezervované hepatocyty lze

uchovavat az nékolik let (Dvoték et al., 2000).

3.6.1.1.2 Experimentalni modely pouzivané pii praci s hepatocyty

Suspenze bunék

Hepatocyty si v suspenzi udrzuji nativni morfologii, integritu bunééné membrény,
metabolickou kapacitu a aktivitu enzymovych systému 1. a II. faze biotransformace. Tento
systém umoztiuje studium mnoha sloZek v rliznych koncentracich a studium mezidruhovych
rozdilt. Jeho nevyhodou je velmi kratka Zivotnost (3 — 6 hodin). Buiiky pouZivané ihned po
izolaci se nenachazeji ve zcela fyziologickych podminkach vlivem prodélaného stresu béhem
izolace (viz. vyse). Pro tento model se lidské hepatocyty vétSinou nepouzivaji (Guillouzo,

1998; Kosina et al., 1999; Cervenkova et al., 2001).

Primarni kultury hepatocytu
Pro del3i preZiti musi byt hepatocyty kultivovany v bunééné kultufe. V konvenénich
kulturach vykazuji hepatocyty omezenou Zivotnost, obvykle nepfesahujici nékolik dni. Buriky

se nedéli a brzy se u nich projevuji fenotypoveé zmény, které vedou ke sniZeni, nebo vymizeni
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jaternich specifickych funkei. Béhem prvnich dnd kultivace je hladina exprese CYP sice
bazalni, ale hepatocyty si stale zachovavaji schopnost odpovidat na jeho induktory. Tato
schopnost v8ak s prodluzujici se dobou kultivace mizi. Dale se snizuje produkce albuminu,
transferinu a dalsich proteina (Guillouzo, 1998; Kosina et al., 1999; Guillouzo et al., 1997;
Ulrich, 1995). Bylo zjisténo, Ze u lidskych hepatocytl tyto zmeény nastavaji po delsi dobé nez
u potkanich a jsou vice progresivni (Guillouzo, 1998). V primarnich kulturach maji
hepatocyty abnormdalni pomér povrch/objem. Bufiky maji mnohem vétdi kontakt se
sousednimi butikami neZ in vivo (Cervenkova et al., 2001). Po piichyceni hepatocytii k médiu
dochazi ke komplexni reorganizaci cytoskeletonu a je vyzadovana normalni funkce aktinu a
myozinu (Bhadriraju a Hansen, 2002).

Zachovani bunéénych funkci miZe byt prodlouzenou pomoci tfi faktort: média
(piidavek antibiotik, hormont, ristovych a komitogenich faktortl), mezibuné¢nych interakci
(kokultivace s jinymi typy bunék, kultivace ve formé& agregatl) a pfitomnosti extracelularni
matrix (kolagen, matrigel, sandwichova metoda kultivace) (Guillouzo, 1998; Mitry et al.,

2002).

Mezi daldi experimentalni modeli pouZivané pfi préaci s izolovanymi hepatocyty patii
model bioreaktoru a linie imortalizovanych hepatocytfl, které vsak na naSem pracovisti

nevyuzivame.

3.6.1.1.3 Subcelularni frakce

Do této skupiny modelii patfi mikrozémy, cytozol, jadra, mitochondrie, proteinové
receptory, enzymy atd. Jejich vyhodou je relativné snadné pfiprava a moznost dlouhodobého
uchovavani ve zmraZeném stavu. Kultivaéni médium musi byt doplnéno koenzymy a
kosubstraty. Mitochondrie se pouZivaji ke studiu efektd chemickych latek na oxida¢ni
fosforylaci, syntézu ATP a B-oxidaci mastnych kyselin.

Subcelularnich frakei se sUspéchem vyuzivd predevSim pii objastovani stupfit
jednotlivych metabolickych reakei a interakei na molekularni arovni (Cervenkova et al., 2001;
Guillouzo, 1998).

Dominantni postaveni pii izolaci subcelularnich frakei zaujimaji metody zalozené na
vyuziti sily a na rozdilu ve velikosti a hustoté izolovanych Castic (S-rychlostni a
isopyknoticka centrifugace). Pro piipravu hustotnich gradientl se pouziva sacharéza, Ficoll,

Percoll, Metrizamid a Nycodenz (Chandoga a Hampl, 1994).
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PiestoZe velké mnozstvi informaci mze byt ziskdno ze studii v podminkach in vitro,
je nezbytné tyto informace doplnit a porovnat s pokusy in vivo. Pouze pokusy na celém
organizmu zachyti u¢inek nejen na tirovni bunécné, nebo cilového organu, ale i zpétné vazby
mezi organy a i vedlej$i u€inky. Pro budoucnost je dillezité standardizovat metody tak, aby

byly akceptovatelné védci i regulacnimi orgény.

3.7 Terciarlni butylhydroperoxid jeko modelova latka pro studium
oxida¢niho poskozeni hepatocyti

Jak jiz bylo fe€eno, oxidacni stres patii mezi nejvyznamnéjs$i mechanizmy, kterymi
hepatotoxiny navozuji jaterni poskozeni. PfestoZe je mechanizmus oxidacniho poskozeni
v posledni dob& velmi intenzivné studovan, neni zcela objasnén. Terciarni butylhydroperoxid
(tBHP) je organicky hydroperoxid skratkym uhlovodikovym fetézcem. Jde o analog
lipidovych hydroperoxidi tvofenych béhem oxidac¢niho stresu v burikdch. Tert-BHP neni
typickym hepatotoxin, ale nespecifické oxida¢ni ¢inidlo, které¢ poSkozuje jakékoli buriky, se
kterymi pfijde do kontaktu. V experimentu in vitro je pouzivan jako modelova latka
k navozeni oxida¢niho stresu. Tert-BHP snadno prochdzi biologickymi membranami a

v hepatocytech je metabolizovan riznymi cestami.
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Obr. 14: Biotransformaéni cesty tBHP v hepatocytech (tBOOH — tercidrni butylhydroperoxid; tBO" —
terciarni butoxylovy radikal; tBOH — terciarni butanol; PL A, — fosfolipasa A,; AA — kyselina arachidonova)
(Martin et al, 2001)
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Za prvé jde o katalytickou pfeménu tBHP v pritomnosti GSH a glutathionperoxidazy,
pii¢emz vznikaji t-butanol a GSSG (Sies et al., 1972). GSSG regeneruje na GSH pomoci
glutathionreduktazy, k éemuz je tfeba dostatek NAD(P)H. Tato reakce zabraruje toxickému
pusobeni tBHP, ovSem za cenu deplece GSH, NAD(P)H a zmény redoxniho stavu bunék
(Ahmed-Choudhury et al., 1998). Druhou reakci je pfeména pomoci cytochromu P450
(Davies, 1989) ¢i za piitomnosti iontl Zeleza (Rush a Alberts., 1986) na peroxylové a
alkoxylové radikaly. Snizeni hladiny GSH a vznik ROS vede k poSkozeni lipidd, proteinti a
DNA, naruseni homeostazy Ca’*, poskozeni mitochondrii a sniZeni syntézy ATP. Vysledkem
je v zavislosti na davce bud’ apoptdza nebo nekroza burky (Haidara et al., 2001)

Bylo zjisténo, Ze ¢ast volnych radikalll indukovanych tBHP vznika v mitochondriich a
mitochondrie hraji kliCcovou roli v mechanizmu toxického ucinku tBHP (Brambilla et al.,
1998). Tert-BHP zpisobuje rychlou oxidaci mitochondridlnich pyridinovych nukleotidd -
NADH a NADPH (Byrne et al., 1999). Tato oxidace je pravdépodobné bifazicky proces, kdy
inicialni faze je zpisobena na tBHP zavislou tvorbou ROS. To vede k rozvratu homeostazy
kalcia s pocateénim zvySenim volnych Ca®* jontdl v mitochondriich. Tim je navozena druha
faze zvySené tvorby ROS mitochondriemi. ZvySeni mitochondridlni koncentrace Ca®*
predchazi zvyseni koncenrace Ca®" v cytozolu (Lemasters et al, 1999). Druhy stuped oxidace
NAD(P)H pravdépodobné zplisobuje otevieni PTP, existuji ale 1 dlkazy, Ze naslednd tvorba
ROS je naopak zplisobena MPT (Nieminen et al., 1997). ZvySeni permeability vnitini
membrany pro ionty navodi kolaps membranového potencidlu, bobtndni mitochondrii,
rozpojeni oxidativni fosforylace a akcelerovanou hydrolyzu ATP mitochondrialni ATP4azou s
naslednym energetickym rozvratem a smrti buiiky (Masaki et al., 1989; Gunter a Pfeiffer,
1990; Imberti et al., 1993; Nieminen et al, 1997; Lemasters et al., 1999).

Utinkem tBHP rovn&Z dochazi k mobilizaci kyseliny arachidonové (AA)
z fofofolipidd plazmatické membrany prostfednictvim fofolipazy A,. Jeji Cinnosti se
v buitkach akumuluji lysofosfatidyly a kyselina arachidonova, oba typy sloucenin se podileji
vyznamnou mérou na bunééné signalizaci (Martin et al., 2001).

Diky rozvratu kalciové homeostdzy dochazi rovnéz k aktivaci Ca®" dependentnich
proteinkinaz C, coz vede k poskozeni cytoskeletu a t€snych spojeni hepatocyt (Pérez et al.,
2006). Jak v pokusech na perfundovanych jatrech, tak i vizolovanych hepatocytech byl
prokazan cholestaticky ucinek tBHP (Ahmed-Choudhury et al., 1998). Efekt tBHP na biliarni
kapilary pfi pouziti niz8ich koncentraci je pravdépodobné¢ dan pravé poruSenim integrity

t&€snych spojeni (Ahmed-Choudhury et al., 1998).
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Dalsim uéinkem tBHP je inhibice proteosyntézy (Latour et al., 1999). Zd4a se, Ze
inhibice proteosyntézy je spiSe adaptivni mechanizmus buiiky na stres, nez Casny marker
cytotoxicity. Burika tak zfejmé Setti energii pro zachovéni dtlezitych funkci. Stupen inhibice
zavisi na dostupnosti zdrojli energie a redoxnim stavu buiiky, zvySena S-thiolace proteinti mé
pak pravdépodobné ochranny ucinek (Latour et al., 1999). tBHP rovnéz vede k oxida¢nimu
poskozeni DNA s tvorbou DNA adduktti a zlomt (Latour et al., 1995).

RovnéZ byl popsan toxicky ucinek tBHP na endotelidlni buriky jaternich sinusoidt

(Cogger et al., 2004).

3.8 S-adenosylmethionin jako latka s potencidlné hepatoprotektivnim
ucinkem

S-adenosylmethionin (SAMe) je biologicky aktivni slouéenina obsahujici siru, ktera se
nachazi prakticky ve vSech Zijicich organizmech (Friedel et al., 1989). SAMe je po ATP
druhym nejcast&ji vyuZivanym substratem enzymovych reakci (Fontecave et al., 2004; Grillo
a Colombatto, 2005) a ucastni se transmetylaci, transsulfuraci a syntéz polyamint
(Stramentinoli, 1987). Pfestoze je jeho tvorby schopna vétsina lidskych bunék, centralni ulohu
v metabolizmu SAMe plnf jatra.

Endogenné je SAMe syntetizovan v cytoplazmé bun€k z ATP a z methioninu za
katalytického pasobeni methioninadenosyltransferdazy (MAT). U savcl existuji 3 izoformy
MAT. Izoformy I a III (MAT I a III) jsou exprimovény jako homotetramer respektive
homodimer a-podjednotky vyluéné v hepatocytech a vykazuji vysokou aktivitu. Izoforma II
(MAT II) je heterotetramer dvou o a dvou B podjednotek a byla izolovana z vétSiny tkani téla
(Kotb et al, 1997). V jatrech dospélych jedincti potkana i ¢lovéka se MAT Il nachazi ve velmi
nizkych koncentracich. Naproti tomu ve fetdlnich jatrech jde o hlavni izoformu tohoto
enzymu (Horikawa et al, 1993).

Jatra se na metabolizmu methioninu podileji asi z 50 %. Aktivn€ ho vychytavaji
z obéhu a preferen¢né ho inkorporuji do molekuly SAMe, coz je jedind katabolickd cesta
methioninu u savct (Cooper, 1989). Pacienti s cirhdzou jater maji sniZzenou aktivitu MAT.
Snizena aktivita MAT byla zaznamenana i u experimentalnich modelt toxického poskozeni
CCl, a alkoholem (Avila et al., 2002; Mato et al., 1997). Jaterni MAT je enzym velmi citlivy
ke zménam redoxniho stavu buriky a k ¢inidlim reagujicim se sulthydrylovymi skupinami
(Avila et al., 1997). Pii depleci GSH dochazi ke sniZeni jeji aktivity, coz nasledné vede
k dal$imu poklesu tvorby SH ze SAMe a tim i k dal3i inhibici jeji aktivity (Mato et al., 1997).
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Oxidac¢ni poskozeni nevede jen ke sniZeni aktivity MAT I/I11, ale také ke snizeni exprese genu
MATIA (Avila et al., 2002). Tyto zmény vedou ke sniZeni endogenni syntézy SAMe.

SAMe vorganizmu slouzi jako hlavni donor methylovych skupin pii
transmethylacnich reakcich. Asi 85 % vSech methylaci probihd v jatrech (Mudd a Poole,
1975). Anabolické i katabolické reakce proteintl, fosfolipidd, nukleovych kyselin, nékterych
hormont, neurotransmiterti a dalSich latek zaviseji na inkorporaci methylové skupiny do
jejich molekul (Friedel et al., 1989). Pravé methylace membranovych fosfolipidi je
pravdépodobné jednim z hepatoprotektivnich mechanizmt. Methylace fosfolipidi zajist'uje
udrzovani optimalni fluidity a bioelektrickych vlastnosti membran, podili se na uchovani
aktivit nékterych enzymi (Stramentinoli, 1987). Reverzibilni methylace membranovych
proteinli se milZze Gcastnit pfenosu signalu (Chiang et al., 1996). Methylaci DNA se SAMe
podili na regulaci genové exprese (Fentecave et al., 2004).

Uvolnéni methylové skupiny zmolekuly SAMe vede ktvorbé S-adenosyl-
homocysteinu (SAHo), ktery je ucinkem SAHohydrolazy hydrolyzovan na adenosin a
homocystein. Homocystein je cysthathionin-B-syntdzou kondenzovan se serinem a vstupuje
tak do transsulfuracnich reakci, pfi kterych se tvoii homocystein, cystein, sulfaty, taurin,
koenzym A a téZ hlavni intracelularni antioxidant — glutathion. Limitujicim faktorem syntézy
glutathionu a sirnych sloucenin je pravé dostupnost cysteinu (Finkelstein et al., 1975). Pro
spravny prubéh transmethylacnich reakci je dilezity nejen dostatek SAMe, ale i vhodny
pomér SAMe ku SAHo, nebot’ SAHo je velice u¢inny kompetitivni inhibitor transmethylaci
(Mato et al., 1997). Homocystein mlize byt také remethylovan zpét na methionin.

Za normalnich okolnosti se jen malé procento SAMe vyuZzije pro syntézu polyamind.
Za stavu, které vyzaduji zvySenou tvorbu téchto biogennich sloucenin, jako je tomu napf.
pfi regeneraci jater, je pfeména SAMe na polyaminy podstatné vyssi (Mudd et al., 1980).

U fady chronickych onemocnéni jater (napf. pii jaterni cirhéze) dochazi k poruse
metabolizmu methioninu. To se projevuje jeho sniZzenou clearance. Porucha je
pravdépodobné na urovni snizené aktivity MAT (Cabrero et al., 1988). Soudasné snizeni
aktivity fosfolipidové N-methyltransferdzy, kterd katalyzuje sekvenéni methylace
fosfolipidu membran hepatocytl v jatrech (Duce et al., 1988). Tento stav dale muaze vést
k nedostateéné tvorb&é organickych sloucenin siry. Ne&které hepatotoxiny (ethanol,
tetrachlormethan, galaktosamin a acetaminofen) vyvolévaji rychly pokles redukovaného

glutathionu s naslednou inaktivaci jaterni MAT (Pajares et al., 1992).
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Peroralni & parenterdlni aplikace stabilnich soli SAMe poméhd obnové normainich
jaternich funkei u fady chronickych onemocnéni jater (alkoholicka i nealkoholicka cirhoza,
rtizné formy intrahepatalni cholestdzy). Podkladem jeho anticholestatického ucinku se zda byt
zvyseni aktivity n&kterych enzyma a rovnéz ovlivnéni fluidity membran, zmifiovan byva 1
podil fosfolipidéi na transportu ZluCovych soli (Fernandez et al., 1995). Exogenni SAMe
vykazuje hepatoprotektivni G¢inek u fady experimentdlnich modelli toxického poSkozeni
(Mato et al., 1997, Mesa et al., 1996; Wu et al, 1996). Hepatoprotektivnich mechanizmi
G¢inku SAMe muze byt celd fada, diky obrovskému mnoZstvi reakci, kterych se ucastni.
V posledni dob& je SAMe pfipisovan i regulaéni u€inek na nékteré jaterni funkce (Mato et al.,
2002). Rovnéz zména redoxnich poméri v jatrech a pfitomnost ROS je dilezitym signalnim

mechanizmem (Lander, 1997), ktery miiZzeme ovliviiovat exogennim podanim SAMe.
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Obr. 15: Metabolické cesty s-adenosylmethioninu (SAMe) (Medina et al., 2001) THF — Tetrahydrofolat, SAH

— s-adenosylhomocystein.
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4 CILE PRACE

a) Zavedeni metody méfeni spotfeby kysliku na modelu izolovanych hepatocyti,

izolovanych mitochondrii a jaterniho homogendtu pomoci high-resolution oxygraphy

b) Studium zmén membranového potencidlu jaternich mitochondrii

¢) VyuZiti méfeni zmén energetického metabolizmu hepatocyti jako ukazatele
toxického poSkozeni jater modelovou litkou tercidrnim butylhydroperoxidem
(tBHP) a zkoumdni mechanizmu jeho ucinku in vifro na izolované potkani

hepatocyty

d) Vyuziti modelu oxidaéniho poSkozeni hepatocyti pro testovani potenciondlniho

hepatoprotektivniho Gi¢inku s-adenosylmethioninu (SAMe)
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5 METODIKY

5.1 Material

Zakladni chemikalie jako NaCl, KCl, MgS04.xH,0, Na;HPO4.12H,O, KH,POq,
NaHCO; MgCly, KOH byly ziskany od firmy Lachema, Ceska Republika. Ostatni chemikalie
pokud neni uvedenou jinak od firmy Sigma-Aldrich, USA.

5.2 Pokusna zvirata

Pokusy byly provedeny na dospélych potkanech, samcich kmene Wistar o hmotnosti
180 az 240 g. Potkani byli chovani za standardnich podminek pfi konstantni teploté
23 + 1 °C, relativni vlhkosti vzduchu 55 + 10 %, vyméné vzduchu 12 — 14x za hodinu
a pii 12hodinovém svételném rezimu (6,00 — 18,00 hod.). Potkani byli ustdjeni v klecich
po 6 — 10 potkanech. Po celou dobu méli volny piistup k vodé€ a potravé. Protokoly pokusd
byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani podle zdkona €. 246/92 Sb.

v platném znéni, §17, 3c. pii Lékarské fakulté v Hradci Krélove Univerzity Karlovy v Praze.

5.3 Izolace hepatocyti

K izolaci hepatocytii jsme vyuzili dvoustupiiovou kolagendzovou perfuzi jater. Tuto
metodu zavedli Berry a Friend v roce 1969 (Berry a Friend, 1969). Jimi pouZzité¢ roztoky
neobsahovaly vépenaté ionty. Tato metoda byla pozd&ji modifikovdna Seglenem (Seglen,
1976), ktery jatra nejprve promyval pufrem bez obsahu Ca** a nasledné byla jatra

recirkulaéné perfundovéna roztokem s obsahem kolagenazy a vapenatych iontd.

5.3.1 princip dvoustupiiové perfiize jater

1) Oteviend perfize (perfize bez recirkulace) jater pufrem bez kalcia, coZ je nezbytnou
podminkou pro disociaci desmozdéma.

2) Recirkuladni perfuze jater médiem obsahujicim kolagenazu a Ca*" jonty. V tomto kroku
dochazi k rozruSeni sité kolagennich vlaken.

3) Vdaldi fazi se mechanicky narusi adhezni sily mezi bufikami a hepatocyty se od

ostatnich bunék jaterni tkan& oddé&li pomoci nizkorychlostni centrifugace.

5.3.2  postup izolace hepatocytii
Izolaci jsme provedli v éterové narkoze potkana. Bfisni ¢ast jsme potieli dezinfekénim

roztokem, nastithem ke a svaloviny do tvaru pismene V jsme otevieli dutinu bfiSni. Stfeva
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jsme odsunuli k levé stran€, ¢imz jsme uvolnili piistup k v. cava inferior. Do v. cava inf. jsme
aplikovali heparin v ddvce 0,3 ml o koncentraci 833,33 m. j./ml (heparin Lé¢iva, 10 ml o
koncentraci 5000 m. j./ml, fedény fyziologickym roztokem).Tupou preparaci a za stalého
vlhéeni terénu fyziologickym roztokem jsme uvolnili pfistup k v. portae a zalozili pod ni
ligaturu. PodloZenou v. portae jsme nastfihli a dovnitf zavedli kovovou kanylu. Kanylu jsme
upevnili ligaturou. Pfipojili jsme kanylu k aparatufe (hadici, kterd p¥ivadi roztok ze sb&mé
bariky) a jatra proplachli in situ roztokem A (roztok bez kalcia). O uspé&Snosti perfuze svédei
odbarveni jater v disledku vymyti krve izolaénim roztokem a mirné zvétSeni objemu jater.
Poté, co doslo k zvétSeni objemu jater, jsme prostiihli aortu a dolni dutou Zilu, aby nenastalo
mechanické poruseni bunék zvySenym tlakem. Zastavili jsme priplach a co nejrychleji jatra
z dutiny biisni vystiihli. Dal8i kroky izolace probihaly v podminkach in vitro. Opét jsme
zah4jili otevienou perfuzi roztokem A a jatra oplachli ponotenim do fyziologického roztoku.
Jatra jsme umistili do specidlniho stojanku a stojanek ponofili do roztoku A. Po tiech
minutach jsme zastavili pfitok roztoku do sbérné bariky a zbyly roztok nechali samospadem
protéct jatry. Svorkou jsme uzavieli hadici, kterou pfitékal roztok do jater a jatra ve stojanku
premistili do kadinky sroztokem B (roztok s kolagenazou). Sbérnou baiiku jsme naplnili
roztokem B a uvolnili hadici vedouci k jatrim. Zah4jili jsme 15 min. trvajici recirkulaéni
perfuzi roztokem B. Hladinu v baiice jsme udrZovali ve stejné vySce pro zajisténi
konstantniho perfuzniho tlaku. Po ukonceni recirkula¢ni perfize jsme jatra ponofili do Krebs-
Henseleitova média s bovinnim sérovym albuminem (roztok C, tab. 1) a jaterni tkai jemné
mechanicky rozvolnili pomoci pinzet. Piftomnost albuminu je nezbytnd pro zachovani
koloidné-osmotickych podminek. Suspenze bunck jsme prefiltrovali ptes sterilni 4x sloZenou
gazu do centrifugacni zkumavky a centrifugovali po dobu 5 minut (28 g, 15 °C; Rotina 35R,
Hettich). Odsali jsme supernatant a buriiky nékolikrat proplachli Krebs-Henseleitovym
médiem a opét centrifugovali. Centrifugaci jsme opakovali celkem tiikrat. Optimalni rychlost

prutoku jatry roztokem A i roztokem B byla stanovena na 40 — 50 ml/min (Lotkova, 2000).
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Obr. 16: Aparatura pro izolaci hepatocytii: Vodni lazefi zahi'dtd na 37 °C, ve které jsou umistény kadinky
s izola¢nimi roztoky. Zasobnik izola¢nich roztoki, ktery je umistén asi 40 cm nad kadinky s izola¢nimi roztoky,
kviili zajisténi pfiméfeného perfuzniho tlaku. Peristaltickd pumpa, napojend mezi kadinky sroztoky a
zasobnikem roztoki, tlakovd nadoba obsahujici karbogen, kterd je hadici (silikon, & 5 mm) spojena se
zasobnikem izola¢nich roztokd. Probublavanim karbogenem je zaji§téno dostate¢né mnoZstvi kysliku v médiu.
Hadice (silikon, & 5 mm) pfivadé&jici roztoky z bailky do kanyly umist&né ve v. portae. Prepadova hadice
(silikon, & 5 mm), kterd odvadi roztoky ze sb&rné bariky do kadinek ve vodni lazni.

