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SEZNAM ZKRATEK

ATP adenosintrifosfat

CM-H,DCF(DA) 5-(a 6-)chloromethyl-2",7"-dichlorodihydrofluorescein(diacetat)
GSH redukovany glutathion

GSSG oxidovany giutathion (glutathiondisulfid)
HPLC vysokoutinna kapalinova chromatografie
LDH laktatdehydrogenasa

MDA malondialdehyd

MMP mitochondrialni membranovy potencidl
PTP permeability transition pore

Rho123 rhodamin 123

RNS reaktivni sloudeniny dusiku

ROS reaktivni sloudeniny kysliku

SAMe S-adenosylmethionin

TBARS thiobarbituric acid reactive substances
tBHP terciarni butylhydroperoxid

WE Williamsovo médium E

1 LITERARNI PREHLED

1.1 Toxické poSkozeni jater

Jatra maji centralni toli vmetabolizmu Zivin a jsou také hlavnim orginem
biotransformace vétsiny exogennich latek. Jsou proto &astym cilem toxického Géinku mnoha
latek, mezi n&Z pafi i celd fada 1ékil. Hepatotoxiny a jejich metabolity mé&ni nebo vyvolavaji
rizné biochemické reakce, které poskozuji bundéné makromolekuly, coZ miZe vyustit
vbun&nou smrt. Oxidatni stres je jednim z nejvyznamn&jSich mechanizmii, kterymi
hepatotoxiny vyvolavaji poSkozeni jater. Jednd se o komplexni proces, jehoZ mechanizmus
neni zcela objasnén. Reaktivni formy kystiku (ROS) jsou zndmy jako toxické latky, které
oxiduji bun&éné komponenty a podkozuji buiiky. Podle souasnych poznatkii se nékteré ROS
v nizkych subtoxickych koncentracich jako druzi poslové udastni pfenosu signdlu a podileji
se na regulaci nékterych bun&nych d&ji (Thannickal at al, 2000). Primarnim ROS je
superoxidovy radikdl. Mezi ROS dale patii peroxid vodiku, hydroxylovy radikal a peroxylovy
radikal. ZvlaStni postaveni mé radikdl oxidu dusnatého NO, kiery mi¥e reagovat se
superoxidem za vzniku peroxodusitanu (ONOO’) (Valko et al., 2006). PoruSeni rovnovahy
mezi vznikem reaktivnich metabolitii a jejich detoxikaci vede k toxickému poskozeni jater.

Reaktivni metabolity vyvolavaji nebo méni riizné biochemické reakce a ovliviiuji
proteiny, lipidy a DNA. Tyto biochemické zmé&ny mohou bud pfimo zasihnout bund&né
organely, nebo je nepfimo ovlivnit prostfednictvim aktivace/inhibice signalnich kinaz,
transkrip&nich faktorli a genové exprese. Nasledkem intracelulémiho stresu miZe byt bud
piimé spudténi nekrotickych, popiipadé apoptotickych procesdi, nebo senzitivizace bundk
k letalnimu poSkozeni slozkami imunitniho systému (Kaplowitz et al., 2002).
1.2 Uloha mitochondrif p¥i toxickém poskozeni jater

Mitochondrie hraji v mechanizmu jaterniho poskozeni velmi vyznammou roli. Tyto
organely plni v butice celou fadu funkei. Jsou nejvatsim producentem energie ve formé ATP,
podileji se na udrzovani redoxniho potencidlu, termoregulaci, modulaci Ca®" signéalu, jsou
zdrojem ROS, podileji se na bundéné signalizaci a v neposledni ¥ad¥ spoudti a reguluji
buné€fnou smrt. Detailni posouzeni energetického metabolizmu butiky je tedy zakladni pro



pochopeni mechanizmu toxického Wginku latek a eventulnd pro posouzeni efektu latek
s potencialnim hepatoprotektivnim efektem.

1.3 Ochrana jater pi‘ed pofkozenim

V hepatocytech naltésti existuje fada ochrannych mechanizmi a za fyziologickych
podminek je tvorba ROS a RNS v dynamické rovnovéze s jejich odstratiovénim. Obecné 1ze
Hci, Ze existuji 3 fize antioxidani ochrany. V prvni fazi se uplatituji mechanizmy, které
omezuji samotnou tvorbu ROS a RNS. Sem patfi naptiklad mimé rozpfazeni ,mild
uncoupling mitochondridln{ respirace a fosforylace (Skulachev, 1999), chelatace ionté Zeleza
a_inaktivace enzymovych systémi zodpovédnych za tvorbu reaktivnich metaboliti
(Cervinkova, 1999). Ve druhé fazy se uplatituji antioxidanty, kieré degraduji jiZ vytvofené
ROS a RNS. Do této skupiny ochrannych mechanizmi patti antioxidatni enzymy i
neenzymové latky. NejdiileZit&j$imi antioxidatnimi enzymy jsou superoxiddizmutiza (SOD),
glutathionperoxidéza a katalaza. Neenzymové antioxidanty zahruji vitamin C, vitamin E,
karotenoidy, thiolové antioxidanty (glutathion, thioredoxin, lipoova kyselina), pfirodni
flavinoidy, melatonin, bilirubin a dal¥i sloudeniny. N&které latky piisobi ve vodném prostiedi,
Jiné v membréanach a dal3i v obou. N&které anitoxidanty mohou regenerovat jiné antioxidanty
a obnovovat jejich funkei. Do tieti skupiny zahrnujeme mechanizmy reparace a regenarace
poskozené tkang.

1.4 Modelové systémy pro studium toxického po¥kozeni jater

Ke studin hepatotoxicity riznych latek se vyuZivaji in vivo a in vitro modely.
Hlavnimi problémy studii in vivo jsou jejich vysokd ekonomické narocnost, eticka a
legislativni omezenf spojend s pouZitim laboratornich zvi¥at a v neposledni fadé také omezeni
vyplyvajici zmezidruhovych rozdild. V posledni dobé se do popredi dostavaji studie
v podminkach in vitro. Zatimeo v podminkach in vivo lze zachytit idinek nejen na tirovni
bun&tné nebo cilového organu, ale i vazby mezi jednotlivymi organy a vedlejsi ucinky, in
vitro modely jsou uéinné a cenové dostupné néstroje k zjidténi specifickych mechanizmi za
pfesn konirolovanych podminek. Proto je numé vysledky studii v podminkach in vitro
porovnat a doplnit o pokusy iz vivo. Nespornou vyhodou i vitro modeht je moznost pouziti
lidskych tkani a bungk. Vysledky studii provadénych na riiznych ivo&isnych druzich in vivo
totiz nemohou byt s jistotou pfeneseny na Slovéka (Kosina et al., 1999). Na naSem pracovisti
pouzivime izolované hepatocoty a izolované mitochondrie.

Izolované hepatocyty jsou dnes jednim z kli€ovych modelis experimentalni toxikologie
a farmakologie. SlouZ{ pro studium toxicity a metabolizmu xenobiotik, pro analyzu obecnych
i jaternich specifickych funkei, molekulamich mechanizmii genové regulace a pro studium
mechanizmi jaternich onemocnéni.

Izolované mitochondrie se pouZivaji ke studiu efektl chemickych létek na oxidadni
fofsforylaci, syntézu ATP a B-oxidaci mastnych kyselin.

L5 tBHP jako modelovi litka pro studium oxidaéniho poSkozeni hepatocyti

Terciami butylhydroperoxid (tBHP) je modelova latka, ktera je &asto vyuZivana pro
studium mechanizmu oxidacniho stresu. Je to analog lipidovych hydroperoxydi tvofenych
béhem oxidatniho stresu v buiikach. Mechanizmus ¢inku tBHP je &Astetnd znam, je proto
vhodny i pro zavadéni metod hodnoceni oxidadniho poskozeni. Tert-BHP neni narozdil od
peroxidu vodiku degradovan katalazou a lze ho pouZit ke zkoumani zavisloti oxidadniho
podkozeni na davce oxidantu. Tert-BHP snadno pronika do buiiky, kde je pomoci riznych
cest metabolizovan. Bylo zjidténo, e &ast volngch radikali indukovanych tBHP vznika
v mitochondriich a mitochondrie hraji kKli¢ovou roli v mechanizmu toxického adinku tBHP
(Brambilla et al., 1998). Tert-BHP vyvolava rychlou oxidaci mitochondri4lnich pyridinovych



nukleotidii, rozvrat kalciové homeostazy, zvySeni mitochondridlni produkce ROS, oxidatni
poskozeni bun&&nych makromolekul a bun&&nou smrt (Lemasters et al., 2002).