Roztok A

(pro izolaci je
tfeba 250 ml)

8 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,0977 g MgS0,.xH,0; 0,1206 g Na,HPO,.12H,0; 0,06 g KH,PO,;
2,188 g NaHCO;; 0,19 g EGTA, do 1000 ml dopInéno destilovanou vodou, 7 min. syceno
karbogenem

(95 % O, + 5 % CO,), aby vysledné pH bylo 7,3 — 7,4.

Roztok B

(pro izolaci je
tieba 200 ml)

4,8 g NaCl; 0,24 g KCI; 0,05862 g MgS0,.xH,0; 0,07236 g Na,HPO,.12H,0; 0,036 g KH,PO,;
0,3528 g CaCl,.2H,0, 1,314 g NaHCOs3; dopln&no do 600 ml destilovanou vodou, 7 min. syceno
karbogenem (95 % O, + 5 % CO,), aby vysledné bylo pH 7,3 — 7,40; obvykle pouZivame

0,055 g surové kolagenazy (SEVAC) do 200 ml recirkulaéniho roztoku.

Pozn.: MnoZstvi pouZité kolagenazy se 1i§i u kazdé $arZe, nebot jeji aktivita neni stejna, proto je nutno pro novou 3arZi

kolagenazy vzdy vytitrovat optimalni davku.

Roztok C
(Krebs —

Henseleitovo

médium)

6,9 g NaCl; 0,36 g KCl; 0,1441 g MgSO,xH,0; 0,13 g KH,PO,; 0,374 g CaCl,.2H,0;
2g NaHCOs;; 0,9 g gluk6zy, doplnény do 1000 ml destilovanou vodou pro infiize.
1,333 g albuminu do 100 mi C roztoku pro praci s izolovanymi buiikami.

Tab 1: SloZeni izolaénich roztoka
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Obr. 17A s—— Obr. 17B

Obr. 17C Obr. 17D

Obr. 17: Izolace potkanich hepatocyti pomoci dvoustupiiové perfiize jater (A) Ptiprava ligatury v. poriae
(B) Zavedeni kanily do v. portae (C) Jatra se pfi priplachu odbarvuji (D) Jatra ve specidlnim stojanku

Bezprostfedné po izolaci jsme stanovili viabilitu hepatocyti pomoci exkluze

trypanové modte.

5.4 Stanoveni viability hepatocyti pomoci exkluze trypanové modie

5.4.1 Princip

Trypanovd modi (sodnd stl toluidin-diazo-diamino-naftol-disulfonové Kkyseliny)
prochdzi plazmatickou membranou do butiky. Builky s neporuSenou plazmatickou
membranou ji vypuzuji, zatimco v buiikach, které ztratily vlivem poSkozeni membranovy
potencial dochazi k jeji akumulaci.
5.4.2 Provedeni

Hepatocyty jsme nafedili piiblizn& na 10° bundk/ml. 10 pl pfipravené suspenze jsme
na podloZnim sklicku smichali s 10 pl 0,4 %-ni trypanové modke, prikryli krycim skli¢kem a

pod mikroskopem pii 200 (10 x 20) nasobném zvétSeni v 10 polich pocitali Zivé (neobarvend)
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a mrtvé (modré) buiiky. Vysledek uvadime a vyjadfujeme v procentech jako pomér poctu
zivych bun€k k celkovému poctu hodnocenych bunék.

Metoda je rychla a jednoducha, ma vSak malou citlivost. Trypanovd modi ma sama
cytotoxické ucinky, proto se viabilita hodnoti nejdéle do 10 s po pfidani barvy. Trypanova

modf patfi mezi potencidlni karcinogeny.

Ziva blinka

mrtva bunhkay

e

Obr. 18: Stanoveni viability pomoci exkluze trypanové mod¥i
5.5 Poditani bunék

Ze suspenze bun&k ziskéné po zavérené centrifugaci a promyti jsme odpipetovali
10 pl do 990 pl K-H médiem (100x fedéni) a buiiky poditali v Biirkerové komirce obdobné
jako krevni elementy. Podle zjisténého po¢tu bunék se dale suspenze fedi Williamsovym
médiem E, nebo Krebs-Henseleiteovym roztokem pro potieby kultivace. Hepatocyty uréené

pro meéfeni respirace pomoci vysokoucinné oxygrafie a pro stanoveni MMP pomoci

akumulace TPP" tedime aZ v komiirkach oxygrafu resp. ionselektivni elektrody (viz. déle)
5.6 - Kultivace hepatocytu in vitro

5.6.1  Suspenze hepatocyti in vitro

Pro nékteré studie postacuje kratkodoba inkubace. Pro ty je mozné vyuZiti suspenzi
hepatocytl, které vydrzi funkéni a viabilni pouze po dobu n&kolika hodin. Suspenze
o denzit¢ 1 milién bun€k v 1 ml média se kultivuji v kultivaénich lahvi¢kach (Tissue Culture
Flasks 50 ml, Becton—Dickinson) o objemu 50 ml v CO, inkubatoru (Sanyo, MCO-17AIC) v
atmosféte s 5% CO, pii 37 °C. Jako kultivaéni médium je pouZit Krebs-Henseleittiv roztok.
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Suspenze hepatocyti mohou byt vtéchto kultivaénich médiich kultivovany jak
s hepatotoxiny, tak i s hepatoprotektivnimi latkami. Po uplynuti inkuba¢ni doby se médium

odebere na biochemicka stanoveni.

5.6.2 Primarni kultury hepatocyti potkana

Pro toxikologické a farmakologické studie a vyzkum kancerogeneze a genové exprese
Je potieba preZivani hepatocyti po dels§i dobu. Pro zachovani jejich specifickych funkci a
viability jsou pro izolované hepatocyty nutné kontakty s rtiznymi substraty a rovnéz se
sousednimi butikami (Berry et al, 1991). Proto jsou hepatocyty kultivovany v primarnich
kulturach.

Zpocatku se buriky v médiu s pfidavkem séra kultivovaly v plastovych nadobéch.
Hepatocyty maji k plastu slabou afinitu a ptidavek séra poskytuje fibronektin pro lepsi
matrixovymi proteiny, nebo jejich smési. Hepatocyty se nejcastéji kultivuji na
kolagenovanych Petriho miskach (PM). Pro pfichyceni a rozprostieni bunék do jedné vrstvy
(monolayeru) je potfeba pomérné malého mnozstvi kolagenu. Pfichyceni bun&k zavisi na
teploté a je maximalni v pfitomnosti Ca®* a Mg*' ionté. Inzulin zvySuje prichyceni ke
kolagenu typu I z 50 — 60 % na 80% (Berry et al., 1991).

Kultivace na relativné jednoduchych substratech a v médiich vede k pomérné &asné
zmé&né genové exprese (Padgham et al, 1993). V poslednich letech se zkousi riizné modifikace
jednoduchych kultivacnich systémi. Jednou z cest je pouziti komplexnéjSich médii.
Nevyhodou v3ak je, Ze rtizné slozky média mohou mit pozitivni vliv na jednu funkci, mohou
vSak negativn€ ovlivitovat funkci jinou. Navic mezi sebou mohou interagovat, coz mize vést
ke zméné funkce. I pies tyto problémy se pouzivaji nékteré latky k suplementaci média, které
maji obecné dobry vliv na prodlouzeni Zivotnosti bun¢k v kultufe. Urlity pomér mezi
inzulinem, glukagonem a dexametazonem v médiu prodluzuje piezivani hepatocytd v kultuie
(Berry et al., 1991).

Buné¢na hustota v kultufe ma rovnéz nezanedbatelny vliv na zachovani specifickych
funkci a na pfichyceni hepatocyti. Pokud jsou buriky kultivovany ve vétSich hustotach,
dochazi k oddaleni ztraty nékterych funkci. Hlavni faktor, ktery podmitiuje vliv hustoty bunék
na zachovani specifickych funkci je kontakt mezi builkami. Pokud jsou hepatocyty
kultivovany v dostate¢né hustot&, seskupuji se po tiech az Sesti a obnovuji t€snd spojenti (tight
Jjunctions) a desmozomy. V kulturdch potkanich hepatocytd dochdzi k vymizeni kontaktii

mezi bufikami béhem 1 — 3 dnd (Berry, 1991). Buriky kultivované v hustoté 1,3 — 1,5 .
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10%/cm? na kolagenu typu I vytvoli pomérné kompaktni monolayer (jednovrstvu). Buiiky
v hustot& okolo 2 . 10°/cm? vytvoii bdhem 1 — 2 denni kultivace hustdi monolayer, ale n&které
butiky nejdiive zaujmou misto ve druhé vrstvé. S dalSim zvySovanim denzity bun¢k klesa
schopnost jejich pfichyceni (Berry et al., 1991).

Provedeni:

V nas$i laboratofi pouZivame sterilni polystyrenové PM o priméru 60 mm pro bun&éné
kultury (Tissue Culture Dish 60 mm, Iwaki) potaZzené kolagenem typu I. Kolagen typu I
(Collagen Type I from Rat Tail) je diky své Spatné rozpustnosti ve vod¢ nutné rozpoustét v 20
mM Kkyseliné octové. 1 ml roztoku kolagenu nechame v kontaktu s povrchem PM po dobu 10
minut, po této dob¢ kolagen odstranime. Vzhledem k pouZiti kyseliny octové jako
rozpoustédla musime pfichyceny kolagen zneutralizovat promytim 2 ml Krebs-Henseleitova
roztoku.

Pfed nasazenim bun¢k na PM jsou hepatocyty natfedény na denzitu 1 milion bun¢k
v 1 ml kompletniho Williamsové E média (WE). Na kolagenované PM nandSime 2 ml
suspenze hepatocytli, tedy 2 miliony hepatocytii na jednu PM. Hepatocyty jsou poté
ponechany 2 hodiny v CO; inkubétoru (5% CO,) pii 37 °C. To je dostate¢nd doba pro
pfichyceni zZivych bunék ke kolagenu a vytvofeni jedné vrstvy bunék — ,monolayeru®
Nasleduje odsati média a nepfichycenych bunek.

Poté lze jiz primokultury vyuZit pro experimenty. Do PM s kontrolnimi skupinami
davame kompletni Williamsovo médium, do ostatnich pak stejné médium, které navic
obsahuje modelovou toxickou latku (terciarni butylhydroperoxid, Fluka) v pfislusné
koncentraci anebo hepatoprotektivum (SAMe, Ademetionini hydrogenobutandisulfonas,
Transmetil, Abbott). Misky jsou inkubovany pii 37 °C v atmosféie s 5 % CO; po stanovenou
dobu. Po jejim uplynuti se odebere médium na biochemickd stanoveni (aktivita
laktatdehydrogenazy, koncentrace malondialdehydu). Buriky se pak bud’ dale kultivuji nebo
se pouZziji pro rlizna méfeni (obsah intracelularniho GSH, méteni MMP). Veskeré manipulace,

jak s roztoky tak i s burikami, jsou provadény v laminarnim boxu za sterilnich podminek.
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Kyselina octova | 0,12 g p.a. doplnit do 100 ml vody pro inj

20 mM
Kolagen 2 mg kolagenu rozpustit v 6,66 ml 20 mM kys. octové
Kompletni Williamsovo medium E (WE): (Biotech GmbH, cat. no. P04-29510), bez L-
Williamsovo glutaminu a fenolCervené, doplnéné fetalnim bovinim sérem (10%), L-glutaminem
médium E (2mM), penicilinem (200 JU/ml, Novo Nordisk), streptomycinem (0,2 mg,

NovoNordisk), inzulinem (0,08 [U/ml, NovoNordisk), prednizolonem (0,5 pg/ml,
Merc) a glukagonem (0,008 pg/ml, NovoNordisk)

Krebs — 6,9 g NaCl; 0,36 g KCl;, 0,1441 g MgSO..xH,0; 0,13 g KH,PO,; 0,374 g
Henseleitove CaCl,.2H,0; 2g NaHCO;; 0,9 g glukdzy, doplnény do 1000 ml destilovanou vodou

. pro infize. 1,333 g albuminu do 100 ml C roztoku pro praci s izolovanymi buiikami.
médium

Tab. 2: Roztoky pro kultivaci heapatocyti

5.6.3  Morfologické znaky cerstvé izolovanych a kultivovanych hepatocyti

K posouzeni kvality izolovanych hepatocytll lze rovnéz pouzit svételny mikroskop.
Vzhledem k tomu, Ze hodnotime zZivé neobarvené buiiky, je vhodné&jsi zvolit fazovy kontrast
(Cervinkovi et al, 2002; Berry et al., 1991). V podminkéach in vivo maji hepatocyty typicky
polygonalni tvar. Béhem izolace vSak v disledku mechanického zatiZeni pii perfizi a také
vlivem pouZitého média dochazi ke zméné tvaru (Cervinkova et al, 2002). Cerstvé izolované
hepatocyty jsou kulaté nebo ovalné, jak je patrno z obr. 19A. VétSina bunk se nachazi
samostatné, nékdy muaze zlstat par bunék u sebe a vytvofit dublety, vzacné i triplety (Berry et
al., 1991).

NeporuSené buriky vykazuji vysoky kontrast mezi buiikou a okolnim médiem, maji
jasn¢ zietelnou jadernou membranu, nizky stupefi granulace cytoplazmy a ostie viditelné
jadro s jadérky (Cervinkova et al., 2002).

Na cerstvé izolovanych hepatocytech lze Casto pozorovat vyskyt méchyiku na
povrchu cytoplazmatické membrany (blebs) (obr. 19B). Tyto prisvitné bleby neobsahuji
organely (Berry et al., 1991). Vznikaji plisobenim hypoxie, popiipadé mechanickym
poskozenim &i vlivem kolagenazy a jsou znamkou &asteéného poskozeni bungk (Cervinkova
et al., 2002). Formovani puchytku cytoplazmatické membrany je ¢aste€né reverzibilni proces
a po inkubaci bun¢k za vhodnych podminek dojde b&hem kratké doby k jejich odstranéni a ke
stabilizaci cytoplazmatické membrany (Berry et al., 1991; Cervinkova et al., 2002). Pokud
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ovSem nejsou zajistény optimalni podminky, prohlubuje se naruSeni membrany, dochazi ke
granulaci cytoplazmy a buiika odumira (Herman et al., 1988).

Ireverzibiln€¢ poskozené buiikky maji vysoce granulovanou cytoplazmu, Spatné
viditelné jadro a jadérko, neostré a nepravidelné rozhrani mezi cytoplazmatickou membranou
a okolnim médiem a mezi jadrem a cytoplazmou.

Neposkozené hepatocyty kultivované na Petriho miskach potaZenych kolagenem a za
pouZiti vhodného média maji polygonalni tvar podobny situaci in vivo. Builkky dokonce
vytvateji vzajemné kontakty a formuji se v atvary, které piipominaji jaterni aciny (obr. 19C).
Neposkozené hepatocyty jsou pfichyceny ke kolagenu a maji neporu$enou integritu
plazmatické membrany. Naproti tomu poskozené hepatocyty se stavaji ovalnymi, odtrhavaji
se od kolagenu a vznaSeji se v médiu. Vykazuji stejné vlastnosti jako poskozené hepatocyty
v suspenzi (neostré rozhrani mezi cytoplazmatickou membranou a médiem atd.). Z kultury je
odstranime pti vymén& média (Cervinkova et al., 2002).

Pro posouzeni morfologickych znakt hepatocytii jsme pouzili invertovany mikroskop
s fazovym kontrastem Olympus CK 40 (200x zvétSeno) a zaznam jsme provedli pomoci

digitalniho fotoaparatu Olympus, Camedia 4040.

Obr. 19A Obr. 19B Obr. 19C

Obr. 19: Izolované a akultivované hepatocyty. (A) Hepatocyty bezprostfedné po izolaci (B) blebujici
hepatocyty (C) Hepatocyty inkubované na kolagenu typu I po 2 h pfichyceni

5.7 Izolace mitochondrii

Kizolaci mitochondrii jsme pouZili metody né&kolikanasobné centrifugace
v sacharé6zovém médiu s postupné se zvySujicim poctem otacek (Schneider a Hogeboom,

1951).
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Provedeni:

Jatra jsme odebirali v éterové narkoze potkana. Biisni ¢ast jsme potieli dezinfekénim
roztokem, nastiihem klze a svaloviny do tvaru pismene V jsme otevieli dutinu bfisni.
Visceralni organy jsme odsunuli k levé strang. Prostfihli jsme v. cava inferior a krev pomoci
tampond odsavali. Jatra jsme vystiihli z dutiny bfisni a oplachli v ledovém fyziologickém
roztoku. Z jater jsme odebrali 3 g tkan¢ a opléachli je v ledovém izolacnim H roztoku. Asi v 1
ml H roztoku jsme jatra nastiihali na malé kousky a piemistili smés do homogeniza¢ni
zkumavky. Smés jsme homogenizovali v homogenizatoru s teflonovym pistem. Poté jsme
homogenat nafedili ledovym H médiem na celkovy objem 30 ml. Pokud bylo tfeba, odebrali
jsme ¢ast homogenatu pro méfeni respirace a stanoveni proteint. Zbylou ¢ast jsme pielili do
centrifugan¢i zkumavky a centrifugovali (Rottina 35R, Hettich) po dobu 4 min pifi 830 g
(2825 RPM) pii 4°C. Supernatant jsme opatrné pielili do dalsi zkumavky pies vrstvu gazy a
centrifugovali 15 min pf¥i 5190 g (7065 RPM) pii 4°C. Poté jsme supernatant odlili a sedlinu
resuspendovali v 30 ml ledového H média. Suspenzi jsme centrifugovali 10 minut pfi 11200 g
(10378 RPM) ve 4°C. Opét jsme odlili supernatant, sedlinu resuspendovali v 15 ml ledového
H média a centrifugovali 10 min pfi 14400 g (11768 RPM) ve 4°C. Poté jsme odlili
supernatant a sedlinu resuspendovali ve 4 ml ledového H média. Suspenzi mitochondrii jsme
nasledné pro dal$i analyzu rozpipetovali do mikrozkumavek. Pfed pouZitim suspenze jsme
stanovili obsah proteind Lowryho metodou (1951). VSechny roztoky byly chlazeny v ledové

1azni.

Izola¢ni H médium: 40,08 g D-mannitolu, 23,96 g sacharézy, 0,477 g HEPES, 0,5 g
BSA rozpustit v 1 [ destilované vody, pH 7,2

5.8 Biochemické testy

5.8.1 Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy v supernatantu

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery katalyzuje pieménu
kyseliny pyrohroznové v mlé¢nou obéma sméry. V klinické diagnostice se jednd o pomérn¢
malo citlivy ukazatel jaterniho poskozeni, nebot’ se vyskytuje témet ve viech tkanich. LDH je
tvofena Ctyfmi podjednotkami dvou typl, M (muscle) a H (heart). Podle zastoupeni
jednotlivych podjednotek rozliSujeme pét izoenzymi. V srdci, ledvindch, mozku a
erytrocytech maji nejvyssi zastoupeni izoenzymy LD; a LD,, zatimco v jatrech a kosternim

svalstvu pievlada izoenzym LDs.
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Pokud stanovujeme aktivitu enzymu v kulturdch hepatocytd, jednd se o citlivy
ukazatel, nebot’ laktatdehydrogendza je uvolnéna vyhradng z poskozenych hepatocytt. Oproti
barveni trypanovou modfi ma tato metoda nékteré vyhody. Odpadéd napiiklad statisticky
problém, ktery je disledkem hodnoceni malého po&tu bunék a vzorky pro stanoveni LDH lze
uchovavat delsi dobu (pfi barveni trypanovou modii by stanoveni mélo byt ukonéeno do 30
min po skonceni izolace.) (Berry et al., 1991). Nevyhodou je, Ze cilové misto poskozeni
mnoha cytotoxickych latek je uvnitf bunky a muiZe se stat, Ze butika je ireverzibilné
poSkozena, zatimco plazmatickd membrana je stale intaktni (Wyllie et al., 1998). Mgfeni
aktivity laktatdehydrogendzy nelze pouzit jako vstupni udaj o kvalité &erstvé izolovanych
hepatocytl, s uspéchem se viak vyuziva pro hodnoceni poskozeni bun&k po delsi inkubaci
(Berry et al., 1991).

LD
Princip stanoveni: laktat + NAD" <> pyruvit+ NADH + H"

Rychlost pfemény NAD" na NADH se monitoruje fotometricky pfi 340 nm jako

vzrist absorbance NADH (NADH pti 340 nm absorbuje, zatimco NAD™ nikoliv)

Provedeni:

Ke stanoveni jsme pouzili diagnosticky kit LD-L (Sigma, proc. No. 228-UV). Reakéni
¢inidlo (laktat - 50 mmol/l, NAD — 7 mmol/l, pufr pH 8,9, azid sodny — 5%), jsme dle navodu
doplnili deseti ml deionizované vody, ptelili do zkumavek, zkumavky jsme umistili do
termobloku vyhiatého na 37 °C a kratce inkubovali. Do kiemenné kyvety jsme pipetovali 1
ml pfipraveného €inidla a 50 pl média (supernatantu) odebraného po stanovené dobé inkubace
z bunééné kultury, smés jsme promichali oto¢enim kyvety a méfili absorbanci po 30 s od
promichani (Cas to) a po 90 sod promichani (¢as t;). Mé&feni jsme provadéli na UV/VIS
spektrofotometru Shimadzu UV — 1601 pii vinové délce A = 340 nm proti deionizované vodé
(blank).

Na zéklad¢ vztahu:

AAxTVx1000
6.22xSVxl

kde: AA = Atl — At0; TV = celkovy reakéni objem (1,05); SV = objem vzorku (0.05 ml); | = délka kyvety (1
cm), 6,22 = absorbance 1 mM NADH pii 340 nm; 1000 = pfepocet na litr

LDU/L) =

jsme vypocetli aktivitu LDH v supernatantu. Aktivitu LDH jsme piepocitali na

jednotky SI kat/l (1 U = 16,67 nkat)
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5.8.2  Stanoveni koncentrace malondialdehydu

Kvantifikovat primarni produkty lipoperoxidace - hydroperoxidy (viz. obecnd ¢ast) je
obtizné, zejména diky jejich vysoké reaktivit¢ a nestabilité. Proto je stanoveni miry
lipoperoxidace zaméefeno na sekundarni oxida¢ni produkty, jako je malondialdehyd (MDA)
(Fenaille et al., 2001).

Malondialdehyd je pomérné€ jednoducha téfuhlikova slou¢enina, ktera vnika peroxidaci

polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), pfedev§im kyseliny arachidonové.

— — *OH  adikatovs Q Q
/_W meziprodukty H)J\/U\ H

H H

malondialdehyd

MDA muze reagovat s aminoskupinami proteinti a nukleovych kyselin a vykazovat
tak cytotoxické a mutagenni u€inky (Suttnar et al., 1997).

Béznd metoda ke stanoveni MDA je zaloZena na spektrofotometrickém méfeni
kondenza¢niho produktu MDA se dv€éma molekulami 2-thiobarbiturové kyseliny (TBA)
(Fenaille et al., 2001). Reakce probiha za vysoké teploty a nizkého pH (Lefevre et al., 1998).
Do reakéni smési se miZe piidat trichloroctova kyselina (TCA), kvili sniZeni interference
proteinli a neutralnich lipidd (Hong et al., 2000). Reakce je velmi citliva a provedeni
jednoduché, ale jeji specifita i pfes vylepSeni pre-analytického (extrakce na pevné fazi) a
analytického (HPLC se spektrofotometickou, fluorimetrickou detekci, GC-MS) je stale
pfedmétem mnoha diskuzi (Lefevre et al., 1998; Suttnar et al., 1997; Liu et al., 1997; Hong et
al., 2000).

TBA reaguje sriznymi slozkami bun¢k véetné kyseliny sialové, prostaglandint,
deoxyribdzy a aldehydl a tyto produkty pak interferuji se spektrofotometrickym stanovenim.
Béhem stanoveni mize dochazet k autooxidaci lipidd. MDA muze vznikat i oxidaci jinych
latek nez lipidd a mize byt metabolizovan mitochondriemi neporusenych bun¢k (Hong et al.,
2000; Berry, 1991).

I ptes problémy se specifitou se diky své relativni nenaroCnosti na laboratorni
vybaveni a citlivosti stidle vyuzivad spektrofotometrického stanoveni MDA jako ukazatele
lipoperoxidace.

1T, HCL, TCA

Princip stanoveni: MDA + 2TBA <+ rzovy kondenza¢ni produkt
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Provedeni:

Do zkumavky jsme napipetovali 1 ml média odebraného po stanovené dobé inkubace
z bunééné kultury a 1 ml reakéniho €inidla (vodny roztok kyselin - 15 % TCA; 0,37 % TBA;
0,25 % HCI). Smés ve zkumavkach jsme promichali na tfepacce a na 15 min jsme zkumavky
umistili do termobloku vyhidtého na 100 °C. Poté jsme nechali reakéni smés vychladnout
pfibliZn€ na laboratorni teplotu a centrifugovali po dobu 20 minut pfi 3 000 RPM (1590 g).
Na UV/VIS spektrofotometru Shimadzu UV — 1601 jsme zméfili absorbanci oproti slepému
roztoku (Iml destilované vody + 1 ml reakéniho ¢inidla, pfipraveny za stejnych podminek

jako vzorky) a na zaklad¢ kalibrace zjistili koncetrace malondialdehydu ve vzorcich.

5.8.3  Stanoveni obsahu GSH a GSSG v hepatocytech a kultivaénim médiu

Stanoveni obsahu redukovaného a oxidovaného glutathionu uvnité bunék je jednim
ze zékladnich parametrti, ktery vypovida o redoxnim stavu buiiky. V naSich podminkéach
pouzivame HPLC analyzu s fluorimetrickou detekci vychazejici z metodiky Hissina a Hilfa

(1976).

Provedeni:
a) Priprava vzorku

Z primokultur hepatocytd jsme odebrali kultivaéni médium. Kultury v PM jsme poté
ihned vloZili do hlubokomraziciho boxu (-80 °C), kde jsme je ponechali po dobu 15 minut
k rozruSeni membran hepatocyti mrazem. Po vyjmuti okamzité do kazdé PM napipetujeme 1
ml chladného (4 °C) Krebs-Henseleitova roztoku. Skrabatkem oddé&lime mrazem poskozené
hepatocyty od kolagenu a vyslednou suspenzi napipetujeme do mikrozkumavek a protfepeme
ji. 200 pl této suspenze napipetujeme do mikrozkumavky s 400 pl chladné (4°C) 10 %
kyseliny metafosfore¢né (MPA, Sigma-Aldrich) a protfepeme. Nechame inkubovat pii 4 °C
po dobu 10 min., opét protfepeme a centrifugujeme (13500 g, 4 °C, 10 min.). Z kazdého
vzorku napipetujeme 50 resp. 200 pl supernatantu do mikrozkumavek pro stanoveni
intracelularniho GSH resp. GSSG a ulozime do —80 °C pro pozdg&jsi analyzu.

Piiprava vzorkil pro méfeni extracelularniho GSH a GSSH je obdobna, 1isi se pouze
pouzitim 200 pl kultivaéniho média namisto 200 pl suspenze zmrazenych, seSkrabanych
bun€k. Po opakovaném zjiSt€ni, Ze naprostd vétSina extracelularniho glutathionu je
v oxidované formé&, stanovujeme v médiu pouze GSSG.

Pred vlastni HPLC detekci redukovaného glutathionu do mikrozkumavek s 50 pl
vzorku pfiddme 1000 pl fosfatového pufru (1,4g Na,HPO, + 0,2g EDTA v 100 ml

- 66 -



deionizované vody, vysledné pH 8,0) a fadn& promichame. Z této smési odebereme 20 pl do
dalgi mikrozkumavky a ptidame 300 ul fosfatového pufru a 20 pl 0, 1% o-ftalaldehydu
k derivatizaci (OPA, rozpousténo v methanolu). Nésleduje promichani a inkubace po dobu 15
min. pfi pokojové teploté ve tmé. Pak je vzorek skladovan ve tmé pfi teplot€¢ 4 °C aZ do
nastfiku na kolonu.

Pied detekci oxidovaného glutathionu do mikrozkumavek s 200 pl vzorku pfidame
100 pl 40 mM N-ethylmaleimidu (NEM, Sigma-Aldrich, rozpousténo v deionizované vode),
fadn& promichdme a inkubujeme po dobu 25 min. ve tmé& pfi laboratorni teploté. P¥idani NEM
je nutné k zablokovani thiolovych skupin GSH. Poté ke smési pfipipetujeme 750 ul
0,1 M NaOH a opét promichame. Z této smé&si odebereme 20 pl do dal$i mikrozkumavky
a ptiddme 300 pl NaOH a 20 pl 0,1% OPA k derivatizaci. Pfitomnost NaOH je nutna
pro reakei GSSG s OPA. Dalsi postup je shodny s piipravou pro detekci GSH.
b) PFiprava standardi kalibracni kifivky

Pro kalibraéni kiivku GSH ptipravime z dodavaného standardu glutathionu (Sigma-
Aldrich) roztoky o vyslednych koncentracich 0; 5; 10; 25; 50; 100; 250 a 500 uM
a pro GSSG 0; 0,5; 1; 5; 10; 50 a 100 pM. Dal3i postup je shodny s pfipravou vzorki.
¢) Vlastni HPLC analyza na obracené fizi s fluorimetrickou detekei a izokratickou

separaci

Pro p¥ipravu mobilni faze rozpustime 3,02 g Na,HPO4 v 850 ml deionizované vody a
nasledng pfidame 150 ml methanolu, fadn& promichdme a upravime pH na 6,0. Vznikly
roztok prefiltrujeme pies nylonovy filtr (0,20 um) a odvzdudnime v ultrazvukové van€ (2 x
15min.). K separaci pouZijeme kolonu Discovery C18 (Supelco, 15 cm x 4 mm, 5 pm) a
predkolonu Discovery C18 (Supelco, 2,5 ¢cm x 4 mm, 5 pm). Vlastni méfeni provadime na
HPLC piistroji Shimadzu (pumpa LC-10ADvp, autosampler SIL-10ADvp, termostat kolon
CTO-10ADvp, fluorescenéni detektor RF-10Axl, fidici jednotka SLC-10ADvp). Pritok
stacionarni fazi je 0,5 ml/min. pii teploté 37 °C. Pouzivame fluorescencni detekce o excitacni
vinové délce 350 nm a emisni vlnové délce 420 nm. Ke zpracovani dat slouzi program

CSW32 System (DataApex).

5.8.4 Md¢éreni mitochondrialniho membranového potencialu
MMP (Afi,,) je elektrochemicky potencidl, ktery vznikd na vnitini mitochondrialni

membrané v disledku distribuce H' ionti pii neporusené funkei mitochondrii.
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Afi,, =-23RTApH + FAy,

R - univerzalni plynova konstanta, T - absolutni telplota, ApH - rozdil pH v matrix a vn& mitochondrif, F —

Faradayova konstanta, Ay, - elektricka slozka membranového potencialu

MMP se neuplatniiuje jen pii syntéze ATP, ale fidi fadu dal3ich procest. Jeho hodnota
se pohybuje v rozmezi -120 az -180 mV. Za rlznych patologickych stavil, kdy je naruSena
funkce mitochondrii, dochazi ke ztrat¢ MMP a depolarizaci mitochondridlni membrany.
Zmény Ay, mohou byt monitorovany fadou metod. Nejcastéji se vyuzivaji lipofilni kationty.
Mezi né patti fluorescenéni sondy (Rhodamin 123, jeho tetramethyl ester TMRM, JC-1),
radioaktivné  znaCené  sondy  ([14C]Jtetrafenylfosfonium) a  neznaCené  sondy
(tetrafenylfosfonium (TPP"), dibenzyldimethylamonium (DDA™). Tyto sondy pronikaji ptes
bunééné membrany a rozd&luji se mezi bunky/organely a jejich okoli podle Nertnstovy
rovnice:

RT . a

Ay =—In—2~
v zF  a,

n

R - univerzalni plynova konstanta, T - absolutni telplota, z - valence, F — Faradayova konstanta, aout —aktivita
sondy v médiu, ain - aktivita sondy uvnitt buriky/organely.

5.84.1  Hodnoceni MMP pomoct akumulace Rhodaminu 123

Rhodamin 123 (Rho 123) je fluorescenéni kationova barva, kterd je v zavislosti na
MMP akumulovana v mitochondriich (Nuydens et al, 1999). Zmény v akumulaci rhodaminu
123 odrazeji zmény v MMP (Emaus et al, 1986). Nevyhodou Rho 123 je vazba na nékteré
komponenty vnitini mitochondridlni membrany bez zavislosti na MMP, coZ sniZuje citlivost
stanoveni. Navic hepatocyty v pribéhu kultivace zvySuji expresi glykoproteinu P, ktery
aktivné transportuje thodamin 123 z bunék ven (Hirsch-Ernst et al, 2001). Diky tomu lze tuto
metodu pouZit pouze pro stanovovani MMP v suspenzi mitochondrii a hepatocyti nebo v

kratkodobych primarnich kulturach.

Provedeni:

K hepatocytim pfichycenym na kolagenované PM pfiddme 3 ml 60 nM Rho 123
rozpu$téného v Krebs-Henseleitové médiu bez albuminu a nechdme inkubovat (15 min., 37
°C). Poté odsajeme médium do zkumavek a zcentrifugujeme (5 min., 28 g). Pro vytvofeni
kalibra¢ni k¥ivky byly pouZity tyto koncentrace Rho123 — 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 a 60 nM.
V supernatantu méfime fluorescenci na spektrofluorimetru Perkin-Elmer LS50B pfi excitaéni

vlnova délce 498 nm a emisni vinové délce 525 nm. Koncentraci Rho 123 v supernatantu
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vzorkidl odecteme z kalibracni kiivky. Vysledky pro lepdi srovnavani uvadime v procentech
akumulace Rho 123 hepatocyty, pficemz akumulace kontrolnimi hepatocyty povazujeme za

100 %.

5.8.4.2  Hodnoceni MMP pomoct akumulace JC-1

Pro vizualizaci MMP jsme pouzili JC-1 (5,59,6,69-tetramethylbenzimidazol
karbokyanin iodide; Molecular Probes). Jedna se o lipofilni kationtovou fluorescenéni sondu,
ktera prestupuje plazmatickou membranu bungk a v zavislosti na MMP se akumuluje v
mitochondriich. JC-1 se vyskytuje ve dvou formdch, jednak jako zelen& fluoreskujici
monomer (Emmax = 595 nm) pti nizkém MMP (< 120 mV) a jednak jako ervené fluoreskujici
agregat (tzv. ,.J-aggregate®, Empqa = 525 nm) ve vy$Sich koncentracich pti MMP > 180 mV
(Cossarizza et al., 1993).

Provedeni:

Hepatocyty jsou ve tmé inkuboviny 15 min. s JC-1 (10 pg/ml) p#i 37 °C, poté
nasleduje opakované vymyti fluorescenéni barvy erstvym médiem a butiky jsou pozorovany
pomoci epifluorescencniho microskopu Nicon Eclipse E-400. Mikrofotografie jsou pofizeny
digitalni kamerou Nicon COOL 13000 CVDS a k jejich zpracovani a analyze byl pouZit
software Image analysis system LUCIA LIM (Laboratory Imaging).

5.8.4.3  Hodnoceni MMP pomoct akumulace TPP*

+ Ie v 7 s ey . 7 o - 71 o v .

TPP" neni znaCena sonda a jeji koncentrace (inotova aktivita) v médiu miize byt
stanovena s vyuZitim iontové selektivni elektrody. Vyhodou je, 7e zmény koncentrace sondy
v médiu monitorujeme kontinudlné. Pokud se pracuje sizolovanymi organelami miiZeme

ziskat hodnoty MMP v mV.

Aparatura pro méieni TPP"

Aparatura byla sestrojena v laboratofi Ustavu patologické fyziologie 1. LF UK Magr.
Annou Lébajovu. Aparatura se sklada z oteviené mémé komirky (5 ml) s magnetickym
michadlem, z referencni Ag/AgCl elektrody, z m&rmé TPP" selektivni elektrody a PC s méfici
kartou PCI-6036E (Nat. Inst., USA) s vysokym odporem. Systém je umistén ve Faradayové
kleci kvili odstinéni elektromagnetického pole. Data byla zpracovdna softwarem
MATLAB/Simulink (The MathWorks, Inc., USA). Mé&feni je potenciometrické, za nulové
hodnoty proudu.
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TPP" selektivni elektroda

Ag/AgCl drat v 10 mM TPPCl. Membréna byla ptipravena dle Kamo et al., 1979 s
modifikaci dle Shinbo et al.,, 1978. Membrana obsahuje PVC (Neralit 702, Spolana
Neratovice), tetrahydrofuran, dioktylftalat, precipitat tetrafenylfosfonia a tetrafenylboronu.

Jeji piiprava je detailn€ poséna v Labajova et al., 2006.

Kalibrace

Ke kvantifikaci mnoZstvi TPP" akumulovaného v mitochondriich je tieba provést
kalibraci. Méfeni jsme provadéli v K-médiu (100 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl,, 4
mM KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,4). Toto médiu obsahuje K* a svym sloZenim se vice blizi
intracelularnimu prostfedi, coz je dilezité, nebot’ pti méfeni pouzivame permeabilizované
bunky (viz. dale).

Do komirky jsme napipetovali 2 ml K-média a postupné ptidavali 4ul 1 mM TPP*CI
(4x). Ke kalibraci jsme tedy pouzili koncentrace TPP™ 2, 4, 6 a 8 pmol/l. Hodnoty
namé&feného napéti jsme vynadeli proti dekadickému logaritmu koncentrace TPP". Kalibraci je

tieba provést pted kazdym métenim.
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Graf 1: Kalibrace TPP+ elektrody (A) Postupné pfidavani TPP+ do média do findlni koncentrace 2, 4, 6 a
8umol/l a odezva TPP+ selektivni elektrody, Sipky znaci piidavek 4 pl 1 mM TPP+CI- (B) Odezva elektrody
jako funkce logaritmu koncentrace TPP+
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Vlastni mé&feni MMP izolovanych hepatocyti

Po poslednim piidavku TPP" (koncentrace 8 uM TPP") jsme do komiirky napipetovali
hepatocyty do finalni koncentrace 1,85.10%ml. TPP* a respiraéni substraty prochazeji pies
plazmatickou membranu pomérné€ pomalu. Akumulace TPP” pfi praci s celymi buitkami navic
krom& MMP zavisi také na potencidlu plazmatické membrany. Proto jsme se rozhodli
hepatocyty permeabilizovat digitoninem. Digitonin reaguje s membranovym cholesterolem.
Plazmatickd membrana ma nejvétsi obsah cholesterolu a pfi pouZiti vhodné koncentrace
digitoninu ji lze permeabilizovat selektivn€, bez poskozeni mitochondridlnich membran.
Optimalni koncentrace digitoninu se lisi v zavislosti na typu bufiky. Vhodnou koncentraci
digitoninu jsme stanovili pomoci oxygrafie a pro hepatocyty v naSich podminkach se
pohybuje okolo 20 mg/l (Drahota et al., 2005). Digitonin jsme do mérné komiirky pipetovali
ihned po hepatocytech. Dale jsme piidavali respiraéni substraty [pyruvat (10 mM), malat (2,5
mM), sukcindt (10 mM)], inhibitory [rotenon (1 uM)], tercidrni butylhydroperoxid (tBHP)
event. cyklosporin A, CSA (2 uM). Na zavér jsme pfidali FCCP (1 uM), latku rozprahujici
respiraci a fosforylaci a ziskali jsme minimalni hodnotu MMP. Na ziklad€ kalibrace jsme
hodnoty napé&ti prepoéitali na aktivitu TPP”. Zmény MMP jsou tedy prezentovény jako zmény

+ . v r r 1*
koncentrace TPP" v inkubaénim médiu.

5.8.5 Méreni bobtnani mitochondrii

Rada vlivt, jako oxidaéni stres, poruseni Ca’" homeostazy atd. miZe vyvolat zvyseni
propustnosti vniténi mitochondrialni membrany pro latky do 1,5 kDa. ZvySend permeabilita je
zpisobena otevienim PTP. Nasledkem del$iho otevieni poru je depolarizace mitochondrii,
rozpfazeni respirace a fosforylace a naruSeni osmotické rovnovadhy. Diky zvySené
permeabilité se osmoticka rovnovaha stava zavislou na vysokomolekuldrnich latkach, kterych
je vice v matrix mitochondrii. Mitochondrie nasavaji vodu a bobtnaji. Jelikoz ma vnéjsi
mitochonrialni membrana daleko mensi povrch neZ wvnitini, miZe dojit k prasknuti
mitochondrii a uvolnéni riiznych latek do cytozolu. Vysledkem je buné¢né smrt. SloZeni PTP
je stile pfedmétem debat. Predpoklada se, Ze soucdsti poru je ANT vnitfni membrany a
VDAC vn&j§i membrany. Rada dal$ich proteini mdZe byt bud soudasti komplexu, nebo
ovlivitovat jeho funkci a propustnost. Z té€chto proteind jmenujme cyklofilin D. V fadé
piipadl Ize totiZ otevieni péru zablokovat cyklosporinem A (CSA), ktery se na cyklofilin D
vaze. Jednou z metod jak lze otevieni PTP poru hodnotit je sledovani poklesu absorbance
suspenze mitochondrii v ddsledku zmén jejich objemu (bobtnani) (Nicholls a Ferguson,

2001).

-71 -



Postup:

Do kyvety spektrofotometru (Shimadzu UV — 1601) jsme napipetovali 1 ml swelling
média a nastavili nulovou hodnotu absorbance pii 520 nm. Do kyvety jsme poté ptidavali po
5 wl suspenzi mitochondrii, aZz absorbance dosihla hodnoty pfiblizné¢ 1,8. Vysledny objem
suspenze mitochondrii jsme pak pouzivali k vlastnimu méfeni. Do kyvety jsme podle potieby

pfidavali sukcinat (10 mM), CaCl, (400 uM, tBHP (3 mM) (Fluka, SUT), CSA (2 uM).

Swelling médium: 42,79 g sacharézy, 4,585 g KCl, 2,38 g HEPES do 1 | destilované
vody, pH 7,2

5.8.6 Méreni mitochondridlni produkee ROS

Hepatotoxiny at’ uz primarné nebo sekundarné velmi Casto vyvoldvaji oxidacni stres.
Pii oxida¢nim stresu dochazi ke zvySeni hladin ROS a RNS, coZ ma za nasledek poskozeni
bunék. Mitochondrie jsou povazovany za jednoho znejvyznamné&jSich producenti ROS
v burice. Pro méfeni produkce ROS jsou nyni nejéastéji vyuzivany dva piistupy. Prvni z nich
je detekce pomoci elektronspinové rezonantni spektroskopie (ESR), coZ je jedina pifima
metoda prikazu ROS. Druhou alternativou je prikaz volnych radikéld pomoci specifickych
fluorescen¢nich sond (Negre-Salvayre et al., 2002; Setsukinai et al., 2003). Na naSem
pracovi$ti jsme zavedli metodu méfeni ROS pomoci sondy 5-(a 6-)chloromethyl-2",7"-
dichlorodihydrofluoresceindiacetatu (CM-H,DCFDA). Tato molekula snadno prochézi pies
biologické membrany do bun¢k a do organel, kde je intracelularnimi esterdzami z molekuly
odstépen diacetatovy zbytek za vniku 5-(a 6) chloromethyl-2,7"-dichlorodihydrofluoresceinu
(CM-H,DCF). Chloromethylova skupina reaguje sbunéénymi thioly. Diky tomu sonda
zOstava uvnitf bunék resp. organel a nedifunduje ven. CM-H;DCF je riznymi ROS a RNS
oxidovan na 5-(a 6-)chloromethyl-2",7 -dichlorofluorescein (CM-DCF). CM-DCF je narozdil
od predchozich derivatd fluorescencni latka a intezita jeji fluorescence je umérna produkei
ROS a RNS. CM-H;DCF je ptfimo oxidovan NO, OH a ONOO™ (LeBel et al., 1992, Kooy et
al., 1997). H,0, a O*" nereaguji s CM-H,DCF piimo, ale prostfednictvim peroxy- produkti a
peroxylového radikaku, jejichZ vznik po reakci s buné¢nymi slozkami katalyzuji (Kooy et al.,
1997). Jelikoz CM-H,;DCF nereaguje specificky s konkrétnim ROS resp. RNS je vyuzivan
k hodnoceni celkové produkce ROS a RNS.
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Obr. 20: 5-(a 6-) chloromethyl-2",7 -dichlorodihydrofluorescein diacetatu (CM-H,DCFDA)
Provedenti:

Vzorek izolovanych potkanich jaternich mitochondrii jsme nafedili K-médiem (100
mM KCl, 10 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl,, 4 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, pH 7.4).na
koncentraci 1,5 mg proteinuw/ml. Do jamek mikrotitraéni desticky (24NUNC) jsme pipetovali
100 pl mitochondrii (150 pg proteinu/ ml) + 500 ul K- média s nebo bez tBHP (Fluka) a
SAMe (Abbott) v pfisludnych koncentracich + 400 pl CM-H;DCFDA (Molecular Probes)
v koncentraci 1 umol/l DMSO. Slepy vzorek (blank) obsahoval vSechny komponenty kromé
mitochondrii. Desti¢ku jsme umistili do Spektrofluorimetru (Tecan, Infinite M200) a po dobu

1 hodiny kazdych 5 minut mé&fili intenzitu fluorescence (AM(em)/A(ex) = 485 nm /535 nm ).