1.6 SAMe jako litka s potencidlné hepatoprotektivnim u€inkem

S-adenosylmethionin (SAMe) je biologicky aktivni slouenina obsahujici siru, ktera se
nachézi prakticky ve vSech Zijicich organizmech (Friedel et al, 1989). SAMe je po ATP
druhym nejéast&ji vyuZivanym substratem enzymovych reakei (Grillo a Colombatto, 2005) a
ulastni se transmetylaci, transsulfuraci a syntéz polyaminii. PfestoZe je jeho tvorby schopna
vétina lidskych bun€k, centralni tilohu v metabolizmu SAMe plni jatra. Bylo zjiSténo, Ze
aktivita S-adenosyl-L-methionin syntdzy, enzymu zodpov&dného za syntézu SAMe, je
sniZzen4 u pacientll s jaternimi poruchami a vlivem toxického poskozeni (Corrales et al.,
1992). Vriznych experimentech bylo prokidzano, Ze exogenni SAMe vykazuje
hepatoprotektivni uinek pii poSkozeni nékterymi hepatotoxiny (Stramentinoli et al, 1978;
Lieber, 2002). Rada klinickych studii u &lovéka rovndz popisuje jeho pozitivni u&inek pii
1¢€bé nékterych jaternich onemocnéni (Martinez-Chantar et al, 2002). Mechanizmus uinku
SAMe neni zcela znam. V butice slouZi jako donor methylovych skupin v transmethylacnich
reakcich. Ulastni se i methylace membranovych fosfohpldu, coZ napomaha udrZeni fluidity
membran. Transsulfuralni reakce SAMe jsou mimo jiné dileZité pfi biosyntéze GSH.
V n&kterych studiich byl popsén pozitivni efekt exogenniho SAMe na hladinu glutathionu
sniZenou vlivem hepatotoxinii (Wu et al, 1996), tim miiZe pisobit protektivng proti
oxidaénimu poskozeni.

2 CILEPRACE

a) Zavedeni metody méfeni spotfeby kysliku na modelu izolovanych hepatocyti a
izolovanych mitochondrii pomoci high-resolution oxygraphy.

b) Studium zmén membranového potencialu jaternich mitochondrii

¢) VyuZiti méfeni zm&én energetického metabolizmu hepatocyt jako ukazatele toxického
poSkozeni jater modelovou latkou terciarnim butylhydroperoxidem (tBHP) a zkouméani
mechanizmu jeho \i¢inku in vitro na izolované potkani hepatocyty.

d) VyuZiti modelu oxidatniho podkozeni hepatocytii pro testovani potencionalniho
hepatoprotektivniho uéinku s-adenosylmethioninu (SAMe)

3 METODIKY

Hepatocyty a jaterni mitochondrie jsme izolovali z dospélych samch potkanti kmene
Wistar o hmotnosti 180 aZ 240 g. Potkani byli chovani za standardnich podminek. Protokoly
pokusil byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani podle zakona &.
246/92 Sb. vplamém zn&ni, §17, 3c. pfi Lékaiské fakult® v Hradci Kralové Univerzity
Karlovy v Praze.

Hepatocyty jsme izolovali metodou dvoustupiiové perfize jater pomoci kolagenazy
(Seglen, 1976). Viabilita hepatocyti byla stanovena pomoci exkluze trypanové modfi
(Tryptan blue, Sigma-Aldrich). Pro nase experimenty jsme pouZili jen hepatocyty s viabilitou
vy$8i neZ 90 %. Denzitu bungk jsme poéitali v Burkerové komiirce. Cast hepatocytii jsme
pouZili pro méfeni respirace pomoci vysokoudinné respirometrie (Oxygraf Oroboros-2k) a pro
detailni posouzeni Ay, (TPP"* selektivni elektroda). Ostatni buiiky jsme kultivovali bud®
v suspenzi, nebo v primokulturach.



Suspenze o denzité 1 milion bun&k v 1 ml média jsme kultivovali v lahvidkach o
objemu 50 ml v CO; inkubatoru (Sanyo, MCO-17AIC) v 5 % atmosféte CO, pti 37 °C. Jako
kultivadni médium byl pouzit Krebs-Henseleitiv roztok.

Pro wlely kultivace hepatocyti v primokulturach jsme buiiky nafedily na denzitu
1.10°bun&k/ml Williamsova E (WE) média obohaceného o n&které substrity. Do WE média
bez L-glutaminu a fenol&ervens (Biotech) jsme pidali fetalni bovinni sérum (10 %, Biotech),
L-glutamin (2 mM, Biotech), penicilin (200 IU/ml, Biotech), streptomycin (0,2 mg/ml,
Biotech), inzulin (0,08 IU/ml, Actrapid HM inj., Novo Nordisk), prednizolon (0,5 pg/mi,
Solu-Decotin, Merck) a glukagon (0,008 pg/ml, Glukagen 1 mg inj HYPOKIT, Novo
Nordik). Na kolagenované (Collagen Type I from Rat Tail, Sigma-Aldrich) Petriho misky
Jjsme napipetovali 2 ml suspenze hepatocytii ve WE médiu. Hepatocyty jsme poté ponechali 2
hodiny v CO, inkubétoru (5% CO,) pfi 37 °C k ptichyceni ke kolagenu. Poté jsme médium
vletng nepfichycenych bungk odséli a priméarni kultury jsme pouzili pro experimenty.

K hepatocytim v kontrolnich skupinach d4vame kompletni WE médium (opét 2 ml),
do ostatnich pak stejné médium, které navic obsahuje terciarni butylhydroperoxid (Fluka)
a/nebo SAMe (Ademetionini hydrogenobutandisulfonas, Transmetil, Abbott). Misky jsou
inkubovény pti 37 °C v 5% atmosféte CO;, po stanovenou dobu. Po jejim uplynuti se odebere
médium na biochemicka stanoveni a buiiky se pak bud’ déle kultivuji nebo se vyuZiji pro
riznd méfeni. Velkeré manipulace, jak sroztoky tak i s buiikami, jsou provadény
v laminamnim boxu za sterilnich podminek.

Pro posouzeni morfologickych znaké hepatocyti jsme pouZili invertovany mikroskop
s fazovym kontrastem Olympus CK 40, digitalni fotografie byly potizeny pomoci digitdlniho
fotoaparatu Olympus, Camedia 4040.

Mitochondrie byli izolovany z potkanich jater metodou diferenéni centrifugace
(Schneider a Hogeboom, 1951).

Obsah proteinii byl stanoven Lowryho metodou (Lowry et al., 1951).

Jako marker integrity plazmatické membrany jsme méHli aktivitu LDH v médiu LD-L
kit, Sigma-Aldrich). Tvorba malondialdehydu (TBARS) byla méfena spektrofotometricky a
slouzila jako ukazatel lipoperoxidace.

Obsah GSH a GSSG v hepatocytech jsme méfili pomoci HPLC (Discovery C18,
Supelco) s fluorimetrickou detekei (k detivatizaci slou#i o-ftalaldehyd, Sigma-Aldrich)
vychézejici z metodiky Hissina a Hilfa (1976). Ke zpracovani dat jsme pouZili program
CSW32 System (DataApex).

Mitochondrialni membrénovy potencial (MMP) jsme hodnotili pomoci akumulace
Rhodaminu 123 (Rho 123). Jeho koncentraci v médin jsme méfili na spektrofluorimetru
Perkin Elmer LS 50B. Pro vizualizaci MMP jsme buiiky barvili sondou JC-1 (Molecular
Probes). Buiiky byly pozorovéany pomoci epifluorescenéniho microskopu Nicon Eclipse E-
400. Mikrofotografie jsou pofizeny digitalni kamerou Nicon COOL 13000 CVDS a k jejich
zpracovéni a analyze byl pouZit software Image analysis system LUCIA LIM (Laboratory
Imaging). K detailnimu posouzeni MMP jsme pouzili TPP" selektivni elektrodu. M&feni jsme
provadeli v K-médiu (100 mM KCl, 10 mM Tris-HC, 3 mM MgCly, 4 mM KH,PO,, 1 mM
EDTA, pH 74) za laboratorni teploty pti hustot§ bungk 1,85 x 10° /ml. Elektroda byla
pfipravena podle prace Kama et al. (1979) a pfiprava membriny byla modifikovana dle
metody Shinba et al. (1978). Kalibraci jsme provadsli postupnym piidavkem TPP*.
Hepatocyty byly permeabilizovany digitoninem, poté jsme k nim pfidali respiratni substraty,
rotenon a eventuelng cyklosporin A (CSA).

Mitochondrialni produkce ROS byla monitorovana pomoci fluorescen¢ni emise CM-
H,DCFDA (Molecular Probes), respektive CM-DCF. Mitochondrie (150 pg proteinu/ml) byly
inkubovany v K-médium s(BHP, SAMe, respiraénimi substraty a 400 nM DCFDA.
Fluorescence byla mé&fena na Spectrofluorimetru TECAN Infinite M200 po dobu 60 min.



Bobtnani mitochondrii, jako marker otevieni PTP, bylo hodnoceno pomoci méfeni
poklesu absorbance (Shimadzu UV — 1601) suspenze mitochondrii pti 520 nm. M&feni jsme
provadeli ve swelling médiu (125 mM sacharéza, 65 mM KCl, 10 mM HEPES, pH 7,2).

K testovani statistické vyznamnosti byla pouZita jednofaktorovda ANOVA,
k porovnévani rozdili mezi jednotlivymi skupinami byl pouZit Tukey-Krammeriv test.
Testovéani bylo provedeno pomoci statistického programu GraphPad Instat 3.06 a k vytvoteni
grafi byl pouZit MS Excel. Vysledky jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér
se smérodatnymi odchylkami. Pfed zapodetim pokusii byla hladina statistické vyznamnosti
stanovena na o = 0,05.