5.8.7 Méieni spoti‘eby kysliku pomoci vysokoucinné respirometrie

Aktivitu enzymovych komplexi dychaciho fetézce jsme hodnotili pomoci
respirometrie. Principem této metody je méfeni ubytku kysliku v uzaviené komirce
v disledku konzumpce O, biologickym materidlem. Vhodnym kombinovanim rdznych
substratll, rozpfahovalli a specifickych inhibitord muzeme hodnotit jednotlivé respirani
komplexy i funkce (index respira¢ni kontroly, intenzitu tvorby ATP, integritu vné&jsi a vnitini
mitochondrialni membrany) (Cervinkova et al., 2002; Barrientos, 2002). Koncentrace kysliku
je méfena Clarkovou kyslikovou elektrodou. Potieba prace smalymi kvanty bun€k ¢i
tkatiovych fragment(, analyza patologickych stavli vychazejicich ze sniZené respirace a
méfeni pfi nizkém intracelularnim parcialnim tlaku kysliku vedla k vyvoji nové generace
oxygrafli, mezi néz patfi i Oxygraph OROBOROS-2k, Austria. Tento oxygraf piedstavuje
intrumentalni zaklad pro vysokoudinnou respirometrii. Oxygraf OROBOROS-2k se
vyznaluje vysokou citlivosti a stabilitou. Diky témto vlastnostem lze méfit i velmi malé
zmény koncentrace O,. Vysoké stability a citlivosti je dosaZenou kombinaci riiznych
konstrukénich prvkd (vhodny materidl, optimalni tloustka membrany, udrZovani konstantni
teploty a konstantni rychlost michdni, umisténi POS atd.) (Gnaiger 2001; Gnaiger a

Kuznetsov, 2002; Hutter et al., 2006) . Dfive se k hondoceni respirace vyuZzivala zavislost
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koncentrace kysliku na ¢ase (oxygrafie). OROBOROS-2k je vybaven softwarem (Datlab),
ktery umoznuje on-line pfepocet koncentrace kysliku na spotiebu kysliku v ase, neboli flux
(prvni negativni ¢asova derivace koncentrace kysliku) (graf 1). Idealné je sniZeni koncentrace
kysliku v uzaviené respiratni komtirce zpisobeno jen diky spotieb& kysliku biologickym
materidlem. Toho je velmi t€zké dosahnou, nebot’ nikdy nemame idealn& uzavieny systém a
kyslik z okoli vZdy bude difundovat do média. To je problém zejména pii méfeni za nizké
koncentrace kysliku, kdy difuze O, z okoli roste (Hutter et al., 2006). Reakce na elektrodé
piispivaji rovné€Zz ke konzumpci kysliku. Design a pouZité materidly minimalizuji u
Oroborosu-2k zpétnou difuzi a spotiebu kysliku elektrodou. Software rovnéZz umoziiuje on-
line korekei na toto pozadi. OROBOROS-2k je dvoukomorovy titraén&-injekéni respirometr.
Dvé mérné sklenéné komirky o objemu 2ml jsou umistény v termostatovaném médéném
bloku. Komiirky se uzaviraji specidlné konstruovanym titanovym uzavérem s injekéni
kapilarou. Uzavieni komirky brani volné difiizi kysliku z okolniho vzduchu a injeké&ni
kapilara umoziiuje davkovani biol. materidlu, substratli a inhibitord. Vzorky se davkuji
Hamiltonovou pipetou. V komurce je umistén polarograficky senzor (POS) a
elektromagnetické michadlo, které zajistuje konstantni difuzi O, k polarografickému senzoru.
POS je v podstat¢ Clarkova kyslikovd sonda. Platinovd mérna katoda ve formé disku a
referenéni argentochloridovd anoda ve formé prstence jsou oddéleny od analyzovaného
roztoku semipermeabilni membranou, jez zabratiuje pfistupu zejména adsorptivnich latek na
elektrody a propousti O,. Mezi membranou a elektrodami je tenkd vrstva elektrolytu (1 M
KCI). Mezi anodu a katodu je vloZen konstantni maly potencial (0,6 V). Na katodé dochézi
k redukei kysliku na vodu a na anodé k oxidaci stfibra na AgCl. Vznikly proud je kontinuainé
monitorovan a je ptimo imérny koncentraci O, v mérné komtirce. Komirka je osvétlena a

ptidavek vzorkd muzeme kontrolovat ptes prihled.

Kalibrace:

Pied vlastnim experimentem je tfeba provést dvoubodovou kalibraci POS. K tomu
potfebujeme znat signal POS pro 100% saturaci média kyslikemi (tzn. pfi saturaci vzdu$nym
kyslikem) a pro nulovou koncentraci kysliku v komiirce, teplotu, barometricky tlak,
nastavenou citlivost signdlu, rychlost michéni a rozpustnost kysliku v daném médiu. Do
komurky napipetujeme ¢isté médium, které za konstantniho michani nechdme v kontaktu se
vzduSnou fézi. Nulovou koncentraci obvykle zjistime, pokud nechime butiky event.
mitochondrie v uzaviené komirce vydychat veskery kyslik. Kalibraci provadime pomoci

softwaru, ktery zaroven automaticky odedita teplotu a tlak.
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Provedeni:

P¥i vlastnim experimentu jsme do komirky napipetovali 2,1 ml K-média a provedli kalibraci
pro 100% saturaci. Komirku jsme uzavieli titanovym uzavérem. Poté jsme nechali ustalit
signal a pomoci Hamiltonovy pipety pfes kapilaru uzavéru pfidali hepatocyty (0,25.106
bun&k/ml) event. izolované mitochondrie (0,05 mg prot./ml) & jaterni homogenat (1 mg
prot./ml). Izolované hepatocyty jsme permeabilizovali pfidavkem digitoninu (20 pg/ml) do
komirky. Déle jsme pipetovali respiratni substraty a inhibitory. Pfidanim substratd
oxidovanych NADH-dependentnimi dehydrogendzami [malat (2,5 mM), glutamat (10 mM)]
mi¥eme testovat funkci komplexu I a po pfidani ADP (1 mM) hodnotit index respiraCni
kontroly. Aktivitu komplexu I miZeme inhibovat specifickym inhibitorem (1pM rotenon). Po
inhibici komplexu I lze pfidat flavoproteinové substraty (10 mM sukcinat) a méfit rychlost
jejich oxidace po aktivaci ADP. Aktivace respirace NADH- a flavoprotein-dependentnich
substrat pfidanim ADP je pfimym indikdtorem funkce ATP-syntazy. P¥idavkem cytochromu
¢ (20uM) lze hodnotit integritu mitochondrialnich membran. Data jsou zpracovdna pomoci
softwaru Datlab 3 a Datlab 4. Hodnoty jsou prezentovany jako 1. negativni derivace
koncentrace kysliku v &ase na mnoZstvi biologického materidlu (pmol 0,.51.10° bun&k resp.

pmol O,. s'.mg ! proteinu.
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Obr. 21: Oxygraf OROBOROS-2k
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Graf 2: Vystup z oxygrafu OROBOROS-2k. Modra Cara zna&i koncentraci kysliku, ervena je flux — prvni
negativni Gasové derivace koncentrace kysliku v tomto piipadé prepottena na mnozstvi biologickeho materialu.

5.9 Statistické zpracovani vysledki

K testovani statistické vyznamnosti byla pouZita jednofaktorova ANOVA,
k porovnavéni rozdili mezi jednotlivymi skupinami byl pouzit Tukey-Krammeriv test.
Testovani bylo provedeno pomoci statistického programu GraphPad Instat 3.06 (GraphPad
Software) a k vytvoteni grafii byl pouZit MS Excel (Microsoft). Vysledky jsou vyjadfeny jako

aritmeticky pramér se smérodatnymi odchylkami. Hladina statistické vyznamnosti a = 0,05.
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6 VYSLEDKY

6.1 Efekt tercialniho butylhydroperoxidu na izolované potkani hepatocyty

Oxidadni stres je jednim z nejvyznamnéj$ich mechanizml w¢inku hepatotoxind.
Ackoliv je oxida¢ni poskozeni dnes velmi intenzivné studovano, pfesny mechanizmus jeSté
neni zcela objasnén. Tercidrni butylhydroperoxid neni specificky hepatotoxin. Pouziva se
k navozeni oxida¢niho stresu u riznych typt bun€k véetné hepatocyti. Narozdil od peroxidu
vodiku tBHP neni degradovan katalazou. Prace navazuje na vysledky studie na$i skupiny, ve
které jsme model poskozeni hepatocytt in vitro zavadeli (Kucera, 2005). Cilem prace bylo
soustfedit se na studium energetického metabolizmu a porovnani u¢inku tBHP na hepatocyty
v suspenzi, v bunééné kultufe, izolované jaterni mitochondrie eventualné jaterni homogenat.
V dal$i &asti jsme vyuzili tento model pro studium potencialniho hepatoprotektivniho u¢inku

s-adenosylmethioninu.

6.1.1 Morfologické zmény hepatocyti po pisobeni tBHP

Vzhledem k pomé&rné rychlému plisobeni tBHP je mozné studovat jeho ucCinek i na
suspenzi hepatocytd, jejiz zivotnost je omezena na dobu nékolika hodin. Hepatocyty
v suspenzi maji kulaty nebo ovalny tvar (obr. 22). NeporuSené hepatocyty vykazuji vysoky
kontrast mezi butikou a okolnim médiem, maji jasné zfetelnou jadernou membranu, nizky
stupeti granulace cytoplazmy a ostfe viditelné jadro s jadérky (Berry et al, 1991). Hepatocyty
v suspenzi nevytvafeji bun&né kontakty, které jsou pro tyto butiky velmi dileZité. B¢hem
izolace prodé&lavaji ,.stres“ a dochdzi k ¢asteCnému poSkozeni. Na obrazku 22A jsou
hepatocyty bezprosttedné po izolaci nafedéné v Krebs-Henseleitové médiu na 1.10° bungk/ml.
V této suspenzi vidime jednak hepatocyty neporuSené, tak i menSi mnoZstvi hepatocyti
s granulovanou cytoplazmou a s porusenou integritou cytoplazmatické membrany (vytvareni
blebit). Obdobné je tomu i u hepatocytll inkubovanych v K-H médiu pti 37°C (5%CO,) po
dobu 30 minut (Obr. 22B). Stejné byly inkubovany i hepatocyty na obr. 22C, médium vSak
navic obsahovalo 1,5 mM tBHP. Vlivem tBHP doslo ke zvySeni poftu poSkozenych
hepatocytil. Hepatocyty jsou vyrazng granulované, vytvaieji bleby, nemaji jasn€ ohranicené

jadro a nejsou vidét jadérka.
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Obr. 22A Obr. 22B Obr. 22C

Obr. 22: Mikrofotografie izolovanych potkanich hepatocyt v suspemzi. Obrazky byly pofizeny fazovym
kontrastem (zv&tSeni 200x). (A) je kontrolni suspenze hepatocytii v ¢ase 0 minut (B) kontrolni suspenze
hepatocytil v ¢ase 30 minut (C) suspenze hepatocytli inkubovana s 1,5 mM tBHP po dobu 30 minut.

Pro zachovani specifickych funkci a viability jsou pro izolované hepatocyty nutné
kontakty s riznymi substrity a rovnéZ se sousednimi buikami (Berry et al, 1991).
V primokulturach dochazi béhem nékolika hodin k obnoveni polygonélniho tvaru hepatocyti.
Neporusené hepatocyty se ke kolagenu pfichycuji rychleji nez ¢aste€né posSkozené buriky.
Narozdil od suspenzi zde miZeme snadnéji eliminovat hepatocyty poskozené b&hem
izola¢niho procesu. Na obr. 23A jsou hepatocyty po vyméné média, ktera nasledovala po 2
hodinové inkubaci (37°C, 5% CO,) nutné pro pfichyceni ke kolagenu. Burky maji
polygonalni tvar, neporuSenou plazmatickou membranu, nizce granulovanou cytoplazmu,
ostfe ohraniené jadro snékolika jadérky a vytvafeji mezibundéné kontakty. Casta je i
ptitomnost polyploidnich bun€k. Na obrazku 23B jsou hepatocyty inkubované po vymeéné
média po dobu 30 minut pfi 37°C, 5 %CO,. Buiiky zde vypadaji obdobn¢ jako na obrazku
23A. K hepatocytim na obr. 23C byl navic pfidan 1,5 mM tBHP (30 min, 37°C, 5 %COy).
Tyto buriky maji poruSenou integritu cytoplazmatické membrany, zvySuje se u nich stupen
granulace cytoplazmy, jadro kondenzuje, piestavaji byt viditelnd jadérka, hepatocyty se
zakulacuji a odlucuji od podkladu.

Obr. 23A Obr. 23B Obr. 23C

Obr. 23: Mikrofotografie izolovanych potkanfich hepatocyti inkubovanych v primokulturich na kolagenu
typu L (A) jsou hepatocyty ihned po vymné&n& média po p¥ichyceni (B) kontrolni hepatocyty po 30 minutach (C)
hepatocyty inkubované 30 min s 1,5 mM tBHP
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Vzhledem ke skute¢nosti, Ze v suspenzi nedochazi k tvorbé mezibunéénych kontaktd a
k vytvafeni polarity hepatocyti na biliarni a krevni pol, chovaji se odlisné od hepatocytli
v primukultufe. Jak jiz bylo zminéno vyse, u primarnich kultur l1ze snadnéji eliminovat buriky
¢astecné poskozené vlivem izolacniho procesu. Snadngjsi je rovnéZ vymeéna média. V nasi
predchozi studii jsme zjistili, Ze u kontrolnich hepatocytd (rozuméj hepatocyti neovlivnénych
toxickou latkou) inkubovanych v suspenzi, byla v médiu aktivita LDH asi pétkrat vy$si nez u
hepatocytti inkubovanych za stejnych podminek v primokultute (Kucera, 2005). To svédsi o
piitomnosti vys$siho poctu poskozenych bunék. Pro hodnoceni efektu tBHP jsme proto zvolili
primokultury hepatocytt.

I ptes jisté nevyhody jsou suspenze hepatocytli ¢astym a nenahraditelnym modelovym
systémem pro studium néekterych dé&ji, naptf. méfeni respirace pomoci oxygrafie nebo
hodnoceni mitochondridlniho membranového potencialu s vyuzitim TPP™.

Pro hodnoceni energetického metabolizmu se kromé suspenze bun€k Casto vyuzivaji

izolované mitochondrie a tkanové homogenaty. Efekt tBHP na respiraci jsme proto hodnotili

a porovnavali u viech tfech zminénych modelt.

6.1.2  Vliv tBHP na aktivitu LDH v médiu primarni kultury hepatocytu

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery je pii poSkozeni
plazmatické membrany uvoliiovan z bun€k. VyuZiva se tedy jako pomérnég citlivy ukazatel
miry poskozeni plazmatické membrany.

Hodnotili jsme casovy i koncentraéni efekt tBHP na aktivitu LDH uvolnéné z
hepatocytii v primokultufe do média. Hepatocyty byly exponovany 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 a3 mM
tBHP po dobu 30 minut (37°C, 5 % CO,). Poté bylo médium odebrano a pouzito jednak k
meéfeni aktivity LDH a také k méteni koncentrace MDA (viz. ddle). Jak je vidét na grafu 3A
pfi pouziti 0,1 a 0,5 mM tBHP nebylo zaznamenano signifikantni poSkozeni cytoplazmatické
membrany. 1mM tBHP vyvolal vice neZ 4nasobny nértst aktivity LDH v médiu oproti
koncentraénim rozmezi tBHP 0,5 — 1,0 mmol/l. Unik LDH do média pak dale nartstal, narast
v§ak jiz nebyl tak prudky.

K testovani ¢asové zavislosti vlivu tBHP na hepatocyty v primokultuie jsme pouzili
1,5 mM tBHP a médium jsme odebirali v ¢asovych intervalech 5; 10; 15; 20; 30 a 60 minut
(graf 3B). Béhem prvnich 15 minut inkubace s 1,5 mM tBHP nedoslo k signifikantnimu
narGstu aktivity LDH v médiu. Signifikantni nartst (p< 0,001) nastal po 20 minutach

inkubace. Aktivita LDH v médiu pak dale rostla s prodluzujici se dobou inkubace a po hoding
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doséhla vice nez 20nasobku plivodnich hodnot. Kontrolni hepatocyty byly rovnéZ inkubovany
po dobu 15, 30 a 60 minut (37°C, 5% CO,) a délka inkubace neméla statisticky vyznamny

vliv na tnik LDH do média.
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Graf 3: Vliv tBHP pa aktivitu LDH v médiu hepatocyti. (A) koncentradni zavislost ((BHP 0,1 — 3 mM, 30
min) (B) ¢asova zavislost (tBHP 1,5 mM, 5 — 60 min) (n = 6, ***p< 0,001 vs kontroly).

6.1.3  Vliv tBHP na lipeperoxidace v primarni kultuie hepatocytii

Malondialdehyd vnika peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. Zmény
koncentrace MDA slouzi jako ukazatel lipoperoxidace. Stejné jako pfi méfeni aktivity LDH
jsme hodnotili koncentraéni a ¢asovy efekt tBHP na lipoperoxidaci. Méfili jsme koncentraci
MDA (resp. TBARS) v médiu po 30 minutové expozici hepatocyti 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mM
tBHP (37°C, 5 % CO,) (graf 4A). K signifikantnimu nartstu lipoperoxidace (p<0,001) doslo
u koncentrace tBHP 0,5 mmol/l. Nejvyrazn&j$i narist koncentrace MDA v médiu byl
podobné jako u LDH zaznamenan po 30 min v rozmezi 0,5 — 1,0 mM tBHP kdy se koncetrace
tBHP najednou zvysila asi 5x. Poté narlst koncentrace MDA pokracoval, avSak byl méné
strmy. Vechny testované ¢asové intervaly inkubace (5; 10; 15; 20; 30 a 60 minut) s 1,5 mM
tBHP vyvolaly signifikantni (p<0,001) zvy$eni lipoperoxidace, kdy koncentrace MDA mezi 0
— 30 minutami rostla témé&i linearné (R2=0,9856). V intervalu mezi 30 a 60 minutami se

narast koncentrace MDA zmirnil (graf 4B).
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Graf 4: Vliv tBHP na koncentraci MDA v médiu hepatocyti (A) koncentraéni zdvislost (tBHP 0,1 — 3 mM,
30 min) (B) ¢asova zavislost ({BHP 1,5 mM, 5 — 60 min) (n = 6, ***p< 0,001 vs kontroly).

6.1.4  Vliv tBHP na hladinu glutathionu v hepatocytech primarnich kultur

Glutathion se v buiice vyskytuje ve dvou formach - redukované (GSH) a oxidované
(GSSG). Pomér mezi témito formami informuje o redoxnim stavu builky. Za fyziologickych
podminek se v burice nachdzi vice nez 99 % glutathionu ve formé GSH. Za riznych
patologickych stavii se tento pomér velmi dramaticky méni ve prospéch GSSG. Pri
30minutové¢ inkubaci hepatocyt s tBHP (graf 5) doslo jiZz pfi pouZiti velmi nizké koncentrace
tBHP (0,1 mM) k poklesu GSH asi na 80 % putvodnich hodnot (p< 0,01). Pii inkubaci s 1,5
mM tBHP byl pokles jesté vyrazn&jsi ( 20 %, p< 0,001). Intracelularni koncentrace GSSG v
obou piipadech vzrostla. Inkubace hepatocytii s tBHP méla v obou piipadech za nasledek
signifikantni sniZeni intracelularniho obsahu celkového glutathionu [p< 0,05 (tBHP 0,1 mM),
p< 0,001 (tBHP 1,5 mM)]. V piipadé 1,5 mM tBHP klesl obsah celkového intracelularniho
glutathionu vice neZ o polovinu. Ubytek intracelularniho glutathionu byl &aste¢né zplisoben
transportem GSSG z builky, o ¢emz svédsilo zvySeni GSSG vmédiu. U hepatocytl
inkubovanych s 1,5 mM tBHP doslo k signifikantnimu sniZzeni celkového glutathionu

(intracelularniho + extracelularniho).
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Graf 5: Vliv tBHP na obsah celkového (extraceluldrniho + intraceluldrniho), celkevého intraceluldrniho
glutathionu a intraceluldrniho GSH a GSSG hepatocyti v primokultufe. Byly testovany koncentrace tBHP
0,1 a 1,5 mmol/l po dobu 30 min. (n = 3, *p< 0,05, **p< 0,01, ¥*¥*p< 0,001 vs kontroly).

6.1.5 Vliv tBHP na akumulaci Rho 123 hepatocyty v primarni kultuie

Castym cilem poskozeni oxidainim stresem jsou membrany, véetné membrin
mitochondrii. To muZe mit za nasledek kolaps membranového potencidlu. Zachovani
mitochondridlniho membranového potencialu (ApH") je pro hepatocyty velmi dileZité. AuH"
Je vyuZivan pro syntézu ATP, fidi mitochondridlni transport, ovliviiuje homeostazu Ca™,
produkci ROS a bun&nou smrt. Pro stanoveni AuH' se nejdast&ji vyuZivaji kationtové
lipofilni fluorescen¢ni sondy. Rhodamin 123 byl jednou z prvnich fluorescencnich sond, které
byly pouZity pro mé&feni AuH' (Johnson et al., 1980). Zmé&ny v akumulaci thodaminu 123
odrazeji zmény v AuH'. Nevyhodou Rho 123 je vazba na nékteré komponenty vnitini
mitochondridlni membrany bez zavislosti na AuH", coZ pongkud sniZuje citlivost stanoveni.
Nespecifickou vazbu je tfeba odeéist.

Hodnotili jsme vliv tBHP (0,1; 0,5; 1,0; 1,5; a 3 mM; 30 min) na schopnost akumulace
Rho 123 hepatocyty v primokultuie (graf 6). Tert-BHP velmi vyznamné snizuje schopnost
koncentrace tBHP (0,1 mM) navodila signifikantni pokles (p<0,001) AuH'. K nejprudsimu
poklesu doSlo v koncentraénim rozmezi 0,5 — 1 mmol/l tBHP. Ani pii pouZiti nejvyssi

koncentrace tBHP (3 mM) po dobu 30 minut nebyl AuH" kompletn& zniden a po odeéteni
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nespecifické vazby Rho 123 se pohyboval okolo 20 % pivodnich hodnot. Hodnoty jsou

vyjadteny v procentech , pficemZ za 100 % je povazovéano mnozstvi Rho 123 akumulovaného

kontrolnimi hepatocyty.

% kontrol

0 T T Ll
0 1 2 3

tBHP (mmol/l)

Graf 6: Vliv koncentrace tBHP na akumulaci Rho 123 hepatocyty v primarni kultufe p¥i 30 minutové
inkubaci (n = 6, ***p< 0,001 vs kontroly).

6.1.6 Vliv tBHP na akumulaci TPP" hepatocyty v suspenzi permeabilizovanych
digitoninem

K detailngjimu posouzeni mitochondridiniho membranového potencilu jsme vyuzili
akumulaci TPP*. TPP" je rovnéZ lipofilni kationt, ktery se podobné jako Rho 123 v zavislosti
na ApH" hromadi v mitochondriich. TPP" neni fluorescenéni sonda a jeho koncentraci v
médiu jsme méfili pomoci iontové selektivni elektrody. Vyhodou této metody je, Ze zmeny
ApH" mizeme sledovat kontinualné. Z dtivodtt pomalého prichodu TPP" a respiraénich
substratli pfes plazmatickou membranu jsme buiiky permeabilizovali pomoci detergentu
digitoninu. Digitonin reaguje s cholesterolem v membranach. Pii pouziti vhodné koncentrace
digitoninu, mizeme builky selektivné permeabilizovat, nebot’ mnoZstvi cholesterolu v
membranach klesa v pofadi: plazmatickd membrana > vn&jsi mitochondrialni membréana >
vnitini mitochondridlni membréna (Ronning et al., 1982). Koncentrace digitoninu pro

permeabilizaci plazmatické membrany se ligi v zavislosti na typu butiky. Pfi pouZiti optimalni
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koncentrace ziistavaji mitochondrialni membrany intaktni. Optimélni koncentraci digitoninu v
nasem experimentalnim systému jsme stanovili pomoci oxygrafie (viz. dile) a pohybovala se
okolo 20 pg/ml média. Z diivodi permeabilizace jsme méfeni provadéli v K médium (viz.
metodiky) s obsahem K, které se svym sloZenim vice blizi intraceluldrnimu prostfedi. Jak 1ze
vidét v prvni &asti kiivky na grafu 7A, koncentrace TPP" v médiu se sniZila po permeabilizaci
digitoninem diky akumulaci v mitochondriich. Pfidavkem pyruvatu a malatu (substrati
respiraéniho komplexu I) dochézi k dalsi energizaci mitochondrii. Tert-butylhydroperoxid
zptisobil uvolnéni TPP" z mitochondrii do média a tedy pokles AuH" (ApH" se stal méng
negativni). P¥idavek sukcinatu (substratu komplexu II) jesté nepatrn€ koncentraci TPP® v
médiu sniZil. Po pridani latky rozptahujici oxida¢ni fosforylaci, FCCP jsme ziskali minimalni
hodnotu ApH'. Piidavek Cyklosporinu A (CSA), inhibitoru nespecifického poru ve vnitini
mitochondrialni membrang, neovlivnil pokles AuH" vyvolany tBHP (graf 7B). KdyZ jsme po
pyruvatu a maléatu piidali do inkuba¢ni komiirky rotenon (specificky inhibitor komplexu I)
doslo k prudkému poklesu AuH" a k tiniku TPP" do média (graf 7C). Pfidavek Sukcinatu
znovu akumulaci TPP" v mitochondriich zvysil. Po ptidavku tBHP (1,5 mM) doslo opét ke
snizeni AUH". Pokud jsme jako respiraéni substrat pouzili sukcinat, efekt tBHP na ApH" byl
kompletn& inhibovan CSA i za pouziti vysoké koncentrace tBHP (3mM) (graf 7D).
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Graf 7: Zmény akumulace TPP® permeabilizovanymi hepatocyty vlivem t-BHP. Sipky zna&i aplikace
komponent systému: (A) 1,85 mil/m} hepatocytii (hep), 20 pg/ml digitonin (dig), 10 mM pyruvat (pyn), 2,5 mM
malat (mal), 1,5 mM t-BHP, 1uM FCCP; (B) 1,85 mil/ml hepatocyti (hep), 20 pg/ml digitonin (dig), 10 mM
pyruvét (pyr), 2,5 mM malat (mal), 2 uM cyklosporin (CSA), 1,5 mM t-BHP, 1uM FCCP; (C) 1,85 mil/ml
hepatocytd, 20 pg/ml digitonin, 10 mM pyruvat, 2,5 mM malat, 1 uM rotenon, 10 mM sukcinat (suc), 1,5 mM t-
BHP, 1 uM FCCP; (D). 1,85 mil/ml hepatocytli, 1 pM rotenon, 20 pg/ml digitonin, 10 mM sukcinét, 2 pM
cyklosporin (CSA), 1.5 mM t-BHP, 3 mM t-BHP, 2 uM FCCP.
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6.1.7  Vliv tBHP na respiraci hepatocytii v suspenzi permeabilizovanych digitoninem
Mitochondrialni membrénovy potencial je tvofen v dusledkd prichodu elektronti
respiratnim fetézcem. Energii, ktera se béhem tohoto procesu uvoliiuje, vyuZivaji respiraéni
komlexy I, III a IV k pienosu H' pies vnitini mitochondridlni membranu. ProtozZe vnitini
mitochondrialni membrana je za normalnich okolnosti pro protony velmi malo propustna,
vznikd ApH". Elektrony uvolnéné béhem oxidace Zivin vstupuji do respira¢niho fetézce pres
respiraéni komplex I a IT a nékteré dalsi dehydrogenazy (glycerofosfat dehydrogenaza, ETF).
Viechny tyto enzymové komplexy predavaji elektrony na koenzym Q. Elektrony pak dale
prochazeji dychacim fetézcem a nakonec reaguji s kyslikem za vzniku vody. ProtoZe je
znamo, Ze oxidaéni stres ovliviiuje funkei mitochondrif a ni¢i ApH', zajimal nas vliv tBHP na
respiraci. Jak jiz bylo fegeno vyse, z diivodd pomalé prostupnosti respiracnich substrati pres
plazmatickou membréanu byly hepatocyty permeabilizovany digitoninem. Digitonin reaguje s
membranovym cholesterolem. Aby byla plazmaticka membrana dostate¢né permeabilizovana
a zarovei nedoslo k poskozeni mitochondridlnich membréan, je tfeba stanovit optimalni
koncentraci digitoninu. Postup testovani optimalni koncentrace digitoninu je znazornén na
grafu 8A. Mgfeni jsme provadéli v K médiu. Po piidavku hepatocyti do komulrky oxygrafu
roste spotfeba kysliku nasledkem endogenni respirace hepatocyt. Po pfidavku sukcinatu a
ADP respirace vzrostla jen nepatrng, diky pomalé propustnosti substratd pfes plazmatickou
membranu. Pridavek digitoninu (20 pg/ml) vyrazné zvysil spotiebu kysliku hepatocyty.
Neporusenost mitochondrialnich membran jsme ovétovali pomoci piidavku cytochromu c.
Cytochrém c se nachazi v mezimebranovém prostoru a je asociovan s kardiolipinem a dalSimi
lipidy vnitfni mitochondridlni membrany. Za normalnich okolnosti je vn&j$i mitochondrialni
membréna pro cytochrom ¢ nepropustna. Pokud by doslo k permeabilizaci vnéjSi
mitochondrialni membrany, nastalo by uvoln&ni cytochrému ¢ do média a pokles respirace.
Pridavek exogenniho cytochrému ¢ by pak respiraci aktivoval, coZ se v naSem piipadé
nestalo. Tato metoda se vyuZiva i ke kontrole kvality mitochondrii po izolaci. Testovali jsme
digitonin v koncentracich 5, 10, 15 a 20 pg/ml. Pfi pouziti koncentrace digitoninu nizsi nez 10
pg/ml nedoslo k maximalni aktivaci respirace. Maximalni aktivace respirace nastala v
koncentradnim rozemezi 10 — 20 pg/ml (graf 8B). Integrita vnéj3i mitochondrialni membrany
sastala zachovana u vSech testovanych koncentraci, coz bylo potvrzeno ptidavkem

cytochromu c (graf 8A).
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Graf 8: Stanoveni optimalni koncentrace digitoninu pro permeabilizaci plazmatické membrany
hepatocytii. (A) Do komirky oxygrafu byly napipetovany 2 ml K média, Sipky znagi pfidavky komponent
systému do celkové koncentrace: 0,25.10° hepatocytt /ml (hep), 10 mM sukcinat (suc), 1 mM ADP, 20ug/ml
digitonin (dig), 20 uM cytochrém ¢ (Cytc) (B) Zavislost koncentrace digitoninu (5, 10, 15 a 20 umol/l) na
respiraci hepatocytll aktivované sukcinatem a ADP

Po stanoveni optimélni koncentrace digitoninu jsme testovali vliv tBHP na aktivitu
respiraéniho komplexu I a komplexu II (grafy 9-11). Graf 9A znézorfiuje kratkodoby efekt
tBHP na aktivitu respira¢niho komplexu I. Po piidavku hepatocytl vzrostla spotfeba kysliku.
Hepatocyty jsme permeabilizovali digitoninem, coZ mélo za nasledek vyplaveni endogennich
substratt do média a pokles respirace. Piidavek glutamatu a malatu (substrati komplexu I)
spotfebu kysliku zvysil jen nepatrné. Poté jsme ptidali ADP. ADP aktivuje ATP syntazu a
naslednd respiraci. Spotteba kysliku vzrostla asi 6x (index respira¢ni kontroly = 6). To svéd¢i
o dobrém spiaZeni respirace a fosforylace. Do komiirky oxygrafu jsme postupné aplikovali
{BHP do celkové koncentrace 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l. Jiz nejniz&i pouZita koncentrace tBHP
méla za nasledek vyrazné sniZeni spotfeby kysliku hepatocyty. S rostouci koncentraci tBHP
se respirace dale sniZovala. Stejn€ jsme postupovali pii zkoumdni vlivu tBHP na respiraCni
komplex II (graf 9B). Misto glutamatu a maldtu jsme piidali substrat pro komplex II —
sukcinat. Komplex I jsme pfedtim inhibovali rotenonem, abychom zabranili zpétnému toku
elektront z komplexu II na komplex 1. Spotfeba kysliku aktivovana piidavkem sukcinatu a

ADP byla asi o 1/3 vy33i nez spotieba kysliku aktivovana substraty komplexu I, nebot” pro
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hepatocyty je typicka velmi vysoka aktivita sukcinatdehydrogenazy. Postupné pridavani tBHP

(0,5-3,0 mmol/l) nemélo na aktivitu komplexu II vliv.
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Graf 9: (A) Efekt tBHP na oxidaci glutamatu+malatu. Hepatocyty (0,25.10°/m1) byly inkubovany v K médiu.
Buiiky byly permeabilizovany digitoninem (20ug/ml), dale byl pfidan glutamat (10 mM) + malat (2.5 mM).
Respirace byla aktivovana ADP (1 mM). Poté jsme priddvali tBHP do vysledné koncentrace 0,5; 1,0; 1,5 a 3
mmol/l. (B) Efekt tBHP na oxidaci sukcinatu. Hepatocyty byly permeabilizovany digitoninem (20pg/ml), dale
byl p¥idan sukcinat (10 mM), ADP (1 mM) a poté tBHP do vysledné koncentrace 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l.

Dale nas zajimal koncentragni a ¢asovy vliv tBHP na aktivitu respira¢niho komplexu I
a komplexu II. Schéma experimentu je vidét na grafu 10. Aktivitu obou komplexd jsme
stanovovali béhem jednoho mé&feni. Do komiirky jsme postupné piidavali hepatocyty,
digitonin, glutamat, malat, ADP a hodnotili aktivitu komplexu I. Poté jsme komplex I
zainhibovali rotenonem, pfidali sukcinat a mé&fili aktivitu respiraéniho komplexu II (graf
10A). Hepatocyty jsme s tBHP inkubovali pfimo v komtirce oxygrafu. tBHP byl pfidan ihned
po hepatocytech (graf 10B). Pii testovani koncentraéni zavislosti jsme hepatocyty inkubovaly
s tBHP 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l po dobu 30 minut. Vysledky jsou shrunuty v grafu 11A.
Vsechny testované koncentrace vyvolaly signifikantni pokles aktivit obou komplext
(p<0,001). Komplex I je vSak daleko citlivéjsi koxidatnimu poSkozeni tert-
butylhydroperoxidem. Nejvyrazn&jsi pokles aktivity kompexu I nastal v koncentraénim
rozmezi tBHP 0,1 - 0,5 mmol/l, kdy respirace klesla asi na 30 % kontrolnich hodnot
(hepatocyty inkubované 30 min v komirce oxygrafu bez tBHP). Respirace pak dale mirné

klesla p¥iblizn& na 20 %. Rovnéz aktivita komplexu II byla nejvyrazn&ji sniZena pii pouziti
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0,1 — 0,5 mM tBHP. Pokles byl v8ak mensi a ani pfi aplikaci 3 mM tBHP nedoslo ke sniZeni
aktivity komplexu II pod 50 % ptivodnich hodnot. Casovou zavislost jsme hodnotili. po 5; 10;
15; 20 a 30 minutovych inkubacich s 1,5 mM tBHP (graf 11B). Aktivita komplexu I klesala
rychleji a vyrazngji nez aktivita komplexu II. JiZ po 5 minutich inkubace s 1,5 mM tBHP
nastal vyznamny (p<0,01) pokles aktivity komplexu I. Aktivita komplexu II signifikantné
klesla (p<0,05) az po 20 minutach inkubace s tBHP.
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Graf 10: (A) Kontrolni hepatocyty (0,25.10%ml) byly inkubovany v K-médiu. Hepatocyty jsme
permeabilizovali digitoninem (20pg/ml), pfidali jsme glutamat (10 mM) + malat (2.5 mM), ADP (ImM),
komplex I byl inibovan rotenonem (10uM), na zavér jsme piidali sukcinat (10 mM) (B) Hepatocyty
(0.25.10%ml) byly po dobu 15 minut inkubovany v K-médiu s tBHP (1,5 mM). Dalsi postup byl stejny jako v
piipadé grafu 8A.
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Graf 11: Koncentraéni a &asova zavislost vlivu tBHP na respiraci izolovanych hepatocyti
permeabilizovanych digitoninem (A) Koncentracni zavislost efektu tBHP na aktivitu komplexu I a komplexu
1. (B) Casova zavislost efektu tBHP na aktivitu respiracniho komplexu I a II. Postup byl stejny jako u grafu 8,
ménili jsme jen koncetrace tBHP resp. dobu inkubace (n = 6, "p<0.05, "p<0.001 aktivita komplexu IT vs.
kontroly, **p<0.01,***p<0.001 aktivita komplexu I vs. kontroly). Za 100% pro komplex I je povaZovana respirace
po piidavku glut+mal+ADP kontrolnich hepatocyti bez ptidavku tBHP a pro komplex I respirace po pfidavku
sukcinatu.

6.1.8  Vliv tBHP na respiraci izolovanych mitochondrii a jaterniho homogenatu

Pfi studiu energetického metabolizmu se velmi casto vyuzivaji izolované
mitochondrie. Izolované mitochondrie nejsou jako v piipadé intaktnich nebo
permeabilizovanych bun&k v kontaktu s ostatnimi organelami a pii izolaci mlze dojit
k &aste¢nému poskozeni mitochondridlnich membran. Mitochondrie jsou v8ak pfi studiu
nékterych d&ji (napf. bobtnani mitochondrii) nezastupitelnym modelovym systémem.
Tkafiové homogenaty obsahuji rozbité buitky a fadu latek, které mouhou interferovat
s nékterymi metodami, nicmén& vzhledem kpomémé nenaroné priprave jsou také
vyuzivany. Proto nds zajimala mozZnost pouziti i t€chto modeld pii studiu energetického
metabolizmu. Oxygrafické méfeni konzumpce kysliku bylo provedeno stejné jako v ptipad¢
hepatocytli. Koncentrace proteinu v mérné komirce se pil mefeni s mitochondriemi
pohybovala mezi 0,05 — 0,1 mg/ml a pfi méfeni v homogenatu mezi 0,5 — 1,0 mg /ml. Postup
byl obdobny jako u grafu 9A a 9B, jen nebylo tfeba permabilizovat plazmatickou membranu
digitoninem. K jaternimu homogenatu a k izolovanym jaternim mitochondriim jsme piidavali
glutamat + maldat respektive sukcinat, ADP a tBHP v koncentracich 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l.

Jak u jaterniho homogenatu (graf 12), tak u izolovanych mitochondrii (graf 13) se index
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respiraéni kontroly pohyboval okolo 6, podobné jako u permeabilizovanych bunék. V obou
modelovych systémech je zachovano sprazeni respirace a fosforylace, coz sveéd¢i o dobrém
stavu mitochondrii. tBHP ovliviioval aktivitu respiraénich komplext podobné ve viech tfech
systémech. Respiraéni komplex I je vice citlivy k oxidatnimu piisobeni tBHP, nez komplex

II. Vechny tii modely se zdaji byt vhodné pro studium energetického metabolizmu jater.
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Graf 12 (A) Efekt tBHP na oxidaci glutamatu+malatu. Jaterni homogenat (hom) (1 mg proteinu/ml) byl
inkubovan v K médiu. Dale byl ptidan glutamat (10 mM) + malat (2.5 mM), ADP (1 mM) a tBHP do vysledné
koncentrace 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l. (B) Efekt tBHP na oxidaci sukcinatu. K homogenatu byl pfidan sukcinat

(10 mM), ADP (1 mM) a poté tBHP do vysledné koncentrace 0,5; 1,0; 1,523 mmol/l.
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Graf 13 (A) Efekt tBHP na oxidaci glutamatu+malatu. Izolované mitochondrie (0.05 mg proteinu/ml) byly
inkubovany v K médiu. Déle byl pfidan glutamat (10 mM) + malét (2.5 mM), ADP (1 mM) a tBHP do vysledné
koncentrace 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l. (B) Efekt tBHP na oxidaci sukcindtu. K mitochondriim byl pfidan
sukcinat (10 mM), ADP (1 mM) a poté tBHP do vysledné koncentrace 0,5; 1,0; 1,52 3 mmol/l.
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6.1.9  Vliv tBHP na mitochondridlni produkei ROS

tBHP je metabolizovan na volné radikdly a zvySuje endogenni produkci ROS. Za
nejvyznamngj$i endogenni zdroj ROS v buiice jsou povaZovany mitochondrie. Mitochondrie
nejsou jen zdrojem ROS, ale taky cilem jejich toxického u€inku. Vliv tBHP na
mitochondridlni produkci ROS jsme hodnotili u izolovanych mitochondrii s vyuzitim sondy
CM-H,DCFDA (viz metodiky). Tato sonda pronikd pfes membrany do bun€k a do
mitochondrii, kde je hydrolyzovdna a po reakci s ROS vznika fluorescen¢ni produkt.
Sledovali jsme narist fluorescence v suspenzi mitochondrii v K médiu vyvolany vlivem 0,1;
0,5; 1,0; 1,5 a 3,0 mM tBHP. Fluorescenci jsme méfili kazdych 5 minut po dobu 1 hodiny.
Ove&fili jsme si, Ze tBHP neinterferuje s vlastnim stanovenim (graf 14, blank tBHP). Zjistili
jsme, Ze tBHP v zavislosti na dob& inkubace zvySuje mitochondridlni produkei ROS. Nejvyssi
pouzitd koncentrace tBHP (3mM) vsak nebyla spjata s nejvy3si koncentraci ROS. Maximalni
produkce ROS nastala pti inkubaci mitochondrii s 1,0 mM tBHP. Hodnotili jsme také vliv
respiranich substratl na mitochondridlni produkci ROS (graf 15). Pokud byly k respiracni
substraty (glutamat + malat, sukcinat) pfidany ke kontrolnim mitochondriim, nedoslo k
ovlivnéni produkce ROS. Pfidavek glutamatu+malatu i sukcindtu (bez rotenonu) k
mitochondriim poskozenym 1,5 mM tBHP zvysil fluorescenci DCF. Se substraty pro
komplex I bylo zvySeni produkce ROS navozené vlivem 1,5 mM tBHP vyraznéj$i nez se

sukcinatem.
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Graf 14: Vliv {BHP na mitochondridlni produkei ROS. Mitochondrie (150 pg/ml) byly inkubovéany
v K médiu s CM-H2DCFDA (0,4 uM) a s pfislusnou koncentraci tBHP (0-3 mM)
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Graf 15: Viiv tBHP a respira&nich substratii na mitochondriaini produkei ROS. Mitochondrie (150 pg/ml)
byly inkubovany v K médiu s CM-H2DCFDA (0,4 pM) event. s 1,5 mM tBHP, s glutamatem (10 mM), malatem
(2,5 mM), sukcinatem (10 mM)

6.1.10 Vliv tBHP na bobtnsani mitochondrii
Vysok4 intramitochondrialni koncentrace Ca®", Pi, ROS a dalsich latek ma za nasledek

nespecifické zvySeni permeability vnitini mitochondrialni membrany pro ionty a substraty do
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1,5 kDa. Zvy$ena permeabilita je zplsobena otevienim PTP. Nasledkem delsiho otevieni poru
je depolarizaci mitochondrii, rozpfaZeni respirace a fosforylace, narudeni osmotickée
rovnovahy a bobtnani mitochondrii. Z mitochondrii je uvolnén cytochrom c a dalsi latky a
dochazi k bundtné smrti. Jednou z metod hodnoceni otevieni PTP je sledovani poklesu
absorbance suspenze mitochondrii v diisledku zmén jejich objemu (bobtnani). Sledovali jsme
vliv tBHP na otevieni PTP. M&feni bylo provedeno ve swelling médiu (viz metodiky). 3 mM
tBHP vyvolal pokles absorbace. ZvySena koncentrace Ca*" (400 pM) vedla rovnéZ k bobtnani
mitochondrii. Pokud jsme kombinovali vliv tBHP a Ca’" doglo ke znasobeni efektu a k daleko
masivn&j§imu sniZeni absorbance. Pfidavkem Cyklosporinu A (CSA), inhibitoru PTP pfed
tBHP a Ca’*" jsme bobtnani mitochondrii téméf uplnd zablokovali. Bobtnani mitochondrii
navozené vlivem tBHP a Ca’" bylo tedy z velké &asti vyvolané otevieni CSA senzitivniho

PTP (graf 16).
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Graf 16: Vliv tBHP a Ca’ na bobtnini mitochondrii. Izolované mitochondrie (do Asy = 1,8) byly
inkubovény ve swelling médiu s 10 mM Sukcinitem a 1uM Rotenonem. Poté k nim byl pfidan Ca*" (400 pM),
tBHP (3 mM) event. cyklosporin A — CSA (2 uM).

6.2 FEfekt SAMe na potkani hepatocyty poSkozené tBHP

Model toxického poskozeni hepatocytii tBHP jsme se rozhodli vyuZit pro testovani
latky s potencialng hepatoprotektivnim ucinkem. Zvolili jsme s-adenosylmethionin (SAMe).
SAMe je latka, ktera se pfirozend vyskytuje v organizmu. SAMe se udastni transmetylacnich,

transsulfuraénich reakei a syntézy polyamind a jatra hraji v metabolizmu SAMe velmi
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vyznamnou roli. Bylo prokdzano, ze SAMe v experimentdlnich modelech plsobi proti
poskozeni vyvolanému né&kterymi hepatotoxiny jako tetrachlormetan (Gasso et al., 1996),
galaktosamin (Stramentionoli et al., 1978) ethanol (Lieber, 2002). NaSim cilem bylo popsat
efekt SAMe na oxidaéni poSkozeni hepatocytli navozené tBHP. Zajimalo nas, jak SAMe
ovliviluje energeticky metabolizmus. Na zékladé vysledki ziskanych pfi zavadéni modelu
toxického poskozeni hepatocyti tBHP vnaSich podminkach, jsme pro testovani
hepatoprotektivniho G¢inku SAMe zvolili 30 minutovou inkubaci bun¢k s 1,5 mM tBHP.
Diky diivéjsim experimentim (Kucera, 2005) jsme zjistili, Ze pokud byly hepatocyty
koinkubovany s tBHP a SAMe, nebyl protektivni U¢inek SAMe prokazan. Hepatocyty po
pfichyceni (viz. metodiky) jsme proto nejprve po dobu 30 minut inkubovali se SAMe
v koncentracich 5, 25 a 50 mg/l, poté jsme médium vymeénili za médium obsahujici 1,5 mM
tBHP a inkubovali po dalSich 30 minut. Schéma pokusu, skupiny hepatocytl a pouZzitd média

jsou znazornéna v tabulce 3.