4 VYSLEDKY

4.1 Vliv tBHP na izolované potkani hepatocyty a mitochondrie

4.1.1 Morfologické zmény hepatocytii po piisobeni tBHP

Vzhledem k pom&me rychlému piisobeni tBHP je moZné studovat jeho uginek i na
suspenzi hepatocytli, jejiz Zivotnost je omezena na dobu nékolika hodin. Hepatocyty
v suspenzi maji kulaty nebo ovalny tvar. Vlivem tBHP doglo ke zvyeni po&tu poskozenych
hepatocytd. Hepatocyty jsou vyrazné granulované, vytvafeji bleby, nemaji jasné ohranidené
jadro a nejsou vidét jadérka.

Pro zachovéni specifickych fimkei a viability jsou pro izolované hepatocyty nutné
kontakty s riznymi substrity a rovn&Z se sousednimi bufikami (Berry et al, 1991).
V primokulturach dochézi b&hem nékolika hodin k obnoveni polygonalniho tvaru hepatocyti.
NeporuSené hepatocyty se ke kolagenu pFichycuji rychleji neZ &asten& pokozené buiiky.
Narozdil od suspenzi zde miZeme snadn&ji eliminovat hepatocyty poSkozené bshem
izolatniho procesu. Buiiky maji polygondlni tvar, neporuSenou plazmatickou membranu,
nizce granulovanou cytoplazmu, ostfe ohranitené¢ jadro sn¥kolika jadérky a vytvateji
mezibun&né kontakty. Butiky inkubované 30 min s 1,5 mM tBHP maji poruenou integritu
cytoplazmatické membrany, zvySuje se u nich stupeil granulace oytoplazmy, jadro
kondenzuje, pfestavaji byt viditelna jadérka, hepatocyty se zakulacuji a odluduji od podkladu.

4.1.2 Vliv tBHP na aktivitu LDH v médiu primdrni kultury hepatocytii

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery je pii poskozeni
plazmatické membrany uvoliiovan z bungk. Hodnotili jsme Sasovy i koncentratni efekt tBHP
na aktivim 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. Poté bylo médium odebrano a
pouZito jednak k méfeni aktivity LDH a také k méfeni koncentrace MDA. Pfi inkubaci s 0,1 a
0,5 mM tBHP nebylo zaznamenano signifikantni po3kozeni cytoplazmatické membrany.
ImM (BHP vyvolal vice neZz 4nasobny narist aktivity LDH v médiu oproti kontrolam.
Nejdramati¢téj$i nartst aktivity LDH v médiu nastal v koncentradnim rozmezi tBHP 0,5 — 1,0
mmol/l. Unik LDH do média pak déle nariistal, nariist viak jiZ nebyl tak prudky. K testovani
Casové zavislosti viivu 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. B&hem prvnich
15 minut inkubace s 1,5 mM tBHP nedoslo k signifikantnimu naristu aktivity LDH v médiu.
Signifikantni nariist nastal po 20 minutach inkubace. Aktivita LDH v médiu pak dale rostla
s prodluzujici se dobou inkubace a po hoding dosahla vice nez 20nasobku pitvodnich hodnot.
Kontrolni hepatocyty byly rovnéz inkubovany po dobu 15, 30 a 60 minut a délka inkubace
neméla statisticky vyznamny vliv na inik LDH do média,



4.1.3 Vliv tBHP na lipoperoxidace v primdrni kulture hepatocytii

Malondialdehyd wvnikd peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. Zmany
koncentrace MDA 'slouz{ jako ukazatel lipoperoxidace. Hodnotili koncentraéni a Casovy efekt
tBHP na lipoperoxidaci. M&ili jsme koncentraci MDA (resp. TBARS) v médiu po 30
minutové expozici hepatocytii 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mM tBHP. K signifikantnimu naristu
lipoperoxidace dolo u koncentrace tBHP 0,5 mmol/l. Nejvyrazngjsi nardst koncentrace MDA
v médiu byl podobn& jako w LDH zaznamenan po 30 min v rozmezi 0,5 — 1,0 mM tBHP kdy
se koncetrace tBHP najednou zvyiila asi 5x. Poté nartist koncentrace MDA pokracoval, aviak
byl mén& strmy. Viechny testované dasové intervaly inkubace (5; 10; 15; 20; 30 a 60 minut) s
1,5 mM tBHP vyvolaly signifikantni zvy3eni lipoperoxidace, kdy koncentrace MDA mezi 0 —
30 minutami rostla témdf linearn.

4.1.4 Viiv tBHP na hladinu glutathionu v hepatocytech primdrnich kultur

Glutathion se v buiice vyskytuje ve dvou formach - redukované (GSH) a oxidované
(GSSG). Pomér mezi témito formami informuje o redoxnim stavu buitky. P¥i 30minutové
inkubaci hepatocyti s tBHP doslo ji* pii pouZiti velmi nizké koncentrace tBHP (0,1 mM) k
poklesu GSH asi na 80 % piivodnich hodnot. PHi inkubaci s 1,5 mM tBHP byl pokles jests
vyrazn&j8i. Intracelulamni koncentrace GSSG v obou pfipadech vzrostla. Inkubace hepatocytii
s tBHP méla v obou ptipadech za ndsledek signifikantni sni¥eni intracelulamiho obsahu
celkového glutathionu. V pripadd 1,5 mM (BHP klesl obsah celkového intracelularniho
glutathionu vice nez o polovinu. Ubytek intracelularniho glutathionu byl Sastedné zpisoben
transportem GSSG zbuilky, o &emz svédSilo zvySeni GSSG vmédiv. U hepatocyti
inkubovanych s1,5 mM tBHP do3lo k signifikantnimu  snizeni celkového glutathionu
(intraceluldmiho + extracelulariho).

4.1.5 VIiv tBHP na akumulaci Rho 123 hepatocyty v primdrni kulture

Hodnotili jsme vliv tBHP (0,1; 0,5; L,0; 1,5; a3 mM; 30 min) na schopnost akumulace
Rho 123 hepatocyty v primokultute. Tert-BHP velmi vyznamn€ snizuje schopnost hepatocyti
akumulovat Rho 123. Tento pokles zavisi na divce tBHP. Jiz nejnizsi pouZitd koncentrace
tBHP (0,1 mM) navodila signifikantni pokles ApH'. K nejprudiimu poklesu do3lo v
koncentraénim rozmezi 0,5 — 1 mmol/! tBHP. Ani Pfi pouZiti nejvys3i koncentrace tBHP (3
mM) po dobu 30 minut nebyl AuH" kompletn zniten a po odetteni nespecifické vazby Rho
123 se pohyboval okolo 20 % pivodnich hodnot,

4.1.6 Vliv tBHP .na akumulaci TPP* hepatocyty v suspenzi permeabilizovary'ch
digitoninem
K detailn€j$imu posouzeni mitochondrislniho membranového potencidlu jsme vyuzili
akumulaci TPP*. TPP* je rovn&z lipofilni kationt, ktery se podobn& jako Rho 123 v zavisiosti
na AuH" hromadi v mitochondriich. TPP* neni fluorescendni sonda a jeho koncentraci v
médiu jsme mé&fili pomoci iontové selektivni elektrody. Z diivodd pomalého priichodu TPP* a
respiraénich substratii pfes plazmatickou membrinu jsme butiky permeabilizovali pomoci
digitoninu. Tert-BHP snizil ApH" hepatocyti energizovanych substraty pro komplex 1 i pro
komplex II. Cyklosporinu A (CSA), inhibitor nespecifického poru ve vnitini mitochondrialni
membrang, neovlivnil pokles AuH* vyvolany tBHP u hepatocytit energizovanych substraty
komplexu 1. Pokud jsme jako respiradni substrat pouZili sukcint, efekt tBHP na AuH" byl
kompletng inhibovan CSA i za pouziti vysoké koncentrace tBHP (BmM).

4.1.7 Vliv tBHP na respiraci hepatocytit v suspenzi permeabilizovanych digitoninem
ProtoZe je znémo, Ze oxidadni stres ovliviije funkei mitochondrii a ni&f AuH", zajimal
nés vliv tBHP na respiraci. Jak jiz bylo fedeno vySe, z diivodi pomalé prostupnosti
respiralnich substrati pres plazmatickou membranu byly hepatocyty permeabilizovany



digitoninem. Krom¢ dalich parametrd jsem hodnotili koncentratni a ¢asovy vliv tBHP na
aktivitu respiraéniho komplexu I a komplexu II. Pii testovani koncentradni zévislosti jsme
hepatocyty inkubovaly s tBHP 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 a 3 mmol/l po dobu 30 minut. Viechny
testované koncentrace vyvolaly signifikantni pokles aktivit obou komplexii. Komplex I je
viak daleko citlivéj$i k oxidadnimu po¥kozeni tert-butylhydroperoxidem. Nejvyrazngjii
pokles aktivity kompexu I nastal vkoncentratnim rozmezi tBHP 0,1 - 0,5 mmol/l, kdy
respirace klesla asi na 30 % kontrolnich hodnot. Respirace pak dale mirné klesla pfiblizné na
20 %. RovnéZ aktivita komplexu II byla nejvyrazn&ji snizena pfi pouZiti 0,1 — 0,5 mM tBHP.
Pokles byl viak mensi a ani pfi aplikaci 3 mM tBHP nedoslo ke sniZeni aktivity komplexu II
pod 50 % piivodnich hodnot. Casovou zéavislost jsme hodnotili. po 5; 10; 15; 20 a 30
minutovych inkubacich s 1,5 mM tBHP. Aktivita komplexu I klesala rychleji a vyrazngji nez
aktivita komplexu II.

4.1.8 Vliv tBHP na respiraci izolovanych mitochondrii a jaterniho homogendtu

Pfi studiu energetického metabolizmu se velmi dasto vyuZivaji izolované
mitochondrie. Tkatiové homogenity obsahuji rozbité buiky a fadu latek, které mouwhou
interferovat s nékterymi metodami, nicméng vzhledem k pom&mé nenirotné piipravé jsou
také vyuZivany. Proto nas zajimala moZnost pouZiti i t&chto modeld pti studiu energetického
metabolizmu:. V obou modelovych systémech je zachovano sptaZeni respirace a fosforylace,
coZ svéd¢i o dobrém stava mitochondrii. tBHP ovliviioval aktivitu respiraénich komplext
podobné ve viech tfech systémech. Respiratni komplex 1 je vice citlivy k oxidatnimu
plisobeni tBHP, nez komplex II. V3echny tfi modely se zdaji byt vhodné pro studium
energetického metabolizmu jater.

4.1.9 Vliv tBHP na mitochondridini produkci ROS

tBHP je metabolizovan na volné radikdly a zvy$uje endogenni produkci ROS. Za
nejvyznamn&ji endogenni zdroj ROS v builce jsou povaZovéany mitochondrie. Vliv tBHP na
mitochondridlni produkci ROS jsme hodnotili u izolovanych mitochondrii s vyuZitim sondy
CM-H,DCFDA. Tato sonda pronikd pfes membrany do bun&k a do mitochondrii, kde je
hydrolyzovéna a po reakci s ROS vznikd fluorescenéni produkt. Sledovali jsme nérfist
fluorescence v suspenzi mitochondrii v K médiu vyvolany vlivem 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 a 3,0 mM
tBHP. Fluorescenci jsme méfili kazdych 5 minut po dobu 1 hodiny. Zjistili jsme, %e tBHP v
zévislosti na dob€ inkubace zvySuje mitochondriélni produkci ROS. Nejvy3§i pouZita
koncentrace tBHP (3mM) vSak nebyla spjata s nejvyssi koncentraci ROS. Maximalni
produkce ROS nastala pii inkubaci mitochondrii s 1,0 mM tBHP. Hodnotili jsme také vliv
respiraCnich substrati na mitochondrialni produkci ROS. Piidavek glutamatu+malatu i
sukcinatu (bez rotenonu) k mitochondriim poskozenym 1,5 mM tBHP zvysil fluorescenci
DCF. Se substraty pro komplex I bylo zvy$eni produkce ROS navozené vlivem 1,5 mM tBHP
vyrazngj$i neZ se sukcindtem.

4.1.10 Viiv tBHP na bobtndni mitochondrii

Vysoka intramitochondrialni koncentrace Ca®*, Pi, ROS a dalSich latek m4 za nasledek
nespecifické zvySeni permeability vnitini mitochondrialni membrany pro ionty a substraty do
1,5 kDa. ZvySen4 permeabilita je zptsobena otevienim PTP. Jednou z metod hodnoceni
otevieni PTP je sledovani poklesu absorbance suspenze mitochondrii v diisledku zmén jejich
objemu. Sledovali jsme vliv tBHP na otevieni PTP. 3 mM tBHP vyvolal pokles absorbace.
ZvySena koncentrace Ca>" (400 uM) vedla rovnd? k bobtnani mitochondrii. Pokud jsme
kombinovali vliv tBHP a Ca®* do¥lo ke znésobeni efekiu a k daleko masivn&j$imu sniZeni
absorbance. Pfidavkem Cyklosporinu A (CSA), inhibitoru PTP pfed tBHP a Ca®" jsme
bobtnani mitochondrii tém&f Opiné zablokovali.
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4.2 Efekt SAMe na potkani hepatocyty poSkozené tBHP

Model toxického po¥kozeni hepatocyti tBHP jsme se rozhodli vyuZit pro testovani
latky s potencidlng hepatoprotektivnim 1i¢inkem. Zvolili jsme s-adenosylmethionin (SAMe).
Hepatocyty po pfichyceni jsme nejprve po dobu 30 minut inkubovali se SAMe
v koncentracich 5, 25 a 50 mg/l, poté jsme médium vyménili za médium obsahujici 1,5 mM
tBHP a inkubovali po dal§ich 30 minut.

4.2.1 Efekt SAMe na morfologii hepatocytii poskozenych tBHP

Hepatocyty inkubované po dobu 30 minut s 1,5 mM tBHP vykazuji &etna po¥kozeni
plazmatické membrény a dochdzi kuniku cytozolu zbungk. Cytoplazma je vysoce
granulovang, jadra Spatné viditelnd se ztrdtou kontrastu proti cytoplazmé, jadérka nejsou
vidét. Butiky se zakulacuji a odchlipuji se od kolagenu. Preinkubace se SAMe v davce 50
mg/l vedla k redukei morfologickych zm&n navozenych tBHP.

4.2.2 Efekt SAMe na na aktivitu LDH v médiu hepatocytii poskozenych tBHP

Inkubace hepatocytii se samotnym SAMe v koncentracich 5; 25 a S0 mg/l po dobu 30
minut neméla vliv na aktivitu LDH v médiu. Po 30 min inkubaci s 1,5 mM tBHP dolo k vice
neZ trojnasobnému zvydeni aktivity LDH. Preinkubace se SAMe vedia u viech pouZitych
koncentraci k signifikantnimu sniZeni cytotoxicity tBHP.

4.2.3 Efekt SAMe na na lipoperoxidaci hepatocytit poskozenych tBHP
Zjistili jsme, Ze samotny SAMe neovliviiuje signifikantng koncentraci TBARS v
médiu hepatocytd. Tert-butylhydroperoxid (1,5 mM, 30 min) indukuje vyrazné zvy3eni
koncentrace TBARS. V3echny testované koncentrace SAMe signifikantné sniZily stupefi
lipoperoxidace navozené tBHP, koncentrace TBARS v3ak oproti kontrolam zfistala vyrazng
zvySena.
4.2.4 Efekt SAMe na na hladinu glutathionu v hepatocytech poskozenych tBHP
Stejné jako v predchozich piipadech jsme nejprve testovali efekt samotného SAMe
v koncentracich 5; 25 a 50 mg/l po dobu 30 minut na obsah intracelulamiho glutathionu
intakinich hepatocytli v primokulturach SAMe v koncentracich 25 a 50 mg/l za 30 minut
signifikantné zvysil obsah intraceluldmiho glutathionu. Na néristu se podilel jak GSH tak
GSSG. SAMe v koncentraci 5 mg/l nem&l na hladinu glutathionu vliv. Po 30 minutové
inkubaci hepatocyt s 1,5 mM tBHP doslo k vyraznému poklesu intracelularni koncentrace
GSH. Velmi vyrazné se sniZil také obsah celkového glutathionu. SAMe v naSich podminkéch
nijak neovlivnil sniZeni hladiny glutathionu navozené 1,5 mM tBHP.

4.2.5 Efekt SAMe na pokles MMP induvany tBHP

Vliv SAMe na akumulaci Rho 123
Akumulace Rho 123 zévisi na mitochodridlnim membrinovém potencilu.
Tticetiminutova Inkubace s 1,5 mM tBHP sniZila schopnost akumulace Rho 123 hepatocyty v
primokulturdch asi na 20 % piivodnich hodnot. Preinkubace s 25 a 50 mg/l SAMe po dobu 30
minut signifikantn& zvySovala MMP. NiZi koncentrace SAMe neméla na snieni potencialu
vlivem tBHP efekt.

Vliv SAMe na akumulaci JC-1

Pro vizualizaci MMP jsme pouZili akumulaci JC-1, ktera v zavislosti na koncentraci a
tedy na MMP emituje svétla dvou vinovych délek. Pti vysokém MMP dochézi k tvorbg tzv. J-
agregatil a k emisi oranZového svétla. PYi niZ$i koncentraci JC-1 netvofi agregéty. Sonda pak
emituje zelené svétlo. Inkubace s 1,5 mM tBHP vedlatém& k vymizeni oranfové
fuorescence. Preinkubace sSAMe vkoncentraci 50 mg/l nepatrné podil oranZové
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fluorescence zvysila. Pro zvyraznéni efektu SAMe jsme hepatocyty preinkubovali i s velmi
vysokou ddvkou SAMe 1000 mg/l. Tato preinkubace vyrazn¢ omezila efekt tBHP na MMP a
oranzova fluorescence je téméf na rovni kontrolnich hodnot.

4.2.6 Efekt SAMe na respiraci permeabilizovanych hepatocyti poskozenych tBHP
Pro hodnoceni aktivit enzymovych komplexii dychaciho fetdzce jsme vyuzili
permeabilizovane hepatocyty. SAMe v koncentraci niZii nez 50 mg/l nevykazoval znatelny
udinek na sniZeni aktivit respiratnich komplexti navozené 1,5 mM tBHP. SAMe v
koncentraci 50 mg/l zvysil respiraci asi 0 25% oproti poskozenym hepatocytim. Nutnost
permeabilizace trochu komplikuje interpretaci vysledks, protoZe mitochondrie jsou vystaveny
vyrazn€ vys§i koncentrace SAMe, ne? v intaktnich buiikach.