Doba inkubace 30 minut 30 minut
Kontroly intaktni WE WE
Kontroly s SAMe WE+SAMe (5, 25 a 50 mg/l) WE
Hepatocyty s tBHP WE WE+1,5 mM tBHP
Hepatocyty s SAMe a s tBHP | WE+SAMe (5, 25 a 50 mg/l) WE+1,5 mM tBHP

Tab. 3: Schéma pokusu. Po 2h piichyceni (37°, 5% CO,) bylo hepatocytim v primokultufe vyménéno médium
za kompletni Williamsovo médium E (WE) s event. bez SAMe v piisludné koncentraci. Po 30 minutach (37°,
5% CO,) bylo médium opét vyménéno za nové WE s event. bez 1,5 mM tBHP a hepatocyty byly inkubovany
dalgich 30 minut (37°, 5% CO,). Kazda skupina obsahovala 6 Petriho misek. Po zavéretné inkubaci jsme
hepatocyty pozorovali pod mikroskopem a v médiu stanovovali aktivitu LDH a koncentraci TBARS. Hodnotili
jsme rovn&z MMP pomoci Rho123 event. JC-1 a stanovili intraceluldrni koncentraci glutathionu.

Pro hodnoceni vlivu SAMe na respiraci jsme pouzili suspenzi permeabilizovanych
hepatocytd a pro hodnoceni produkce ROS izolované mitochondrie. Permeabilizované

hepatocyty i mitochondrie byly inkubovany v K-médiu.

6.2.1 Efekt SAMe na morfologii hepatocytii poSkozenych tBHP

Na obrazku 24A jsou znazornény kontrolni intaktni hepatocyty. Hepatocyty maji
polygonalni tvar, jsou jasné ohraniCeny, maji dobfe viditelné jadro s jadérky. Hepatocyty na

obrazku 24B byly po dobu 30 minut inkubovany v kompletnim WE médiu obsahujicim 50
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mg/ml SAMe. Inkubace se SAMe nijak neovliviiovala morfologii a hepatocyty vypadaji
podobng, jako hepatocyty kontrolni. Hepatocyty inkubované po dobu 30 minut s 1,5 mM
tBHP (obr. 24C) vykazuji Cetna poskozeni plazmatické membrany a dochazi k uniku cytozolu
z bun&k. Cytoplazma je vysoce granulovana, jadra $patné viditelna se ztratou kontrastu proti
cytoplazmég, jadérka nejsou vidét. Buiky se zakulacuji a odchlipuji se od kolagenu.
Preinkubace se SAMe v davce 50 mg/l (obr. 24D) vedla k redukci morfologickych zmén
navozenych tBHP.

Obr. 24C Obr. 24D

Obr. 24: Mikrofotografie izolovanych potkanich hepatocytd inkubovanych v primokulturich na kolagenu
typu L. (A) jsou kontrolni hepatocyty (B) hepatocyty inkubované po dobu 30 min s 50 mg/l SAMe (C)
hepatocyty inkubované 30 min s 1,5 mM tBHP (D) hepatocyty preinkubované 30 min se SAMe (50 mg/1) a poté
30 min inkubované s 1,5 mM tBHP.
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6.2.2 Efekt SAMe na na aktivitu LDH v médiu hepatocytii poSkozenych tBHP

Cytotoxicita byla hodnocena pomoci méfeni aktivity LDH v médiu. Nejprve jsme
hodnotili vliv samotného SAMe (graf 17A) na intaktni hepatocyty v primokulturach. Zjistili
jsme, e inkubace hepatocytii se SAMe v koncentracich 5; 25 a 50 mg/l po dobu 30 minut
nemé&la vliv na aktivitu LDH v médiu. Po 30 min inkubaci s 1,5 mM tBHP doslo k vice nez
trojndsobnému zvySeni aktivity LDH (graf 17B). Preinkubace se SAMe vedla u vSech
pouzitych koncentraci k signifikantnimu sniZeni cytotoxicity (p<0,001).
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Graf 17A: Vliv SAMe (5; 25 a 50 mg/l) na uvolnéni LDH do média intaktnich hepatocytii kultivovanych
v primokulturach (n=6).
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Graf 17B: Vliv SAMe v koncentracich 5, 25, a 50 mg/l na unik LDH z hepatocytii poskozenych 1,5 mM
{BHP (n=6, " p <0,001vs K; *** p <0,001 vs tBHP 1,5 mM).

Efekt SAMe na na lipoperoxidaci hepatocytii poSkozenych tBHP

Stejn& jako v ptipadé méfeni aktivity LDH, jsme nejprve testovali vliv SAMe (5; 25 a
50 mg/l) na produkci MDA hepatocyty v primokultufe (graf 18A). Zjistili jsme, Ze SAMe
neovlivituje signifikantné koncentraci TBARS v médiu hepatocytii. Tert-butylhydroperoxid
(1,5 mM, 30 min) indukuje vyrazné zvySeni koncentrace TBARS. Vsechny testovan€
koncentrace SAMe signifikantng (p<0,001) snizily stupen lipoperoxidace navozené tBHP,
koncentrace TBARS viak oproti kontrolam ziistala vyrazné (asi 6x) zvySena (graf 18B).
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Graf 18A: Vliv SAMe (5; 25 a 50 mg/l) na uvolnéni MDA do média ntaktnich hepatocyté kultivovanych
v primokulturach (n=6).
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Graf 18B: Viiv SAMe v koncentracich 5, 25 a 50 mg/l na tverbu TBARS v hepatocytech poSkozenych 1,5
mM tBHP (n=6, " p < 0,001 vs K; *** p <0,001 vs tBHP 1,5 mM).
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(.24  Efekt SAMe na na hladinu glutathionu v hepatocytech poSkozenych tBHP

SAMe je prekurzorem esencialnich organickych sloucenin obsahujicich ve své
molekule siru, véetnd vyznamného antioxidantu glutathionu. Hladina GSH se pfi oxida¢nim
poskozeni velmi vyrazné snizuje. Proto nas zajimal vliv SAMe na koncentraci
intracelularniho glutathionu u hepatocyti poskozenych tBHP. Stejn€ jako v pfedchozich
piipadech jsme nejprve testovali efekt samotného SAMe v koncentracich 5; 25 a 50 mg/l po
dobu 30 minut na obsah intracelularniho glutathionu intaktnich hepatocytli v primokulturach
(graf 19A). SAMe v koncentracich 25 a 50 mg/l za 30 minut signifikaniné zvysil obsah
intracelularniho glutathionu (p<0,001 resp. p<0,01). Na naristu se podilel jak GSH (p<0,001
resp. p<0,05) tak GSSG (p<0,001). SAMe v koncentraci 5 mg/l nemél na hladinu glutathionu
vliv. Po 30 minutové inkubaci hepatocytd s 1,5 mM tBHP doslo k vyraznému poklesu
intracelularni koncentrace GSH. Velmi vyrazné se sniZil také obsah celkového glutathionu.
SAMe v na$ich podminkach nijak neovlivnilo sniZeni hladiny glutathionu navozené 1,5 mM
tBHP (graf 19B).
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Graf 19A: Vliv SAMe (5; 25 a 50 mg/l) na intraceluldrni obsah celkového glutathionu, GSH a GSSG
hepatocyti kultivovanych v primokulturach (n=6, *p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 vs tBHP 1,5 mM).

- 100 -



E glutathion |
100 O GSH
90 OGSSG
80 -
= 70
=
£ 60 -
2
< 40-
phacy
=
= 30 -
20 -
10 - —1
0 - - T ‘
¢ ’7)
'y 'l'l /14 44
Bty By, le"/,o*s B
4 A,

Graf 19B: Vliv SAMe v koncentracich 5, 25 a 50 mg/l na intraceluldrni obsah GSH a GSSG v hepatocytech
poSkozenych 1,5 mM tBHP (n = 6, +++ p < 0,001 vs C).

6.2.5 FEfekt SAMe na pokles MMP induvany tBHP

6.2.5.1  Vliv SAMe na akumulaci Rho 123

Akumulace Rho 123 z4avisi na mitochodridlnim membrinovém potencidlu.
TFicetiminutovéa Inkubace s 1,5 mM tBHP sniZila schopnost akumulace Rho 123 hepatocyty v
primokulturach asi na 20 % ptvodnich hodnot (akumulace intaktnimi hepatocyty) (graf 20).
Samotna inkubace s SAMe MMP neovliviiovalo. Preinkubace s 25 a 50 mg/l SAMe po dobu
30 minut signifikantné zvySovala MMP (p<0,05 resp. p<0,01). NiZsi koncentrace SAMe

nemé&la na sniZeni potencialu vlivem tBHP efekt.
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Graf 20: Viiv SAMe v koncentracich 5, 25 a 50 mg/l na akumulaci *rhodaminu 123 \*'*hepatocytech
poskozenych 1,5 mM tBHP (m = 6, '™ p < 0001 vs G p < 005 p < 001
vs tBHP 1,5 mM).

6.2.5.2  Vliv SAMe na akumulaci JC-1

Pro vizualizaci MMP jsme pouZili akumulaci JC-1, kterd v zavislosti na koncentraci a
tedy na MMP emituje svétla dvou vlnovych délek. P¥i vysokém MMP dochazi k tvorbé€ tzv. J-
agregatl a k emisi oranZového svétla. PH niZ§i koncentraci JC-1 netvofi agregaty. Sonda pak
emituje zelené svétlo. Na obrazku 25A je vidét vyrazna oranZova fluorescence znadici vysoky
MMP, zejména v blizkosti plazmatické membrany kontrolnich intaktnich hepatocytii. Po 30
minutové inkubace s 1,5 mM tBHP doglo témé&f k vymizeni oranzové fluorescence (obr. 25B).
Preinkubace s SAMe v koncentraci 50 mg/l nepatrné podil oranzové fluorescence zvysila (obr
25C). Pro zvyraznéni efektu SAMe jsme hepatocyty preinkubovali i s velmi vysokou
koncentraci SAMe 1000 mg/l (obr. 25D). Tato preinkubace vyrazné omezila efekt tBHP na
MMP a oranZova fluorescence je témé&f na urovni kontrolnich hodnot. Samotny SAMe nemél
na MMP vliv a hepatocyty inkubované po dobu 30 minut s 50 mg/l SAMe vypadaly obdobné
jako kontrolni hepatocyty.
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Obr. 25A Obr. 25B
Obr. 25C Obr. 25D

Obr. 25: Hodnoceni MMP pomoci fluorescenéni sondy JC-1 (A) u intaktnich hepatocytl (B) hepatocyti
poskozenych 1,5 mM tBHP (C) u hepatocytii preinkubovanych se SAMe v koncentraci 50 mg/l a nasledné
vystavenych 30 min ug¢inku 1,5 mM tBHP resp. (D) u hepatocytii preinkubovanych se SAMe v koncentraci
1000 mg/1 a nasledné vystavenych 30 min Gginku 1,5 mM tBHP (fluorescencni mikroskopie, zvétSeni 100x resp.
400%).

6.2.6 Efekt SAMe na respiraci permeabilizovanych hepatocytii poSkozenych tBHP
Pro hodnoceni aktivit enzymovych komplexi dychaciho fetézce jsme vyuZili
permeabilizované hepatocyty. Hepatocyty jsme v komtirce oxygrafu inkubovali po dobu 30
minut v K-médiu se SAMe v koncentracich 5; 25 a 50 mg/l SAMe, poté jsme pfidali tBHP do
celkové koncentrace 1,5 mM a inkubovali dalSich 30 minut. Nésledné jsme pfidali digitonin a
respiraéni substraty, jak je znazornéno na grafech 10 a 21. Aktivitu respiratniho komplexu I
jsme hodnotili po pfidavku glutamatu, malatu a ADP a aktivitu komplexu II po inhibici
komplexu I rotenonem a pfidavku sukcinatu. SAMe v koncentraci niz$i neZ 50 mg/l
nevykazoval znatelny u¢inek na sniZeni aktivit respira¢nich komplexii navozené 1,5 mM

tBHP. SAMe v koncentraci 50 mg/l zvySil respiraci asi o 25% oproti poSkozenym
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hepatocytim. Nutnost permeabilizace trochu komplikuje interpretaci vysledktll, protozZe

mitochondrie jsou vystaveny vyrazn& vy$§i koncentrace SAMe, neZ v intaktnich burikach.
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Graf 21: Efekt SAMe na respiraci hepatocytii poSkozenych 1,5 mM tBHP (A) Kontrolni hepatocyty
(0,25.10%mi) byly inkubovény v K-médiu. Hepatocyty jsme permeabilizovali digitoninem (20ug/ml), pfidali
jsme glutamét (10 mM) + malat (2.5 mM), ADP (ImM), komplex I byl inibovan rotenonem (10uM), na zavér
jsme piidali sukcinat (10 mM) (B) Hepatocyty (0.25.10%ml) byly po dobu 30 minut inkubovany v K-médiu s
tBHP (1,5 mM). (C) Hepatocyty byly inkubovany 30 minut se SAMe (50 mg/1) a dale 30 minut s tBHP (1,5
mM).

6.2.7 Efekt SAMe na mitochondridlni produkci ROS navozenou vlivem tBHP

Testovali jsme efekt SAMe na produkei ROS u izolovanych potkanich mitochondrii
(graf 22). Ktomuto ulelu jsme opét pouZili sondu CM-H,DCFDA. Pokud jsme
k hepatocytiim piidali samotny SAMe v koncentraci 50 mg/l, nedoSlo po dobu 1 hodiny
k ovlivnéni produkce ROS. 1,5 mM tBHP produkci ROS vyrazng zvysil jiz v prvnich
minutach inkubace. SAMe v kombinaci s tBHP zvyraznil efekt samotného tBHP a doslo ke

zvyseni produkce ROS vyvolané vlivem tBHP.
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Graf 22: Vliv SAMe (50 mg/l) na mitochonridlni produkei ROS Mitochondrie (150 ug/ml) byly inkubovany
v K médiu s CM-H2DCFDA (0,4 uM) event. s pfislusnou koncentraci 1,5 mM tBHP a s 50 mg/l SAMe
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7 DISKUZE

Jatra jsou hlavnim mistem detoxikaénich procesti a centralnim organem metabolizmu,
proto jsou vhodnym modelovym orgénem pro studium toxicity. Pro odhadnuti rizika a 1é€bu
toxického poSkozeni jater je dulezité zndt mechanizmus ucinku latky a typ jaterniho
poskozeni, ktery zptsobuje. K tomuto ucelu se vyuziva in vivo a in vitro modeld. In vivo je
objastiovani specifickych mechanizmt u¢inku latek za ptesn€ kontrolovanych podminek.
Jednim z nejastéji pouZivanych in vitro modelll jsou izolované hepatocyty kultivované
v suspenzich nebo v primokulturach. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze v suspenzi nedochazi
k tvorbé¢ mezibunéénych kontaktl a k vytvéaieni polarity hepatocyti na biliarni a krevni pdl,
chovaji se odliSn€ od hepatocytl v primokultufe (Berry, 1991). U primérnich kultur lze
snadnéji eliminovat buiiky ¢asteéné poskozené vlivem izola¢niho procesu. V na$i predchozi
studii jsme zjistili, Ze u kontrolnich hepatocyti inkubovanych v suspenzi, byla v médiu
aktivita LDH asi pétkrat vys$$i neZz u hepatocytd inkubovanych za stejnych podminek
v primokultute (Kucera, 2005). To svéd¢i o pfitomnosti vy$siho poctu poskozenych bunék.
Pro hodnoceni efektu tBHP jsme proto zvolili primokultury hepatocytti. I ptes jisté nevyhody
jsou vSak suspenze hepatocytd ¢astym a nenahraditelnym modelovym systémem pro studium
nékterych déjl, napt. méfeni respirace pomoci oxygrafie nebo hodnoceni mitochondridlniho
membranového potencidlu s vyuzitim TPP'. Pfi objastiovani stupiiti jednotlivych
metabolickych reakei a interakei na molekuldrni Grovni se rovnéz Casto vyuZivaji subcelularni
frakce (Cervenkova et al, 2001; Guillouzo, 1998). Izolované mitochondrie jsou
frekventovanym modelovym systémem, nebot’ maji velmi vyznamnou roli v regulaci bunécné
smirti.

Vétsina hepatotoxintl, at’ uz primarné nebo sekundarn€, vyvolava oxidacni stres a
oxidaéni stres je jednim z nejvyznamnéjSich mechanizmi, kterymi hepatotoxiny zplisobuji
buné¢nou smrt. Je znamo, Ze ¢astym cilem oxida¢niho poskozeni jsou mitochondrie. Oxidacni
stres je dnes velmi intenzivné studovan, nebot’ se uplatituje nejen pii toxickém poskozeni, ale
také pfi ischemicko-reperfuznich stavech, neurodegenerativnich onemocnénich, malignich
procesech a starnuti. Pfesto pfesny mechanizmus vzniku a u¢inku ROS neni zndm. ROS
reaguji s bunéénymi komponenty bud pifimou interakci, nebo pomoci riznych redox
senzitivnich cest. V subtoxickych koncentracich se ROS udastni bunééné regulace a plisobi

jako signalni molekuly (Nulton-Persson a Szweda 2001, Valko et al., 2006).
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Tercidrni butylhydroperoxid (tBHP) neni typicky hepatotoxin, ale vyuZiva se jako
modelova latka pro zkoumédni mechanizmt oxidaéniho stresu u riznych typt bungk.
Mechanizmus uU¢inku tBHP je caste¢né znam, je proto vhodny i pro zavadéni metod
hodnoceni oxida¢niho poskozeni. Tert-BHP neni narozdil od peroxidu vodiku degradovan
kataldzou (Chance et al., 1979) a lze ho pouZit ke zkoumani zavisloti oxidaéniho poskozeni na
davce oxidantu.

Cilem této prace bylo popsat efekt t-butylhydroperoxidu na izolované potkani
hepatocyty, jaterni mitochondrie event. homogenat jaterni tkan&. ZaméFili jsme se zejména na
vliv oxida¢niho poSkozeni na mitochondrie a energeticky metabolizmus. V dalsi &asti jsme
zavedeny model oxidaénitho poskozeni vyuzili pro testovani latky s potencialng

hepatoprotektivnim tuc¢inkem s-adenosylmethioninu (SAMe).

7.1 Model toxického poSkozeni hepatocytii tert-butylhydroperoxidem

Tert-BHP snadno pronikd pres membrany do buriky, kde je metabolizovan pomoci
riznych cest. Hlavnim systémem zodpovédnym za pfeménu tBHP na relativng inertni
terciarni butylalkohol je glutathionperoxidaza, ktera jako substrat vyuZiva redukovany
glutathion (Rush et al, 1985). To ma za néasledek depleci intracelularniho GSH a hromadéni
GSSG. Tert-BHP je také pomoci cytochréomu P450 (Davies, 1989) ¢i za pfitomnosti iontid
Zeleza (Rush a Alberts, 1986) pfeméilovan na peroxylové a alkoxylové radikaly, coz

prohlubuje pokles GSH (Haidara et al., 2001).

7.1.1 Efekt tBHP na hladinu glutathionu u potkanich hepatocyti

Glutathion m4 v buiice velmi vyznamnou roli jednak jako kofaktor enzymovych reakci
a také jako hlavni thiol/disulfidovy redoxni pufr. Za fyziologickych podminek se v bufice
nachazi vice nez 99% glutathionu ve form¢ GSH. Tento vysoky pomér GSH/GSSG je
udrzovan pomoci enzymu glutathionreduktazy s NADPH jako kofaktorem. Nasledkem
oxida¢niho stresu roste podil GSSG, dochézi k depleci NAD(P)H, méni se redoxni stav bufiky
a je porugena kalciovd homeostdza. Rada proteinti véetné enzymil, receptord, proteinkinaz a
transkripénich faktord ma redox-senzitivni thiolové skupiny a pfi zméné redoxniho stavu
buikky se tvoii smiSené disulfidy (Ghezzi, 2005). Tento proces je reverzibilni. Tvorba
smiSenych disulfidi vede ke zméné genové exprese. V zavislosti na intenzité a trvani insultu
miZe dojit bud’ k aktivaci obrannych mechanizmi, k proliferaci nebo k bunééné smrti.

U kontrolnich potkanich hepatocytid kultivovanych v primokulturach se 93%

glutathionu nachdzelo ve form&€ GSH. Divodem niz$iho zastoupeni GSH mizZe byt to, Ze
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hepatocyty v kultufe nejsou kultivovany za zcela fyziologickych podminek a zejména za
fyziologické koncentrace kysliku. Ve vzduchu je pO, asi 21 kPa, ve smiSené vendzni krvi se
pohybuje kolem 5,6 kPa a v buiice okolo 0,4 kPa. V médiu saturovaném vzdu$nym kyslikem
je koncentrace kysliku asi 10x vy3s8i neZ v kapilarni krvi (Gnaiger a Kuznetsov, 2002). Po
30minutové inkubaci s tBHP doslo jiz pfi pouziti 0,1 mM tBHP k poklesu GSH asi na 80 %
kontrolnich hodnot (graf 5). Pfi inkubaci s 1,5 mM tBHP klesl obsah GSH aZ na 20 %, coZ je
v souladu s literarnimi udaji (Fernandes et al, 2003). Intracelularni koncentrace GSSG v obou
pfipadech nepatrn¢ vzrostla. Pomér GSH/GSSG, ktery odrazi redoxni stav buitky vSak klesl
velmi dramaticky. Inkubace hepatocytli s tBHP méla za ndasledek signifikantni sniZeni
intracelularniho obsahu celkového glutathionu. Burika v rAmci zachovani redoxni rovnovahy
mize GSSG aktivné exportovat do extracelularniho prostiedi, nebo GSSG miiZe reagovat se
sulthydrilovymi skupinami proteind (Lu, 1999). ZvySeny export potvrdil narist GSSG v
inkuba¢nim médiu. Hepatocyty maji pomérné aktivni mechanizmus transportu GSH do
extracelularniho prostedi (Smith et al., 1995). Koncentrace GSH v médiu byla pod trovni
detekce. Export GSH se b&éhem oxida¢niho stresu sniZuje a aktivita y-glutamyltransferazy
roste (Meister, 1988; Karp et al., 2001). Enzym y-glutamyltransferaza je ukotven na vné&jsi
stran€ plazmatické membrany a jako jediny dokaze odstépit y-glutamylovy zbytek z
glutathionu. Méfitelné hodnoty GSH v médiu nebyly zaznamenany ani u kontrol, to miZe byt
podpoteno oxidaci GSH a nepiitomnosti redukéniho systému v médiu. P¥i pouziti 0,1 mM
tBHP nedoslo k signifikantni zméné hodnot celkového glutathionu (rozuméj intracelularniho
+ extracelularniho GSH a GSSG). V ptipadé¢ inkubace s 1,5 mM tBHP byl celkovy glutathion
sniZen asi 0 30 %. Diivodem mtiZze byt pravé zvySena aktivita y-glutamyltransferazy a vazba
GSSG na proteiny. Tento vysledek je ve shodé s Lapshina et al. 2005, kde tBHP u
kultivovanych kie¢€ich B14 bun€k rovnéz vyvolal sniZzeni GSH, spojené s redukci celkového

obsahu glutathionu.