4.2.7 Efekt SAMe na mitochondridini produkci ROS navozenou viivem tBHP

Pokud jsme k hepatocytiim ptidali samotny SAMe v konceniraci 50 mg/l, nedodlo po
dobu 1 hodiny k ovlivngni produkce ROS. 1,5 mM tBHP produkei ROS vyrazng zvysil jiz
v prvnich minutéch inkubace. SAMe v kombinaci s tBHP zvyraznil efekt samotného tBHP a
doslo ke zvySeni produkce ROS vyvolané vlivem tBHP.

5 DISKUZE

Jatra jsou hlavafm mistem detoxikadnich procesd a centrdlnim organem metabolizmu,
proto jsou vhodnym modelovym organem pro studium toxicity. Pro odhadnuti rizika a 1é&bu
toxického poskozeni jater je dileZité znat mechanizmus udinku litky a typ jaterniho
poskozeni, ktery zpiisobuje. Jednim z nejastsji vyuZivanych in vitro modeli pro studium
toxického ucinku latek jsou izolované hepatocyty kultivované v suspenzich nebo v
primokulturach. Pro hodnoceni efektu tBHP jsme zvolili primokultury hepatocyti. I pres jisté
nevyhody jsou v8ak suspenze hepatocyti dastym a nenahraditelnym modelovym systémem
pro studium n€kterych d&jii. Pii objastiovani stupiidi jednotlivych metabolickych reakei a
interakci na molekularni drovni se rovn& Zasto vyuZivaji subcelularni frakce. Izolované
mitochondrie jsou frekventovanym modelovym systémem, nebot’ maji velmi vyznamnou roli
v regulaci buné&né smri.

VéiSina hepatotoxinfi, at’ u% primarnd nebo sekundimg, vyvolava oxidaéni stres. Je
znimo, Ze Castym cilem oxidadniho poskozeni jsou mitochondrie. Oxidani stres je dnes
velmi intenzivn® studovéan, nebot’ se uplatiiuje nejen pH toxickém poskozeni, ale také pii
ischemicko-reperfuznich stavech, neurodegenerativnich onemocnénich, malignich procesech
a starnuti. Pfesto pfesny mechanizmus vzniku a i&inku ROS neni znam.

Terciarni butylhydroperoxid (tBHP) neni typicky hepatotoxin, ale vyuZiva se jako
modelova latka pro zkoumani mechanizmii oxidatniho stresu u riznych typii bundk.
Mechanizmus Ginku tBHP je &4steSng znam, je proto vhodny i pro zavadéni metod
hodnoceni oxidaéniho poSkozeni. Tert-BHP snadno pronika pfes membréany do buiiky, kde je
metabolizovan pomoci riznych cest. Hlavnim systémem zodpovdnym za pteménu tBHP je
glutathionperoxidaza, kterd jako substrat vyuZivd redukovany glutathion. To ma za
nasledek depleci intracelularntho GSH a hromadéni GSSG. Tert-BHP je také pomoci
cytochromu P450 pfemétiovan na peroxylové a alkoxylové radikaly, coz prohlubuje pokles
GSH (Haidara et al., 2002).

Glutathion ma v bufice velmi vyznamnou rofi, jednak jako kofaktor enzymovych
reakei, a take jako hiavni thiol/disulfidovy redoxni puft. Za fyziologickych podminek se
v buiice nachdzi vice neZ 99% glutathionu ve form& GSH. Tento vysoky pom&r GSH/GSSG
je udrZovan pomoci glutathionreduktizy s NADPH jako kofaktorem. Po 30minutové inkubaci
s tBHP doslo jiZ pti inkubaci s 0,1 mM tBHP k poklesu GSH asi na 80 % kontrolnich hodnot.
Pfi inkubaci s 1,5 mM tBHP klesl obsah GSH a2 na 20 %, coZ je v souladu s literarnimi udaji
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(Fernandes et al., 2003). Intracelulami koncentrace GSSG v obou ptipadech nepatné
vzrostla. Pomér GSH/GSSG, ktery odréZi redoxni stav buiiky viak klesl velmi dramaticky.
Inkubace hepatocytit s tBHP méla za nasledek signifikantni snieni intracelulamiho obsahu
celkového glutathionu. Butika v ramci zachovani redoxni rovnovahy mize GSSG aktivngd
exportovat do extracelulamiho prostfedi, nebo GSSG mize reagovat se sulfhydrilovymi
skupinami proteini (Lu, 1999). ZvySeny export potvrdil narist GSSG v inkuba¢nim médiu.
Pfi pouZiti 0,1 mM tBHP nedodlo k signifikantni zmén& hodnot celkového glutathionu
(rozumgj intracelulamiho + extracelularniho GSH a GSSG). V piipad¥ inkubace s 1,5 mM
tBHP byl celkovy glutathion sniZen asi o 30 %. Divodem miie byt zvySena aktivita y-
glutamyltransferizy a vazba GSSG na proteiny.

Mitochondrie jsou povaZovény za vyznamny zdroj ROS v butice, jsou viak také cilem
Jejich toxickeho dcinku. Bylo prokazéno, e tBHP pronika do mitochondrii a poskozuje je
(Brambilla et al., 1998). Deplece glutathionu je diky glutathionreduktaze vizce spjata s depleci
NAD(P)H. Ve vnitini mitochondridlni membrang jsou lokalizované enzymoveé komplexy
dychactho fet¥zce a oxidatni fosforylace. U izolovanych digitoninem permeabilizovanych
hepatocyth jsme méfili vliv tBHP na respiraci aktivovanou substrity pro komplex 1
(glutaméat+malit) a pro komplex IT (sukcinat). Zjistili jsme, Ze tBHP v zavislosti na
koncentraci a dobg& inkubace sniZuje respiraci aktivovanou glutamétem a malatem i respiraci
aktivovanou sukcinitem. Respiratni komplex I je viak daleko citlivgj$i k oxidagnimu
poskozeni t(BHP. Nade vysledky jsou ve shodé se zjisténim, Ze k pokiesu aktivity komplexu I
dochdzi béhem starnuti a stimuti je spojeno s vy3¥ produkci ROS (Lenaz et al, 2006).
Césteén)’lm vysvetlenim ve&isi citlovosti komplexn I k (BHP miize byt deplece NADH. To
zfejm& nebude jedina pfitina. Bylo zjidténo, Ze respirace aktivovand NADH-dependentnimi
substraty se sniZuje i v dostateéném mno¥stvi NADH nasledkem otevieni nespecifického
proteinového péru ve vnitfni mitochondridlni membrénd — PTP (Fontaine et al., 1998).
Podjednotky komplexu I na vniténi strang mitochondrialni membrany obsahuji ~SH skupiny
citlivé kreakcim sNO, ROS a GSSG, coz vede k reverzibilni inaktivaci komplexu I
(Gostimskaya et al., 2006). U srdetnich mitochondrii izolovanych zmysi infikovanych
Trypanozoma cruzi, kterd zpisobuje oxidadni po¥kozeni myokardu, byla prokazana
karbonylace podjednotek respiratniho komplexu I (Wen a Garg, 2004). Pokles respirace
aktivované glutamatem a maldtem a aktivity komplexu I byl pozorovan i u srdednich
mitochondrii izolovanych z potkanii vystavenych ischemii a reperfizi. Krom¢ aktivity
komplexu I byl pozorovan tbytek kardiolipinu, fosfolipidu lokalizovaném ve vnitini
mitochondridlni membrang. Tento fosfolipid je nezbytny pro spravné fungovéani komplexu 1.
Diky vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin je nachylny k oxidadnimu po3kozeni.
Kardiolipin mé zfejmé katalytickou funkci a krom& toho hraje velmi vyznamnou roli pfi
asociaci komplexu I, 111 a IV do superkomplexu, neboli respirozomi (Lenaz et al., 2006). Za
fyziologickych podminek je vétSina komplexu I asociovana s komplexem III. Formovani
superokomplexu je ziejmé nezbytné pro stabilitu komplexu L ale neni zcela nezbytné pro
aktivitu komplexu 11T a IV (Lenaz et al., 2006). Komplex Il neni sougasti respirozému a jeho
asociace s ostatnimi komplexy nebyla prokazana. SniZeni respirace aktivované sukcinatem,
miZe byt ovlivngno snienou aktivitou komplexu 11T a komplexu IV. Aktivita obou komplexit
miZe byt rovnéZ sni¥ena diky oxidatnimu poskozeni Fe-S klastri, které jsou k oxidaénimu
poskozeni velmi citlivé (Vasquez-Vivar et al., 2000). Efekt tBHP na respiraci aktivovanou
substréaty pro komplex I a pro komplex 11 jsme zkoumali i u izolovanych mitochondrii a
Jjaterniho homogenétu. Aktivita komplexu I byla v oboun ptipadech citliv&jsi k oxidaénimu
poSkozeni, neZ aktivita komplexu II. Efekt tBHP na respiraci tedy mnezavisi na
cytoplazmatickych faktorech.