7.1.2 Efekt tBHP na mitochondrie

Glutathion je z velké Casti syntetizovan v cytozolu a do mitochondrii je transportovan.
V mitochondriich v§ak dosahuje o néco vyssich koncentraci (10-12 mM) nez v cytozolu (1-8
mM) (Liu a Kehrer, 1996). V mitochondriich se nevyskytuje katalaza a H,O, je rozkladan jen
pomoci glutathionperoxiddzy. Mitochondrie jsou povaZovany za vyznamny zdroj ROS
v burice, jsou vsak také cilem jejich toxického G¢inku. Bylo prokézano, Ze tBHP pronika do
mitochondrii a poSkozuje je (Lemasters, 1999; Liu and Kehrer, 1995; Brambilla et al., 1998).
Deplece glutathionu je diky glutathionreduktaze tzce spjata sdepleci NAD(P)H.
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Glutathionperoxidéza nemtiZze pouzivat NADH. Ackoliv je redoxni potencidl NAD'/NADH a
NADP'/NADPH skoro stejny, v mitochondridlni matrix je pomé& NADPH/NADP" daleko
vy8$i nez NADH/NAD". K udrZovani tohoto poméru pfispivaji transhydrogendzy, které
piendseji vodik z NADH na NADP" (Nicholls and Ferguson, 2002). Béhem rtiznych stresi je
hladina NADPH stabilngji, nez hladina NADH (Liu and Kehrer, 1995).

7.1.2.1  Efekt iBHP na respiraci

Ve wvnitini mitochondrialni membrané jsou lokalizované enzymové komplexy
dychaciho fetézce a oxidadni fosforylace. Respiraéni komplex 1 pfijima vodiky od NADH-
dependentnich dehydrogendz a pfedavé je na koenzym Q. Redukovany koenzym Q piendsi
vodiky na komplex III. Komplex III pfedava elektrony cytochrému ¢ a ten je pfenasi na
komplex IV (COX). COX reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku vody. Koenzym Q
pfebira vodiky i od mitochodnridlnich dehydrogenaz flavoproteinového typu, mezi néz patii
komplex II (sukcindt-koenzym Q-oxidoreduktaza) a glycerofosfatdehydrogenaza (Drahota et
al., 2002). U izolovanych digitoninem permeabilizovanych hepatocytl jsme méfili viiv tBHP
na respiraci aktivovanou substraty pro komplex [ (glutamattmalat) a pro komplex II
(sukcinat) (graf 9-11). Permeabilizace dovoluje stanovit maximadlni aktivity mitochondridlnich
enzymi, protoZe umoZiluje volny piistup substratli a kofaktor k mitochondriim. Interakce
s cytoskeletem a s ostatnimi organelami zlistdvaji zachovany (Cervinkova et al., 2002).
Potvrdili jsme, Ze v jatrech je v porovnani s komplexem I velmi vysokd aktivita sukcinat
dehydrogendzy (Briere et al., 2005). Zjistili jsme, Ze tBHP v zévislosti na koncentraci a dob¢
inkubace sniZuje respiraci aktivovanou glutamdtem a maldtem 1 respiraci aktivovanou
sukcindtem. Respiradni komplex 1 je v$ak daleko citlivéjs] k oxida¢nimu poskozeni {BHP.
Respiraéni komplex II byl inhibovan pomaleji, neZ komplex I a také s men$i intenzitou.
Respirace aktivovani glutamatem a malatem byla sniZzena jiZ po 5 minutich inkubace
hepatocyt s 1,5 mM tBHP, zatimco k signifikantnimu sniZeni aktivity komplexu 11 doslo aZ
po 20 minutidch. Po 30 min inkubaci s 3 mM tBHP klesla aktivita komplexu I asi na 20 %
plvodnich hodnot, zatimco aktivita komplexu I se pohybovala okolo 50 % (graf 11). Nade
vysledky jsou ve shodg se zjisténim, Ze k poklesu aktivity komplexu I dochazi b&hem starnuti
a starnuti je spojeno s vy8§i produkei ROS (Lenaz et al., 2006). Oxidaéni stres se také
uplatiiuje v mechanizmu poskozeni jater virem hepatitidy C (HCV) (Wang a Weinman,
2006). V souladu s nadimi vysledky neni pfekvapenim, Ze respirace aktivovana substrity

komplexu I a aktivita komplexu [ byla sniZena u mitochondrii izolovanych z transgennich
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my3# exprimujicich korovy protein (HCV), zatimco respirace aktivovana sukcinatem narusena
nebyla (Korenaga et al., 2005).

Castetnym vysvétlenim vétsi citlovosti komplexu I k tBHP miize byt deplece NADH.
To ziejmé nebude jedind piifina. Bylo zjidténo, Ze respirace aktivovana NADH-
dependentnimi substrity se sniZuje i v dostateéném mnoZstvi NADH nasledkem otevieni
nespecifického proteinového péru ve vnitini mitochondridlni membrang — PTP. Otevieni PTP
je indukovano zvy3enou koncentraci Ca®" v matrix, oxida¢nim stresem, zavisi na AuH", na
pH, Pi a fad¢ dalgich faktord. Respirace v piftomnosti substrat komplexu I zvySuje
pravdépodobnost otevieni poru. Tento jev nezavisi na oxidaci pyridinnukleotidi, ApH a
produkei ROS, ale na toku elektronii pfes komplex I (Fontaine et al., 1998). Chinony jsou
(i&inné inhibitory PTP. ZvySeny tok e komplexem I sniZuje vazbu chinoni ke komplexu, coZ
mé za nasledek zpif{stupnéni vazebnych mist pro Ca®" (Bernardi et al., 2006). PTP indukuje
specifické konformadni zmé&ny komplexu I a inhibuje fyziologicky tok elekironti (Batandier et
al., 2004). Je moZné, Ze komplex I je souasti PTP (Bemafdi et al., 2006, Fontaine et al.,
1998). Struktura savéiho komplexu I je velmi komplikovana. Komplex I je sloZen nejméné ze
46 podjednotek, zatimco komplex II mé jen 4 podjednotky. Podjednotky komplexu I na
vnitinf strané mitochondrialni membrany obsahuji —SH skupiny citlivé k reakcim s NO, ROS
a GSSG, coZ vede k reverzibilni inaktivaci komplexu I (Gostimskaya et al., 2006; Korenaga et
al., 2005). Aktivita komplexu I je v porovnani s ostatnimi komplexy niZ8i a komplex [ maze
mit reguladni roli (Paradies et al., 2003). U srde¢nich mitochondrif izolovanych z mysi
infikovanych Trypanozoma cruzi, kterd zplsobuje oxidatni poSkozeni myokardu, byla
prokéazana karbonylace podjednotek respiraéniho komplexu I (Wen a Garg, 2004). Pokles
respirace aktivované glutamatem a malatem a aktivity komplexu I byl pozorovén i u srde€nich
mitochondrif izolovanych z potkant vystavenych ischemii a reperfizi. Ischemie a ndsledna
reperfiize vede k narudeni kalciové homeostizy a k oxida¢nimu stresu (Valko et al., 2006;
Kolar et al, 2006). Kromé aktivity komplexu I byl pozorovan ubytek kardiolipinu, fosfolipidu
lokalizovaném ve vnitini mitochondridlni membrang. Tento fosfolipid je nezbyiny pro
spravné fungovéani komplexu 1. Diky vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin je
nachylny k oxida¢nimu poskozeni. Ptidavek exogenniho kardiolipinu k mitochondriim vedl
k obnoveni aktivity komplexu I (Paradies et al., 2003). Podobny efekt ischemie a reperfize a
vliv kardiolipinu byl pozorovian u srdednfch mitochondrif na aktivitu komplexu III a
komplexu IV (Paradies et al., 1999; Petrosillo et al., 2003). Kardiolipin ma tedy zfejmé
katalytickou funkci a kromé toho hraje velmi vyznamnou roli pfi asociaci komplexu I, Il a IV

do superkomplexu, neboli respirozémi (Lenaz et al., 2006, Haines end Dencher, 2002, Gohil
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et al., 2004). Za fyziologickych podminek je vétsina komplexu I asociovana s komplexem III.
Formovani superokomplexu je zfejmé nezbytné pro stabilitu komplexu I, ale nenf zcela
nezbytné pro aktivitu komplexu Il a IV (Lenaz et al., 2006). Komplex II neni soucasti
respirozdmu a jeho asociace sostatnimi komplexy nebyla prokdzana. SniZeni respirace
aktivované sukcinitem, milZe byt ovlivnéno sniZzenou aktivitou komplexu I a komplexu IV.
Aktivita obou komplexti miZe byt rovnéZz sniZena diky oxidaénimu poSkozeni Fe-S klastrii,
které jsou k oxidaénimu poskozeni velmi citlivé (Vasquez-Vivar et al., 2000). Efekt tBHP na
respiraci aktivovanou substrdty pro komplex 1 a pro komplex II jsme zkoumali i1 u
izolovanych mitochondrii a jaterniho homogenatu. Aktivita komplexu I byla v obou pfipadech
citlivéj&i k oxidaénimu poskozeni, nez aktivita komplexu II. Efekt tBHP na respiraci tedy
nezavisi na cytoplazmatickych faktorech. Dimethylbiguanid (DG) je antihyperglykemicky lék
pouZivany pii 1€6b& diabetu typu II. DG u hepatocyt obdobné jako tBHP inhibuje respira¢ni
komplex I a neovliviiuje aktivitu komplexu If, Il a IV. Efekt DG se v3ak projevi jen u
intaktnich hepatocytti, ale ne u izolovanych mitochondrii (EI-Mir et al., 2000). Tert-
butylhydroperoxid tedy narozdil od DG pro sviij toxicky efekt nevyZzaduje metabolickou

pfeménu v cytoplazmé, poptipadé v daldich organelach.

7.1.2.2  Efekt tBHP na mitochondridini membrdanovy potencidl

Energii uvolnénou pii prichodu elektrondl vyuziva komplex I, Il a IV k pumpovéni
protonti (H") z matrix do mezimembranového prostoru. Tim vznikéd na vnitini mitochondrilni
membrang elektrochemicky potencial AuH'. Tento potencial pak vyuzivd ATP-syntdza pro
tvorbu ATP. ApH" netvofi jen hnaci silu pro syntézu ATP, ale také Fidi transport iontd,
substratu a proteinti. Hodnotili jsme vliv tBHP na schopnost akumulace Rho 123 hepatocyty
v primokultufe. Rhodamin 123 je fluorescenéni lipofilni kationtova barva, kiera se v zévislosti
na ApH" akumuluje v mitochondriich, Tert-BHP velmi vyznamné sniZuje schopnost
hepatocytlt akumulovat Rho 123 (graf 6). Tento pokles zavisi na ddvce tBHP. Signifikantni
snizeni akumulace Rho 123 bylo pozorovéno jiz pii pouziti velmi nizké koncentrace tBHP
(0,1 mM), coz znadi vysokou senzitivitu ApH" k oxidaénimu pisobeni tBHP. Nejprudsi
pokles byl zaznamenan v koncentraénim rozmezi tBHP 0,5 — 1,0 mM. Po 30 minutové
inkubaci s 1,5 mM tBIIP dosahl AuH" asi 30 % pivodnich hodnot, co? je ve shod® s nalezy
Kmonigkové et al. (2001). Pro vizualizaci AuH' jsme pouzili akumulaci JC-1, kterd
v zavislosti na koncentraci a tedy na ApH" emituje svétla dvou vinovych délek. Pii vysokém

MMP dochazi k tvorbé tzv. J-agregatii a k emisi oranZového svétla. P niZ8i koncentraci JC-1
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netvofi agregaty. Sonda pak emituje zelené svétlo. U kontrolnich hepatocytli byla vyrazna
oranfovid fluorescence znalici vysoky ApH' lokalizovand zejména v blizkosti
cytoplazmatické membrany. To je vsouladu sliterarnimi ddaji (Collins et al., 2002).
Hepatocyty maji velmi vysokou denzitu mitochondrii a jsou vbuiice rovnomérnéji
distribuovany neZ u ostatnich typli bunék, pro které je typickd vétSi hustota mitochondrii
v perinuklearni oblasti (Collins et al.,, 2002). Po 30 minutové inkubaci s 1,5 mM tBHP
doslo téméf  k uplnému  vymizeni oranzové fluorescence. Tert-butythydroperoxid muze
snizovat AuH™ pomoci riznych mechanizmi. Jak jsme prokazali, jednim z mechanizm@ mtize
byt inhibice respirace. Dale mze dochdzet ke zméndm redox-senzitivnich molekul dychaciho
fetézce, k poskozeni mitochondrialnich membrin lipoperoxidaci a k indukei MPT.
K objasn&ni tohoto problému jsme vyuzili akumulaci TPP™. TPP" je rovnéz lipofilni kationt,
ktery se podobn& jako Rho 123 v zévislosti na AuH" hromadi v mitochondriich (Labajové et
al., 2006). Koncentraci TPP™ v médiu jsme méfili pomoci iontové selektivni elektrody. Pro
snadny pistup substrati a TPP™ do mitochondrii jsme hepatocyty permeabilizovali
digitoninem. Zjistili jsem, Ze mechanizmus G&inku tBHP na ApH® zévisi na pouZitém
substratu., Pokud jsme mitochondrie energizovali substraty pro komplex I (glutamatem a
malatem), tBHP indukoval sniZeni AuH" a cyklosporin A (CSA) — inhibitor PTP, nemé¢l na
toto snizeni vliv. Tert-butylhydroperoxid rovnéZ sni%l AuH' , kdyz byly mitochondrie
energizovany sukcinatem (substritem komplexu II). V tomto pfipadé viak CSA plng
inhiboval sniZeni AuH™ vyvolané tBHP (graf 7). Na zékladg téchto vysledki lze predpokladat,
e tBHP vyvolava snizeni AuH' nejméné pomoci dvou mechanizmi. Jednim z nich je pokles
respirace nasledkem inhibice komplexu [ a druhym je otevieni PTP. Fontaine et al. (1998)
zjistili, Ze u svalovych a jaternich mitochondrii je otevieni PTP zdvislé na substrdtu a
pravdépodobnost otevieni péru se zvySuje pii respiraci substrati komplexu 1. Otevieni poru
indukovali p¥idavkem Ca®* a Pi. Nasledkem bylo vyplaveni pyridinnukleotidd a pokles
respirace aktivované substraty pro komplex 1. To, Ze pfi pisobeni tBHP CSA nemeél vliv na
snizeni AuH™, mbZe byt vysvétleno oxidaci pyridinnukleotidi pied otevienim PTP, popiipadé
oxidatni modifikaci komplexu I. Tert-butylhydroperoxid vyvolava bifazickon redukci
NAD(P)H. Prvni faze je rychla a je bEhem ni oxidovano asi 85% pyridinnukleotidi
(Lemeshko, 2002). Druha faze je pomalejsi a je spojena s mitochondridlni produkei ROS a
otevienim PTP (Lemeshko, 2002; Nieminen et al., 1997). Nase vysledky tedy naznaluji, Ze
pokles aktivity komplexu I vlivem tBHP neni jen dfisledkem otevieni PTP, ale otevieni PTP

piedchézi. Daldi moZnosti, pro¢ CSA neinhibuje pokles AuH" v piitomnosti pyruvatu a
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malatu miZe byt otevieni jiného typu kandlu ve vnitini membrané necitlivého na CSA
(Kusnareva a Sokolove, 2000). Kmoni¢kova et al. (2001) nepozorovali efekt CSA na sniZeni
akumulace Rho-123 intaktnimi hepatocyty. To je vsouladu snafimi vysledky, nebot’
v intaktnich buiikach je vétdinou niz8i koncentrace sukcinatu, nez NADH-dependentnich

substratt (Starkov a Fiskum, 2003).

7.1.2.3  Efekt tBHP na mitochondridlni produkci ROS

Mitochondrie jsou povaZovany za jednoho z nejvétSich zdroji ROS v buiice. Uvadi se,
Ze 1-2 % O konzumovaného mitochondriemi podl€hd jednoelektronové redukei za vzniku
superoxidového radikalu (O;7), prekurzoru ostatnich ROS (Boveris a Chance, 1973). Vechny
enzymové komplexy dychaciho fetézce kromé terminalni COX jsou termodynamicky schopné
produkovat O, (Turrens, 2003; Drahota et al., 2002). Relativni pfispé&vek jednotlivych
komplext k celkové produkei Oy se v riznych organech 1isi. Produkce ROS je komplexné
regulovand elektrochemickym membranovym potencidlem a zavisi na aktivité respirace.
(Starkov a Fiskum, 2003; Nohl et al., 2005). Za nejvyznamnéj$i producenty jsou povaZovany
komplex I a komplex III. V mitochondridlni matrix jsou pravdépodobné také dalsi
oxidoreduktdzy schopné produkce ROS v zavislosti na NAD(P)H/NAD(P") (Grivennikova a
Vinogradov, 2006). Tert-butylhydroperoxid zpilisobuje oxidaci pyridinnukleotidd, zvySeni
koncentrace Ca®™ v matrix a zvydeni mitochondridlni produkci ROS (Lemasters, 1999,
Nieminen et al.,, 1997). Vliv tBHP na mitochondridlni produkci ROS jsme hodnotili u
izolovanych mitochondrii s vyuzitim sondy CM-H,DCFDA. Tato sonda pronika pfes
membréany do bun&k a do mitochondrii, kde je hydrolyzovana a po reakci s ROS vznika
fluorescenéni produkt. Jelikoz CM-H;DCF nereaguje specificky skonkrétnim ROS je
vyuzivan k hodnoceni celkové produkce reaktivnich forem kysliku. Zjistili jsme, Ze tBHP
v zavislosti na dobé& inkubace zvy$uje mitochondridlni produkeci ROS (graf 14). Nejvyssi
hladina ROS v8ak nebyla naméfena u nejvyssi pouZité koncentrace tBHP (3 mM). Maximalni
narist koncentrace ROS nastal pii inkubaci mitochondrii s 1,0 tBHP. Divodem mulzZe byt
otevieni PTP. Batandier et al. (2004) zjistili, 7e otevieni PTP inhibuje mitochondrialni
produkei ROS v piipadé, kdy jsou mitochondrie energizovany substraty pro komplex I nebo
pro komplex II. Pokud je viak k mitochondriim piidan NADH, otevieni PTP indukovalo u
mitochondrii energizovanych substraty komplexu I zvySeni produkce ROS. Jak jiz bylo
feeno dfive, tBHP vyvolavd masivni oxidaci pyridinnukleotidf. Otevieni PTP jedté depleci
PN podporuje, coz miize byt divodem sniZené produkce ROS. Tyto vysledky se shoduji i s

méfenim produkce malondialdehydu, produktu lipoperoxidace. Nejveétdi narlist MDA byl
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pozorovan v koncentra®nim rozmezi tBHP 0,5 — 1,0 mM. My jsme také méfili vliv
respiratnich substratd na produkei ROS indukovanou tBHP. Zjistili jsme, Ze pfidavek
glutamdtu+malatu umociivje efekt tBHP na tvorbu ROS, obdobné i pfidavek sukcinatu (bez
rotenonu). Udava se, Ze mitochondrialni produkce ROS se sukcinatem je asi 10x vy3Sf neZ s
glutamédtem a malatem, diky zpé&tnému toku ¢” z komplexu II na komplex I (Starkov a Fiskum,
2003; Batandier et al., 2004). Nage vysledky tomu nenasvédéuji, obdobné jako vysledky Barja
a Herrero (1998). Ti pozorovali u mitochondrii izolovanych z mozku potkana a holuba vysi
produkci ROS bez pfitomnosti rotenonu s glutamatem a malatem, neZ se sukcinatem.
Diivodem miiZe byt to, Ze sukcindt dependentni tvorba ROS je velmi citlivd k poklesu ApH"
(Starkov a Fiskum, 2003; Grivennikova a Vinogradov, 2006). Zpétny tok € vyZaduje vysoky
membranovy potencidl a je inhibovén rozpfahovadi a procesy sniZujicimi membrénovy
potencial (Lenaz et al., 2006). Prokézali jsme, e tBHP snizuje AuH" jiZ ve velmi nizkych
koncentraci (0,1 mM). Tet-butylhydroperoxid ma rozptahovaci efekt na respiraci aktivovanou

sukcinatem (Drahota et al., 2005).

7.1.2.4  Efekt tBHP na bobindni mitochondrii

Jak jiz bylo fe¢eno difve vysoka intramitochondrialni koncentrace Ca®*, Pi, ROS a
daldich latck ma za nasledek nespecifické zvySeni permeability vnitfni mitochondridlni
membrany pro ionty a substraty do 1,5 kDa (Lemasters, 1999, Orrenius, 2004). ZvySena
permeabilita je zplsobena otevienim nespecifického péru - PTP. Primarn€ se ziejmé jedna o
por vnitini membrany, vyvolava viak sekundarni zmény vn&j$i membrany (Bermardi et al,,
2006). Predpoklada se udast ANT, VDAC a fada dal8ich proteind, napiiklad cyklofilin D,
hexokindza, Bax, Bid a kreatinkindza, mohou byt bud’ soucasti komplexu, nebo ovliviiovat
jeho funkei a propustnost (Lemasters a Nieminen, 2001, Zoratti et al., 2005). Roli zde ziejmé
hraje 1 respiratni komplex 1 a kardiolipin (Bernardi et al., 2006). Vysledkem otevieni poru je
depolarizace mitochondrii, deplece pyridinnukleotidi, hydrolyza ATP FiFoATPazou.
Osmotickd rovnovaha se stdva zdvislou ma vysokomolekularnich latkdch, které nemohou
prochézet pérem. JelikoZ je koncentrace téchto latek vy3$i v matrix, dochédzi k nabobtnani
mitochondrii a prasknuti vn&j¥ membrany (Lemasters, 1999, Skulachev, 1999). Sledovali
jsme vliv tBHP na otevieni PTP pomoci méfeni poklesu absorbance suspenze mitochondrif
pfi 520 nm v disledku zmén jejich objemu (graf 16). Ptidavek 3 mM tBHP zpiisobil bobtnéni
mitochondrii, obdobné jako zvy3eni koncentrace Ca®* (400 uM). Pokud jsme kombinovali
vliv tBHP a Ca®" dolo ke znasobeni efektu a k daleko masivngjéimu bobtnani. To znadi

spolupraci mezi zvysenou hladinou Ca®* a ROS pii otevirdni PTP. Pokud byly mitochondrie

-114 -



nejdifve inkubovany s CSA, sniZeni absorbance v disledku bobtnani nebylo zaznamenano.
Bobtnani mitochondrii navozené vlivem tBHP a Ca®* bylo tedy vyvolané otevienim CSA
senzitivniho PTP. K indukci otevieni PTP a bobtndni mitochondrii jsme pouZili poméing
vysokou koncentraci tBHP a také vysokou koncentraci kalcia (v médiu nebyl fosfat). V
buikach jsou mitochondrie obklopeny cytoplazmatickymi proteiny. Tento onkoticky tlak
mize ovlivnit bobtnani mitochodrii (Batandier et al., 2004). Bylo prokdzéno, Ze tBHP
indukuje otevieni PTP i v intaktnich butikach (Lemasters, 1998; Nieminen et al., 1997;
Collins et al., 2002). Indukci PTP pfedchazi zvyseni Ca?" v mitochondrialni matrix a zvy$end
produkce ROS (Kmonitkové et al., 2000; Lemasters, 1999). Tert-BHP zvySuje koncentraci
Ca®* zejména vyplavenim z intraceluldrnich zdsob (Martinez-Burgos et al., 2006). Bylo
zjisténo, Ze tBHP oxiduje —SH skupiny ryanodinového receptoru endoplazmatického retikula
(Huang et al., 2005). Je tfeba zdiraznit, Ze ne viechny mitochondrie v bufice jsou stejné
nachylné k otevieni PTP a otevieni PTP nemusi byt synchronni proces (Batandier et al., 2004;
Collins et al., 2002). Nasledkem delstho otevieni PTP je bund¢na smrt. O zplsobu bunééné
smrti rozhoduje stav buiiky a mnoZstvi a stupefi pokozenych mitochondrii (Tatsumi et al.,

2003, Kirveliene et al., 2003).