Energii uvoln€nou pii priichodu elektronti vyuZiva komplex L III a IV k pumpovani
protoni (H") z matrix do mezimembranového prostoru. Tim vznika na vnitini mitochondriaini
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membring elektrochemicky potencial ApH®. Rhodamin 123 je fluorescenéni lipofilni
kationtov4 barva, ktera se v zavislosti na AuH" akumuluje v mitochondriich. Tert-BHP velmi
vyznamné sniZzuje schopnost hepatocytli akumulovat Rho 123. Tento pokles zavisi na davce
tBHP. Pro vizualizaci AuH™ jsme pouZili akumulaci JC-1. U kontrolnich hepatocyti byla
vyrazna oranzova fluorescence znadici vysoky ApH' lokalizovanid zejména v blizkosti
cytoplazmatické membrany. To je v souladu s literarnimi tidaji (Collins et al., 2002). Po 30
minutové inkubaci s 1,5 mM tBHP doslo téméf k tiplnému vymizeni oranZové fluorescence.
Tert-butylhydroperoxid mii¥e snizovat ApH' pomoci riiznych mechanizmi. K objasnéni
tohoto problému jsme vyuZili akumulaci TPP*. TPP* je rovn&? lipofilni kationt, ktery se
podobné jako Rho 123 v zdvislosti na AuH" hromadi v mitochondriich (L4bajova et al.,
2006). Zjistili jsem, %e mechanizmus G&inku tBHP na AuH" zavisi na pouZitém substratu.
Pokud jsme mitochondric energizovali substrty pro komplex I, tBHP indukoval sniZeni
ApH" a cyklosporin A (CSA) — inhibitor PTP, nem&l na toto sni¥eni vliv. Tert-
butylhydroperoxid rovn&% snizil AuH" , kdyZ byly mitochondrie energizovany sukcinatem.
V tomto piipad® viak CSA plné inhiboval sniZeni AuH" vyvolané tBHP. Na ziklad$ t&chto
vysledkdt lze predpokladat, 7e¢ tBHP vyvolava sniZeni AuH® nejmén& pomoci dvou
mechanizoi. Jednim z nich je pokles respirace nasledkem inhibice komplexu I a druhym je
otevieni PTP. Fontaine et al. (1998) zjistili, Ze u svalovych a jatemich mitochondrii je
otevieni PTP zavislé na substritu a pravdSpodobnost otevieni poru se zvySuje p¥i respiraci
substratii komplexu I Otevieni péru indukovali pridavkem Ca®® a Pi. Nasledkem bylo
vyplaveni pyridinnukleotidil a pokles respirace aktivované substraty pro komplex 1. To, Ze pii
pisobeni tBHP CSA nemé&l vliv na sniYeni ApH', miZe byt vysvétleno oxidaci
pyridinnukleotidii pfed otevienim PTP, popripadé oxidadni modifikaci komplexu I. Nage
vysledky tedy naznacuji, Ze pokles aktivity komplexu I viivem tBHP neni jen disledkem
otevieni PTP, ale otevieni PTP predchézi. Kmoni¢kova et al. (2001) nepozorovali efekt CSA
na sniZeni akumulace Rho 123 intaktnimi hepatocyty. To je v souladu s nafimi vysledky,
nebot’ v intaktnich buitkdch je v&Sinou niZ$i koncentrace sukcinatu, ne? NADH-
dependentnich substrati (Starkov a Fiskum, 2003).

Mitochondrie jsou povazovany za jednoho znejvétsich zdroji ROS v butice. Zjistili
jsme, Ze tBHP v zavislosti na dob& inkubace zvySuje mitochondridlni produkei ROS. Nejvyssi
hiadina ROS v3ak nebyla naméfena u nejvy3$i pouzité koncentrace tBHP (3 mM). Diivodem
muiZe byt otevieni PTP (Batandier et al., 2004). Hodnotili jsme i vliv respiraénich substrath na
produkci ROS indukovanou tBHP. Zjistili jsme, Ze pfidavek glutamatu+malatu umociiuje
efekt tBHP na tvorbu ROS, obdobné i piidavek sukcindtu (bez rotenonu). Udava se, Ze
mitochondridlni produkce ROS se sukcinatem je asi 10x vy$3i neZ s glutamatem a malatem,
diky zp&tnému toku € z komplexu II na komplex I (Starkov a Fiskum, 2003; Batandier et al.,
2004). Nade vysledky tomu nenasvédCuji, obdobné jako vysledky Barja a Herrero (1998).
Diivodem miiZe byt to, ¥e sukcinit dependentni tvorba ROS je velmi citliva k poklesu ApH"
(Starkov a Fiskam, 2003; Grivennikova a Vinogradov, 2006).

Jak jiZ bylo fedeno diive, vysoka intramitochondridlni koncentrace Ca®*, Pi, ROS a
dalsich latek ma za nasledek nespecifické zvySeni permeability vnittni mitochondridlni
membréany pro ionty a substraty do 1,5 kDa (Lemasters et al., 2002). Vysledkem otevieni péru
je depolarizace mitochondrii, deplece pyridinnukleotidi, hydrolyza ATP FFeATPazou.
Osmotickd rovnovaha se stava zavislou na vysokomolekularnich latkach, které nemohou
prochézet poérem. JelikoZ je koncentrace téchto latek vy$§i v matrix, dochazi k nabobtnani
mitochondrii a prasknuti vn&jsi membrany (Lemasters et al., 2002). Sledovali jsme vliv tBHP
na otevieni PTP pomoci méfeni poklesu absorbance suspenze mitochondrii pti 520 nm v
disledku zmén jejich objemu. Pridavek 3 mM tBHP zpiisobil bobtnani mitochondrii, obdobn&
jako zvydeni koncentrace Ca®* (400 pM). Pokud jsme kombinovali vliv tBHP a Ca®* doslo ke
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zngsobeni efektu a k daleko masivngj$imu bobtnani. To zna¥l spolupréci mezi zvy¥enou
hladinou Ca** a ROS pii otevirdni PTP. Pokud byly mitochondrie nejdfive inkubovany s
CSA, sniZeni absorbance v diisledku bobtnani nebylo zaznamenano. Bobtnéni mitochondrii
navozené vlivem tBHP a Ca®* bylo tedy vyvolané otevienim CSA senzitivniho PTP.

Tert-BHP je znamy induktor lipoperoxidaci bun&nych membran. K lipoperoxidaci
neni nachylna jen cytoplazmatick4 membréna, ale také membrany bun&nych organel. ROS
produkované mitochondriemi se mohou podilet na lipoperoxidaci jednak mitochondrialni
membrany, tak i ostatnich membran. Tert-butylhydroperoxid zvysuje lipoperoxidace
v zavislosti na divce a dobé inkubace.

Laktéatdehydrogenaza (LDH) je cytoplazmaticky enzym, ktery je uvoliiovan z bungk
pfi poskozeni plazmatické membrany. Hodnotili jsme &asovy i koncentraéni efekt tBHP na
aktivitu LDH uvolnéné z hepatocytl v primokultufe do média. K signifikantnimu poskozeni
plazmatické membrany doslo aZ pfi inkubaci hepatocytii (30 min) s 1 mM tBHP. Nejprudsi
vzestup aktivity LDH byl obdobn€ jako u MDA zaznamenén v koncentraénim rozmezi tBHP
0,5 — 1,0 mmol/l. To je v souladu s Haidara et al., 2001, kteii zjistili, e koncentrace tBHP
0,4-0,5 mmol/l je u hepatocytii pfechodnym bodem mezi apoptézou a nekrézou. Signifikantni
ndrdst aktivity LDH nastal aZ po 15 minutach inkubace s 1,5 mM tBHP. Tyto vysledky znadi,
Ze lipoperoxidace pfedchézi a urychluje uvolngni LDH do média.

Tert-butylhydroperoxid vyvolava sled reakci, které vedou k poskozeni hepatocytil.
Po3kozeni je doprovazeno morfologickymi zm&nami.

Ukinek tBHP na buiiku Jje velmi komplexni. Tert butylhydroperoxid vyvolava depleci
glutathionu a pyridinnukleotidi, Na mitochondrialni érovni inhibuje respiraci. Respiradni
komplex I je velmi citlivy k oxidaénimu #&inku tBHP. Inhibice komplexu I tBHP zfejmé
predchézi otvefeni PTP. V prvni fizi je respirace substratd komplexu I inhibovéna diky
depleci NADH. Na inhibici se viak zfejmg podili ¥ada dalgich faktord, jako reakce
podjednotek komplexu I s GSSG, poskozeni kardiolipinu atd. Zjistili jsme rovndZ, Ze G&inek
tBHP na AuH" zavisi na substratu a tBHP ovliviiuje snfeni AUH' nejméng pomoci dvou
mechanizmi. Jednim je otevieni PTP a druhy souvisi se sni¥enou aktivitou komplexu 1. Diky
otevieni PTP dochdz{ zfejmé k dal¥i modifikaci komplexu 1. Tert-butylhydroperoxid rovad
zvySuje mitochondridlni produkci ROS. Nésledkem zvySené produkce ROS a vzniku
butoxylového butylperoxylového radikalu dochazi k porugeni kalciové rovnovahy, uvolngni
Zeleza z vazby na proteiny, lipoperoxidaci bun&énych membrin a k bundiné smrti. Efekt
tBHP zavisi na koncentraci a na dob& piisobeni. K nejvyrazn&j$im zménim do¥lo u v&tsiny
parametrll pfi pouiti tBHP v koncentratnim 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 (&inku tBHP na potkani hepatocyty velmi vyznamnou roli.
NaSe vysledky jsou v souladu se zjiSténim, Ze pii pouZiti koncentrace tBHP niZ3i ne% 0,5
mmol/l pfeviada u hepatocytli apoptoza a pii vy&ich koncentraci nekréza (Haidara et al.,
2001).