7.1.3 Efekt tBHP na lipoperoxidaci

Tert-BHP je znamy induktor lipoperoxidaci bun&&nych membran (Jewell et al, 1986).
Za  iniciaci a propagaci LPO  jsou  zodpovédné  terciarni butoxylovy
a butylperoxylovy radikal, které vznikaji pii metabolizmu tBHP pomoci cytochromu P450
(Cadenas et Sies, 1982). K lipoperoxidaci neni nachylna jen cytoplazmatickd membrana, ale
také membrany bun&énych organel. ROS produkované mitochondriemi se mohou podilet na
lipoperoxidaci jednak mitochondrialni membrany, tak i ostatnich membran. Superoxidovy
radikal vznikajici na matrixové strané vnitini mitochondrialni membrany nepronikd
membranou a zistava v matrix. O~ produkovany na vngjsi strané se miize do cytozolu dostat
ptes VDAC (Han et al., 2003). O” je nasledné konvertovan na H,0,. Peroxid vodiku jiz
miiZe prochizet membrénami. Diethylmaleat a methansulfonéat u hepatocyti navozuji rychly
pokles GSH. Tirmenstein et al. (2000) prokézali, Ze za lipoperoxidaci indukovanou t€mito
latkami jsou zodpovédné ROS vznikajici v mitochondriich. SniZeni GSH a zvysena produkce
ROS vede k uvoln&ni piechodnych kovii z jejich vazby a k indukei lipoperoxidaci (Staubli a
Boelsterei, 1998; Tirmenstein et al., 2000). Stupeti lipoperoxidace jsme hodnotili pomoci
koncentrace malondialdehydu (resp. TBARS) v inkuba¢nim médiu hepatocytd kultivovanych
v primokulturach. Malondialdehyd je sekundéarni produkt lipoperoxidace, ktery vykazuje
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cytotoxické a mutagenni udinky (Arguelles et al., 2004). Tert-butylhydroperoxid zvySuje
lipoperoxidace v zavislosti na davce a dobé inkubace (graf 4). Signifikantni narist MDA
vyvolala pouZitd koncentrace tBHP 0,5 mmo/l. Nejvyrazngjsi ndrist byl zaznamenan po 30
min v rozmezi 0,5 — 1,0 mM tBHP. To koresponduje s namé&fenou mitochondrialni produkei
ROS. Nékteré zdroje uvadgji, ze koncentrace GSH musi klesnout pod ur€itou hladinu, aby
byla navozena lipoperoxidace (Tiermenstein et al., 2000). Pfi pouZiti 0,1 mM tBHP doslo k
poklesu intraceluldrniho GSH na 80 % pivodnich hodnot a tato koncentrace tBHP vedla ke
zvy$ené produkci ROS v mitochondriich, nevedla viak je$t€ k signifikantnimu narGstu
lipoperoxidace. Jak jiz bylo Fedeno, k lipoperoxidaci v pifpadé tBHP pfispivaji tercidlni
butoxylovy a butylperoxylovy radikal. Koncentrace MDA byla zvySena jiZ po 5 minutové
inkubaci hepatocytt s 1,5 mM tBHP a dale rostla po cely sledovany interval (60 minut).
Rashba-Step et al. (1997) zjistili, Ze peroxidace membranovych fosfolipid usnadiuje aktivaci
fosfolipdzy A, a mobilizaci kyseliny arachidonové. Tento efekt je spiSe vyvolan zvySenou
hladinou ROS a Ca®* a lipoperoxidace je ptidruzeny jev (Martin et al., 2001). Disledkem
lipoperoxidace je zmé&na biofyzikélnich vlastnosti membrany (fluidita, elektricka rezistence),
méni se podet SH skupin proteinti. Vznikem kifZové vazby mezi zbytkem aminokyselin a
proteini a aldehydovych produkti lipoperoxidace je snizena mobilita plazmatickych proteini.
Nésledkem zvy$ené propustnosti mohou i relativné velké molekuly inraceluldrnich enzymi

vytékat z buiiky (Jakus a Lopuchova, 1999).

7.1.4 Efekt tBHP na aktivitu LDH v médiu

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery je uvolfiovan z bungk
pfi poskozeni plazmatické membrany. VyuZiva se jako pom&meé citlivy ukazatel miry
integrity plazmatické membrany. Hodnotili jsme ¢asovy i koncentratni efekt {tBHP na aktivitu
LDH uvolnéné z hepatocytii v primokultufe do média (graf 3). K signifikantnimu poSkozeni
plazmatické membrany dolo aZ pii inkubaci hepatocytd (30 min) s 1 mM tBHP. Nejprudsi
vzestup aktivity LDH byl obdobné jako u MDA zaznamenan v koncentranim rozmezi tBHP
0,5 — 1,0 mmol/l. To je v souladu s Haidara et al., 2001, kteii zjistili, Ze koncentrace tBHP
0,4-0,5 mmol/l je u hepatocytd piechodnym bodem mezi apoptézou a nekrézou. Signifikantni
néartst aktivity LDH nastal aZ po 15 minutach inkubace s 1,5 mM tBHP. Tyto vysledky znadi,

e lipoperoxidace pfedchézi a urychluje uvolnéni LDH do média.

7.1.5 Efekt tBHP na morfologii hepatocytu
Tert-butylhydroperoxid vyvolavéa sled reakei, které vedou k poSkozeni hepatocytil.

Poskozeni je doprovézeno morfologickymi zménami. Neporudené hepatocyty vykazuji
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vysoky kontrast mezi buiikou a okolnim médiem, maji jasné zfetelnou jadernou membranu,
nizky stupeit granulace cytoplazmy a ostfe viditelné jadro s jadérky (Berry et al, 1991).
Hepatocyty v suspenzi nevytvafeji bun&né kontakty, které jsou pro tyto bufiky velmi
dilezité. Behem izolace prodéldvaji stres a dochazi k Sastetnému poskozeni. Vlivem tBHP
doglo k vyrazné granulaci cytoplazmy a vytvafeni blebl. Po3kozene buiky neméli jasné
ohranigené jadro a nejsou vidét jadérka.

Pro zachovéni specifickych funkei a viability jsou pro izolované hepatocyty nutné
kontakty s rlznymi substrity a rovndZ se sousednimi bufikami (Bemy et al, 1991).
V primokulturéch dochdzi béhem nékolika hodin k obnoveni polygonalniho tvaru hepatocytd.
Neporusené hepatocyty se ke kolagenu prichycuji rychleji neZ &asteCné poskozené buriky.
Bunky po inkubaci s 1,5 mM tBHP maji porugenou integritu cytoplazmatické membrany, coZ
bylo potvrzenou zvy$enim aktivity LDH v meédiu, zvySuje se u nich stupefi granulace
cytoplazmy, jadro kondenzuje, pfestavaji byt viditelnd jadérka, hepatocyty se zakulacuji a

odluduji od podkladu.

Utinek tBHP na buiiku je velmi komplexni. Tert butylhydroperoxid vyvolava depleci
glutathionu a pyridinnukleotidii. Na mitochondrialni trovni inhibuje respiraci. Respiraéni
komplex I je velmi citlivy k oxidaénimu G¢inku tBHP. Inhibice komplexu I {BHP zfejme
predchazi otvefeni PTP. V prvni fazi je respirace substrati komplexu I inhibovéna diky
depleci NADH. Na inhibici se viak zfejmé podili fada dalsich faktord, jako reakce
podjednotek komplexu I s GSSG, poskozeni kardiolipinu atd. Zjistili jsme rovnéZ, Ze i€inek
tBHP na ApH™ zavisi na substratu a tBHP ovliviiuje sniZeni ApH' nejméng pomoci dvou
mechanizmt. Jednim je otevieni PTP a druhy souvis se sniZenou aktivitou komplexu L. Diky
otevieni PTP dochazi zfejmé k dalsi modifikaci komplexu I. Tert-butylhydroperoxid rovnéz
zvySuje mitochondridlni produkei ROS. Nasledkem zvySené produkce ROS a vzniku
butoxylového butylperoxylového radikalu dochdzi k porusenf kalciové rovnovahy, uvolnéni
seleza z vazby na proteiny, lipoperoxidaci bunéénych membran a k bun&né smrti. Efekt
tBHP zavisi na koncentraci a na dobé piisobeni. K nejvyrazn&jdim zménam doslo u vétiny
parametrd pfi pouZiti tBHP v koncentraénim rozmezi 0,5 — 1,0 mmol/l. Nejvyrazn€jsi zmény
aktivity komplexu I byly zaznamenany jiz v koncentraénim rozmezi tBHP 0,1 — 0,5 mmol/l.
Mitochonrie maji v mechanizmu G&inku tBHP na potkani hepatocyty velmi vyznamnou roli,
Nase vysledky jsou v souladu se zji¥ténim, Ze pii pouZiti koncentrace tBHP niZs{ neZ 0,5
mmol/l pievlada u hepatocyill apoptéza a pfi vyssich koncentraci nekréza (Haidara et al,
2001).
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7.2 Hepatoprotektivni icinek SAMe na oxidaéni poSkozeni potkanich
hepatocyti

S-adenosylmethionin (SAMe) se nachazi téméf ve vSech sav€ich bunikdch (Friedel et
al, 1989). Jatra zaujimaji centralni (lohu v metabolizmu SAMe. Bylo zjit€no, Ze aktivita S-
adenosyl-L-methioninsyntazy, enzymu zodpovédného za syntézu SAMe, je sniZena u
pacientll sjaternimi poruchami a vlivem toxického poSkozeni (Corrales et al., 1992).
V rtiznych experimentech bylo prokazéno, e exogenni SAMe vykazuje hepatoprotektivni
udinek pii poskozeni nékterymi hepatotoxiny (Stramentinoli et al, 1978; Gasso et al., 1996;
Lieber, 2002; Lotkova et al., 2005). Rada klinickych studii u &lovéka rovn&z popisuje jeho
pozitivni iéinek pii 16bé nekterych jaternich onemocnéni (Friedel et al., 1989; Ponsoda et al.,
1991; Martinez-Chantar et al., 2002). Mechanizmus u€inku SAMe neni zcela znam. V burice
slouzi jako donor methylovych skupin v transmethyladnich reakcich. Utastni se i methylace
membranovych fosfolipiddi, coZ napomaha udrzeni fluidity membran. Transsulfuratni reakce
SAMe jsou mimo jiné diileZité pii biosyntéze GSH. V nékterych studiich byl popsan pozitivni
efekt exogenniho SAMe na hladinu glutathionu sniZenou vlivem hepatotoxind (Ponsoda et al.
1991; Wu et al., 1996), tim muzZe pisobit protektivné proti oxida¢nimu poZkozeni.

Testovali jsme tedy potencialni efekt SAMe na oxidaéni poSkozeni hepatocytl
vyvolané tBHP. Na zakladé piededlych experimentli jsme pro testovani hepatoprotektivniho
acinku SAMe zvolili 30 minutovou inkubaci bungk s 1,5 mM tBHP. Tato koncentrace
vyvolava nekrézu hepatocytl, coZ je mimi jiné dokumentovino zvy3enou aktivitou LDH
hepatocyty koinkubovany stBHP a SAMe, nebyl protektivni ucinek SAMe prokazan.
Hepatocyty jsme proto nejprve po dobu 30 minut inkubovali se SAMe aZ poté jsme je
vystavili 0¢inku tBHP.

Nejditve jsme hodnotili efekt SAMe na hladinu glutathionu u kontrolnich hepatocytd.
Zjistili jsme, Ze¢ SAMe v koncentraci 25 mg/l a 50 mg/l zvySuje obsah intracelularntho
glutathionu. Na nardstu se podilel jak GSH tak GSSG, jejich pomér se vSak neménil.
Inkubace se SAMe v koncentraci 5 mg/l nemélo na hladinu glutathionu vliv. Tato davka je
ziejmé prili§ mala, aby SAMe mohlo penetrovat do hepatocytt (Bontemps a van den
Berghe,1997). V plazmatické membrang savéich bun€k, neexistuje specificky transportni
systém pro SAMe (Murphy a Spence, 1972). Sulfoniovy iont v molekule SAMe stéZuje jeho
piechod pres membréany. Transportni systém v savéich buiikdch je pouze pro jeho pienos do

mitochondrii (Ilorne et al, 1997). Tert-BHP zpisobil pokles jak GSH, tak celkového
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glutathionu. Koncentrace GSSG ovlivnéna nebyla, ziejmé diky exportu GSSG do
extracelularniho prostedi a vazbou na proteiny. PiestoZze SAMe v koncentracich vy38ich nez
10 mg/ml zvy$oval intracelularni obsah glutathionu, preinkubace se SAMe neovlivnila pokles
intracelularniho GSH ani celkového glutahionu indukovany tBHP. To miZe byt CasteCné
vysvétleno zvy¥enym exportem GSSG do média, coZ jsme bohuZel neméfili. Zda se, Ze
SAMe neovlivituje depleci GSH a tedy 1 depleci pyridinnukleotidii navozenou {BHP.

Proto jsme hodnotili i efekt SAMe na respiraci. SAMe sdm o sobé€ respiraci nijak
neovliviioval. Zda se viak, Ze preinkubace se SAMe méla vliv na sniZeni respirace navozené
vlivem tBHP (Graf 21). Musime v3ak byt velmi opatrni v interpretaci vysledkil, zejména co se
tyka pouzitych koncentraci SAMe, nebot respirace byla hodnocena u permeabilizovanych
hepatocytl. Permeabilizace umoZfiuje snadny vstup SAMe do bun€k a mitochondrie jsou
vystaveny daleko vy3$i koncentraci SAMe neZ v intaktnich buikach. Zajimal nds tedy vliv
SAMe na AuH' u intaktnich bungk. AuH™ jsme hodnotili pomoci akumulace Rho 123.
Samotnd inkubace se SAMe ApH' neovliviiovala. Preinkubace s 25 a 50 mg/! SAMe
signifikantné redukovala sniZzeni ApH" navozené tBHP. NiZ§i koncentrace SAMe neméla na
sniZeni potencidlu vlivem tBHP efekt. JelikoZ stejné koncentrace neovliviiovaly hladinu
glutathionu, lze pfedpokladat jiny mechanizmus ochrany mitochondrii. Tim miZe byt
inkorporace methylovych skupin do fosfolipidii mitochonridlnich membrén. Pro vizualizaci
efektu SAMe na ApH' jsme pouzili JC-1. PH pouZiti SAMe v koncentraci 50 mg/l jsme
zaznamenali jen nepatrny efekt na sniZeni potencidlu vliem tBHP. Pokud jsme oviem pouZili
velmi vysokou koncentraci SAMe (1000 mg/l), hepatocyty po preinkubaci se SAMe a
vystavené tBHP vypadaly podobné jako kontrolni a doSlo k obnoveni oranZové fluorescence
znatici vysoky AuH'. Vysledky zrespirace permeabilizovanych hepatocytll a pouZiti této
velmi vysoké koncentrace sv&déi o ochraném u¢inku tBHP na mitochondrie. Tento Gcinek je
viak podminén dostatednou koncentraci SAMe v buiice a je limitovén pfestupem SAMe pfes
plazmatickou membranu. Podle Bontempse a van den Bergheho (1997) se koncentrace
dostateéna pro vstup do bunék pohybuje okolo 200 puM (= 80 mg/l). SAMe pak muze
piispivat nejen k novotvorbé GSH, ale i k transmethylacim uvnitf bufiky & k syntéze
polyamin(i, kterd je za nékterych stavi sniZend. Udava se, Zze 30 % SAMe v intaktnich
hepatocytech je lokalizovdno v mitochondriich. Jak bylo zminéno, SAMe vstupuje do
mitochondrii pomoci specifického transportniho systému. V mitochondriich pak muiZe byt

vyuzito k methylaci DNA, RNA a proteinit a rovnéz k biosyntéze ubichinonu.
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Zpocatku nas pickvapilo zjisténi, Ze SAMe vkombinaci stBHP umociuje vliv
samotného tBHP na produkci ROS u izolovanych jaternich mitochondrii. Pokud byly
mitochondrie inkubovany pouze s SAMe nedoSlo ke zvySeni produkce ROS. Potenciaéni
efekt SAMe na produkci ROS vyvolanou tBHP miZeme zfejmé Castené vysvétlit tim, Ze
izolované mitochondrie byly v porovnani s mitochondriemi v intaktnich buiikach vystaveny
piili§ vysoké koncentraci SAMe. Navic po demethylaci SAMe pomoci methyltransferaz
vznika s-adenosylhomocystein (SAHo) a nasledné homocystein a adenosin. Enzymem, ktery
umoZiiuje vstup homoceysteinu do transsulfuraénich reakei je cystathionin-f-syntiza. Tento
enzym se viak nachazi v cytoplazmé (Skovby et al., 1984). U izolovanych mitochondrii, tedy
zdd se, dochdzi k akumulaci homocysteinu, ktery miZe byt zodpovédny za zvySeni
mitochondridlni produkei ROS (Tyagi et al., 2005).

Hodnotili jsme také efekt SAMe na lipoperoxidaci navozenou tBHP u hepatocytd v
primokulturach. Inkubace se samotnym SAMe nijak neovliviiuje produkci MDA. Tert-
butylhydroperoxid (1,5 mM, 30 min) indukuje vyrazné¢ zvySeni koncentrace TBARS.
Viechny testované koncentrace SAMe signifikantné sniZily stupeni lipoperoxidace navozené
tBHP, koncentrace TBARS vsak oproti kontroldm ziistala zvySena asi 6x. Cytotoxicita byla
hodnocena pomoci méfeni aktivity LDH v médiu. Inkubace hepatocytl se samotnym SAMe
stejné jako v piipadé MDA neovliviiovala aktivitu LDH v médiu. SAMe vSak pomérné
vyrazné€ sniZzoval aktivitu LDH po inkubaci hepatocytl s tBHP. Tento efekt byl pozorovani u
nejniz8i pouzité koncentrace 10 mg/l. Tyto vysledky potvrzuji protektivni viiv SAMe na
poskozeni hepatocytli vyvolané tBHP. Vzhledem k tomu, Ze jsme nepozorovali vliv SAMe na
snizeni hladiny GSH vlivem tBHP, lze tento efekt pfidist spife transmetyla¢nim reakcim,
zejména transmetylacim membranovych fosfolipidd lokalizovanych na vné&j&i  strané
plazmatické membrany, kde byla detekovana methyltransferazova aktivita (Schanche et al,
1981). To potvrzyji i vysledky Bontempse a van den Bergheho (1997). Za hlavni methylaéni
reakci byla oznafena preména fosfatidylethanolaminu na fosfatidylcholinu, jejichZ optimalni
pomér je dillezity pro udrZeni struktury a funkce membrany (Boelsterli et al, 1983).

Zavérem lze fici, Ze hepatocyty poskozené tBHP jsou vhodnym modelovym systémem
pro studium latek s potencidlnim hepatoprotektivnim U€inkem. Pokud pouzivame
permeabilizované buiiky popfipadé izolované organely musime byt opatrni pfi interpretaci
vysledkli, a to zejména u t&ch hepatoprotektiv, kterd maji omezeny priichod pfes
cytoplazmatickou membranu. Je tieba také zvazit pfitomnost metabolickych drah v daném

modelovém systému.
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8 ZAVERY

Vzhledem ke zhorfujicimu se Zivotnimu prostfedi a dal§im vliviim (vzristajici

konzumace alkoholu, zneuZivani lékti a drog) je dnes toxické poSkozeni jater vaZnym

zdravotnim problémem. Oxidaéni stres je jednim z nejvyznamnéjSich mechanizmi, kterymi

hepatotoxiny vyvolavaji bun&énou smrt. Mitochondrie maji velmi dileZitou roli v rozvoji

jaterniho poskozeni. § vyuzitim tBHP jako modelové latky k indukci oxidaéniho stresu se

ndm na naSe pracovi§t®é podafilo zavést a optimalizovat metody méfeni parametri

energetického metabolizmu (méfeni respirace, MMP, produkce ROS, bobtnani mitochondrif)

na modelu izolovanych potkanich hepatocytl resp. jaternich mitochondrii. Tyto metody jsme

nasledn& pouzili ke zkoumdni mechanizmu toxického u€inku tBHP. Zjistli jsme Ze:

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

tBHP v zavislosti na davce a dobé pisobeni inhibuje mitochondrialni respiraci.

Aktivita respira¢éniho komplexu I je mnohem citlivéj$f k oxidaénimu uinku tBHP ve

srovnani s aktivitou respiratniho komplexu IL.

Pokles aktivity komplexu [ uéinkem tBHP spiSe predchazi, neZ nasleduje otevieni

nespecifického poéru ve vnitini mitochondrialni membrané — PTP.
tBHP zvysuje mitochondridlni produkei ROS
tBHP velmi vyrazné sniZuje mitochondrialni membranovy potencial

tBHP snizuje MMP riliznymi mechanizmy. Jednim z nich je inhibice respiraéniho

komplexu I nezavisld na cyklosporinu A a druhym je otevieni PTP.

tBHP vyvolava lipoperoxidaci, ktera pfedchazi a urychluyje destrukeci buné&nych

membran.

Tert-butylhydroperoxid pro sviij toxicky efekt nevyZaduje metabolickou pfeménu

v cytoplazme.

Dalsim cilem mé prace bylo vyuziti modelu toxického posSkozeni izolovanych

potkanich hepatocyti tBHP ke studiu potencialng hepatoprotektivniho G¢inku SAMe.

9

Na$e vysledky potvrzuji protektivni vliv SAMe na poSkozeni hepatocyth vyvolané

tBHP.
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10} Vzhledem k tomu, 7e jsme nepozorovali vliiv SAMe na sniZeni hladiny GSH ucinkem
indukované tBHP, lze tento efekt pii&ist spie transmetylaénim reakcim, neZ reakcim

transsulfuradénim

11) Pro pHznivy vliv na bun&éné organely je tkeba pouzit dostatetné koncentrace SAMe,

které umoZni jeho vstup do bunék pfes plazmatickou membranu.

12) Pokud pouZivame permeabilizované buiiky, poptipad€ izolované organely, musime byt
opatrni pii interpretaci vysledkd, nebot' organely vystavujeme daleko vysSim
koncentracim SAMe v porovnéni s intaktnimi buitkami. Tyto vysoké koncentrace

nemusi byt prosp&sné.

13) Je tieba zvaZit pHtomnost metabolickych drah v daném modelovém systému.

Z4vrem lze ¥ci, Ze jsme na nade pracovi§t® zavedli metody hodnoceni energetického
metabolizmu, které jsme vyuzili ke zkouméni mechanizmu oxida¢niho poSkozeni izolovanych
hepatocyti a nésledné ke zkoumani mechanizmu G€inku latky s potencidlnim
hepatoprotektivnim efektem.

V posledni dob& se izolované hepatocyty uplatituji také v klinické praxi pfi 1é€bé
akutniho jaterniho selhani. Posouzeni energetického metabolizmu hepatocyt miZe vyznamné
piispét k vybéru optimalnich izolatnich médii a podminek pro uchovani a péstovani

hepatocyth.

Tato prace byla podpoiena granty: GACR 303/03/1065, GAUK 126/04/C a MSM
0021620820
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