S-adenosylmethionin (SAMe) se nachdzi tém&f ve viech sav&ich buiikach. Jatra
zaujimaji centralni dlohu v metabolizmu SAMe. Bylo zjilténo, e aklivita S-adenosyl-L-
methioninsyntazy je sniZen u pacientd s jaternimi poruchami a vlivem toxického poskozeni
(Corrales et al., 1992). Vriznych experimentech bylo prokazéno, ¥e exogerni SAMe
vykazuje hepatoprotektivni iSinek pti poskozeni nékterymi hepatotoxiny (Stramentinoli et al,
1978; Lieber, 2002; Lotkova et al., 2005). Rada klinickych studii v &lovéka rovn&? popisuje
jeho pozitivni &inek pii 1é¢b& nekterych jaternich onemocnéni (Ponsoda et al., 1991;
Martinez-Chantar et al., 2002). Mechanizmus t¢inku SAMe neni zcela znam. Testovali jsme
tedy potencidlni efekt SAMe na oxidadni poskozeni hepatocytti vyvolané tBHP.

Nejdfive jsme hodnotili efekt SAMe na hladinu glutathionu u kontrolnich hepatocyti.
Zjistili jsme, Z¢ SAMe v koncentraci 25 mg/l a 50 mg/l zvySuje obsah intracelularniho
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glutathionu. Na naristu se podilel jak GSH tak GSSG, Jjejich pomér se viak neménil.
Inkubace se SAMe v koncentraci 5 mg/l nemélo na hladinu glutathionu viiv. Tato davka je
zfejmé pfilis mal4, aby SAMe mohlo penetrovat do hepatocyti (Bontemps a van den
Berghe,1997). Tert-BHP zpiisobit pokles jak GSH, tak celkového glutathionu. Koncentrace
(3SSG oviivnéna nebyla, ziejmé& diky exportu GSSG do extracelularniho prostiedi a vazbou
na proteiny. Pfestoze SAMe v koncentracich vy3sich ne 10 mg/ml zvy3oval intracelularni
obsah glutathionu, preinkubace se SAMe neovlivnila pokles intracelularniho GSH ani
celkového glutahionu indukovany tBHP. To miZe byt Castedné vysvétleno zvySenym
exportem GSSG do média. Zda se, ze¢ SAMe neoviivituje depleci GSH a tedy i depleci
pyridinnukleotidd navozenou tBHP.

Proto jsme hodnotili i efekt SAMe na respiraci, SAMe sam o sob& respiraci nijak
neovliviioval. Zd4 se viak, Ze preinkubace s¢ SAMe méla vliv na sniZeni respirace navozené
vlivem tBHP. Musime v3ak byt velmi opatmi v interpretaci vysledkii, zejména co se tyka
pouZitych koncentraci SAMe, nebof respirace byla hodnocena u permeabilizovanych
hepatocytii. Permeabilizace umoZiiuje snadny vstup SAMe do buntk a mitochondrie jsou
vystaveny daleko vy33i koncentraci SAMe neZ v intaktnich buiikéch. Zajimal nés tedy vliv
SAMe na AuH" u intaktnich bundk. AuH" jsme hodnotili pomoci akumulace Rho 123,
Samotna inkubace se SAMe ApH' neovliviiovala. Preinkubace s 25 a 50 mg/l SAMe
signifikaning redukovala snizeni AuH" navozen¢ tBHP. Ni#if koncentrace SAMe neméla na
sniZeni potencialu vlivem tBHP efekt. JelikoZ stejné koncentrace neovliviiovaly hladinu
glutathionu, lze piedpokladat jiny mechanizmus ochrany mitochondrii. Tim miize byt
inkorporace methylovych skupin do fosfolipid mitochondrialnich membréan. Pro viznalizaci
efektu SAMe na ApH' jsme pouzili JC-1. PHi pouZiti SAMe v koncentraci 50 mg/l jsme
zaznamenali jen nepatrny efekt na sniZeni potencialu vliem tBHP. Pokud jsme oviem pouzili
velmi vysokou koncentraci SAMe (1000 mg/l), hepatocyty po preinkubaci se SAMe a
vystavené tBHP vypadaly podobng jako kontrolni a dodlo k obnoveni oranzové flucrescence
znadici vysoky ApH*. Vysledky z respirace permeabilizovanych hepatocyti a pouZiti této
velmi vysoké koncentrace svédéi o ochraném G&inku tBHP na mitochondrie. Tento u&inek je
vSak podminén dostatednou koncentraci SAMe v buiice a Je limitovan pfestupem SAMe pies
plazmatickou membranu. Podle Bontempse a van den Bergheho (1997) se koncentrace
dostatena pro vstup do bunék pohybuje okolo 200 MM (=~ 80 mg/l). SAMe pak muZe
prispivat nejen k novotvorbé GSH, ale i k transmethylacim wvnitf buiiky & k syntéze
polyaminii, ktera je za nékterych stavii sniZena.

Zpotatkn nas piekvapilo zjiiténi, ¢ SAMe v kombinaci s {BHP umociiuje vliv
samotn¢ho tBHP na produkci ROS u izolovanych jaternich mitochondrii, Pokud byly
mitochondric inkubovany pouze s SAMe nedodlo ke zvySeni produkce ROS. Potenciadni
efekt SAMe na produkci ROS vyvolanou tBHP miiFeme ziejmé Castednd vysvétlit tim, Je
izolované mitochondrie byly v porovnani s mitochondriemi v intaktnich buiikach vystaveny
prili§ vysoké koncentraci SAMe. Navic po demethylaci SAMe pomoci methyltransferaz
vznika s-adenosythomocystein (SAHo) a nasledng homocystein a adenosin. Enzymem, ktery
umoZiiuje vstup homocysteinu do transsulfuratnich reakci je cystathionin-B-syntaza. Tento
enzym se viak nachdzi v cytoplazmé (Skovby et al., 1984). U izolovanych mitochondrii, tedy
zda se, dochazi kakumulaci homocysteinu, ktery miiZe byt zodpovédny za zvySeni
mitochondridlni produkci ROS (Tyagi et al., 2005).

Hodnotili jsme také efekt SAMe na lipoperoxidaci navozenou tBHP u hepatocyti v
primokulturach. Vsechny testované koncentrace SAMe signifikantng sniZily stupeii
lipoperoxidace navozené tBHP, koncentrace TBARS viak oproti kontroldm zistala zvySena.
Cytotoxicita byla hodnocena pomoci méfeni aktivity LDH v médiv. SAMe pomémé vyrazng
snizoval aktivitu LDH po inkubaci hepatocytli s tBHP. Tyto vysledky potvrzuji protektivni
vliv SAMe na poskozeni hepatocytii vyvolané tBHP. Vzhledem k tomu, Ze jsme nepozorovali
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vliv SAMe na sniZeni hladiny GSH vlivem tBHP, Iz tento efekt pEicist spie transmetylaénim
reakeim, zejména transmetylacim membranovych fosfolipidi lokalizovanych na vn&j3i strané
plazmatické membrany, kde byla detekovana methyltransferazova aktivita (Schanche et al,
1981). To potvrzuji i vysledky Bontempse a van den Bergheho (1997).

Zaverem lze fici, Ze hepatocyty poskozené tBHP jsou vhodnym modelovym systémem
pro studium latek s potencidlnim hepatoprotektivnim udinkem. Pokud pouZivame
permeabilizované buiiky popiipadg izolované organely musime byt opatrni pfi interpretaci
vysledkd, a to zejména u t&ch hepatoprotektiv, kiera maji omezeny prichod pfes
cytoplazmatickou membrénu. Je tiecba také zvaZit pfitomnost metabolickych drah v daném
modelovém systému.

6 ZAVERY

Vzhledem ke zhordujicimu se Zivotnimu prostfedi a dal§im vliviim (vzristajici
konzumace alkoholu, zneuZivani 1ékdi a drog) je dnes toxické poSkozeni jater vaZnym
zdravotnim problémem. Oxidadni stres je jednim z nejvyznamngj$ich mechanizmii, kterymi
hepatotoxiny vyvolévaji bun&tnou smrt. Mitochondrie maji velmi dile¥itou roli v 10ZV0ji
jaterniho po3kozeni. S vyuZitim tBHP jako modelové latky k indukei oxidaéniho stresu se
nam na naSe pracoviSté podafilo zavést a optimalizovat metody méfeni parametrli
energetického metabolizmu (mé&feni respirace, MMP, produkce ROS, bobtnani mitochondrif)
na modelu izolovanych potkanich hepatocytii resp. jaternich mitochondrii. Tyto metody jsme
nasledn pouZili ke zkoumani mechanizmu toxického G&inku tBHP. Zjisili jsme Ze:

1) tBHP v zavislosti na davce a dobé piisobeni inhibuje mitochondrialni respiraci.

2) Aktivita respiratniho komplexu I je mnohem citliv&j$i k oxida¢nimu ainku (BHP ve
srovnani s aktivitou respiratniho komplexu II.

3) Pokles aktivity komplexu I udinkem tBHP spile pfedchazi, ne nasleduje otevieni
nespecifického poru ve vnitini mitochondrialni membrané — PTP.

4) {BHP zvySuje mitochondridlni produkei ROS

5) tBHP velmi vyrazng sniZuje mitochondrialni membranovy potencial

6) tBHP snizuje MMP riznymi mechanizmy. Jednim z nich je inhibice respiraéniho
komplexu I nezévisla na cyklosporinu A a druhym je otevieni PTP.

7) tBHP vyvolava lipoperoxidaci, ktera pfedchdzi a urychluje destrukci bun&énych
membran.

8) Tert-butylhydroperoxid pro svijj toxicky efekt nevyZaduje metabolickou pfeménu
v cytoplazmé.

Dalsim cilem mé prace bylo vyuziti modelu toxického poskozeni izolovanych
potkanich hepatocyti tBHP ke studiu potencialng hepatoprotektivniho tginku SAMe.
9) NaSe vysledky potvrzuji protektivni vliv SAMe na poskozeni hepatocytii vyvolané
tBHP.
10) Vzhledem k tomu, Ze jsme nepozorovali vliv SAMe na snizeni hladiny GSH ti&inkem
indukované tBHP, lze tento efekt pfitist spide transmetyladnim reakcim, neZ reakcim
transsulforaénim

11) Pro ptiznivy vliv na bunééné organely je tfeba pouzit dostatedné koncentrace SAMe,
které umozn jeho vstup do bun&k pfes plazmatickou membrinu.
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12) Pokud pouzivame permeabilizované buiiky, poptipadé izolované organely, musime byt
opatrni pfi interpretaci vysledkli, nebot organely vystavujeme daleko vy3§im
koncentracim SAMe v porovnéni s intaktnimi buiikami. Tyto vysoké koncentrace
nemusi byt prospé$né.

13) Je tfeba zvaZit ptitomnost metabolickych drah v daném modelovém systému.

V posledni dob& se izolované hepatocyty uplatituji také v klinické praxi pii 165bé

akutniho jaterniho selhéni. Posouzeni energetického metabolizmu hepatocyti miZe vyznamné
pfispét k vybéru optimalnich izolanich médii a podminek pro uchovani a péstovani
hepatocytil.
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8 SOUHRN

Jatra jsou cilovym orgénem toxického wéinku mnoha latek. PHidin je né&kolik. Hlavni
roli zde hraje pfedeviim dominantni postaveni jater v metabolizmu a biotransformaci vétliny
endogennich i exogennich latek. Hepatotoxiny mohou reagovat se zékladnimi slozkami bunsk
a vyvoldvat tak téméf viechny typy jaterniho poskozeni. Izolované hepatocyty jsou vhodnym
modelovym systémem pro testovani toxicity xenobitik. Mitochondrie slouZi jako &asty cil
hepatotoxini. Izolované mitochondrie jsou tedy také vhodnym systémem pro studium n&inku
xenobiotik. Oxidaéni stres je jednim z nejvyznamngjsich mechanizm, kterymi hepatotoxiny
vyvolavaji bun&&nou smrt. Pro zaji$téni t&inné ochrany bunék pred pokozenim je tieba vice
informaci o reakcich, které se udastni tohoto procesu. Tercidlni butylhydroperoxid (tBHP) se
velmi asto vyuZiva pro navozeni oxidadniho stresu u riznych typ bungk. Tento organicky
hydroperoxid je v buiikach metabolizovén na volné radikaly a vyvolava jejich poskozeni. S-
adenosyl-L-methionin (SAMe) se v organizmu tidastni transmethylaénich a transsulfuradnich
reakci, veetn€ syntézy glutathionu. Studie na zvifatech prokazaly, Ze SAMe vykazuje
hepatoprotektivni efekt na jaterni poSkozeni vyvolané fadou hepatotoxintt. Cilem této prace
bylo charakterizovat toxické poskozeni izolovanych potkanich hepatocytd a mitochondrii
navozené tBHP a ov&fit potencidlni hepatoprotektivni adinek SAMe proti oxidadnimu
po8kozeni hepatocytil.

Hepatocyty jsme izolovali ze samcii potkanti kmene Wistar metodoun dvoustupriové

perfize pomoci kolagenazy. Cast bungk byla vyuZita pro méfeni spotteby kysliku (Oxygraf
Oroboros-2k) a k posouzeni mitochondrialniho membranového potencialu (MMP) s vyuzitim
elektrody selektivni pro tetrafenylfosfonium (TPP). Zbylé hepatocyty byly kultivovany
v suspenzi, nebo na Petriho miskach potaZenych kolagenem. Morfologické zmény bunék byly
sledovany pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem (Olympus CK 40). K charakterizaci
poSkozeni hepatocytli slouZila aktivita laktatdehydrogenazy (LDH) v kultivadnim médiu.
Mira lipoperoxidace byla posuzovana z produkce malondialdehydu. MMP jsme méili
pomoci akumulace Rho 123 a barvenim fluorescenéni sondou JC-1. Redoxni stav uvnitf
bun&k byl posuzovan ze zmén obsahu GSH resp. GSSG.
Mitochondrie byly izolovany zjater potkani metodou diferendni centrifugace.
Mitochondridlni produkci ROS jsme sledovali pomoci fluorescenéni sondy CM-H,DCFDA
(FDA) a bobtnani mitochondrii bylo hodnoceno spektrofotometricky jako ubytek absorbance
pfi 520 nm.

Tert-butylhydroperoxid v zévislosti na davce a dobé piisobeni zvyiuje produkci ROS a
lipoperoxidaci, coZ pfedchdzi uvolngni LDH, a sniZuje aktivitu respira¢niho komplexu I aIl,
MMP a GSH/GSSG. Aktivita respiratniho komplexu I je daleko citlivéjsi k oxidadnimu
ucinkn tBHP ne? aktivita respiraéniho komplexu II. Zjistili jsme, e u&inek tBHP na MMP
zavisi na respiratnich substratech, a lze predpokladat minimalng dva mechanizmy G&inku
tBHP na MMP. Jednim je inhibice respiratniho komplexu I a druhym otev¥eni nespecifického
poru ve vnitfni mitochondridlni membrang. Zd4 se, ¢ SAMe piisobi protektivné proti
oxidalnimu pogkozeni vyvolanému (BHP. Tento efekt lze ziejme pfidist spile
transmethylaCnim reakcim, neZ transsulfuracim, nebot’ jsme neprokézali protektivni Gidinek
SAMe na pokles GSH.

9 SUMMARY

Liver is the main target organ for toxic effect of various compounds. This is due to a
number of reasons, but it is generally related to drug clearance and metabolism. Hepatotoxins
may react with the basic cellular constituents and induce almost all types of lesion of the liver.
Isolated hepatocytes are a suitable model system for toxicity testing of xenobiotics.
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Mitochondria and mitochondrial energy providing system serve as a common target for
hepatotoxic drugs. Experiments on isolated mitochondria are thus also useful model system
for evaluation of the toxic effect of various hepatotoxins. Oxidative stress is one of the most
important mechanisms through which hepatotoxins induce cell death. Effective protection of
cellular damage induced by oxidants requires more information about reactions involved in
this process. Tert-butylhydroperoxide (tBHP) has been widely used as a model compound to
mimic the effect of oxidative stress in various cell types. This organic hydroperoxide is
metabolized in cells into free radicals which cause cellular injury. S-adenosyl-L-methionine
(SAMeg) is involved in transmethylation and transsulfuration reactions including synthesis of
glutathione. Acute toxicity studies in animals have shown that SAMe is capable to prevent
damage induced by various hepatotoxins. The aim of this study was to characterize toxic
injury of isolated rat hepatocytes and mitochondria induced by tBHP and to evaluate a
possible protective effect of SAMe against oxidative damage of hepatocytes.

Hepatocytes were isolated from male Wistar rats by two-step collagenase perfusion. A
portion of cells was used for measurement of oxygen consumption (Oxygraph Oroboros-2k,
Aut) and for evaluation of mitochondrial membrane potential (MMP) by
tetraphenylphosphonium (TPP") selective electrode. Remaining hepatocytes were cultivated
in suspension or on collagen coated Petri dishes. Changes of morphological features were
observed using phase contrast microscopy (Olympus CK 40). The rate of hepatocytes injury
was evaluated by lactate dehydrogenase (LDH) activity in the culture medium. The level of
lipid peroxidation was determined from malondialdehyde production. Mitochondrial
membrane potential was evaluated by measuring the accumulation of Rhodamine 123
(Rbo123) and from uptake of fluorescence probe JC-1. Redox state of cells was assessed by
GSH and GSSG content. Mitochondria were isolated from rat liver by differential
centrifugation. Mitochondrial ROS production was monitored by fluorescence emission of
CM-H,DCFDA (FDA) and mitochondrial swelling was measured spectrophotometrically by
monitoring of the decrease in absorbance at 520 nm.

Tert-butylhydroperoxide increases ROS production and lipoperoxidation which
precedes LDH leakage, and decreases activity of respiratory Complex I and Complex II,
MMP and GSH/GSSG. These changes are in proportional relation to the tBHP concentration
and to the time of incubation. Respiratory Complex I activity is significantly more sensitive to
the peroxidative action of tBHP than the activity of Complex 1. We also found that the
mechanism of the tBHP effect on mitochondrial membrane potential depends on the
respiratory substrates and we can suppose at least two different mechanisms. The first is
inhibition of respiratory Complex I and the second one is opening of mitochondrial
permeability transition pore. We found that SAMe presents protective effect against toxic
injury of rat hepatocytes induced by tBHP. Since the protective effect of SAMe against GSH
depletion was not confirmed, it seems that this effect is ascribed more to transmethylation
reactions than to transsulfurations.
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