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Abstrakt

Zduvodnéni a cile: Lécba akutniho fulminantniho jaterniho poskozeni vzniklého nasledkem
ruznych vlivl (ischemicko-reperfuzni pficina, toxicka pticina, infekéni pticina, cholestaticka
pri¢ina apod.) zGstdva dosud velkym klinickym otaznikem. V soucasné dobé nemame
k dispozici klinicky ovéiené, farmakologicky ucinné a dostate¢né univerzalni latky v oblasti
1é¢by akutniho jaterniho poskozeni riizné etiologie. Cilem mé prace bylo tedy testovat na poli
preklinického vyzkumu ucinnost vybranych latek ze skupiny cytoprotektiv s urcitym
hepatoprotektivnim t¢inkem a zaroven najit nebo naznacit mechanismus tohoto jejich ucinku,
ktery jsem zkoumal v oblasti intracelularnich plynnych signalnich molekul NO a CO resp.
enzymu kliCovych pro jejich vznik NOS/HO. M¢ doktorské studium meélo dva hlavni sméry:
1) Experimentalni sledovani vzajemného vztahu systémi HO/CO a NOS/NO v prostiedi
hepatotoxickych latek in vitro v izolovanych primarnich potkanich hepatocytech a in vivo na
potkanim modelu; 2) Hodnoceni cytoprotektivniho efektu vybranych latek na poskozené
potkani hepatocyty a zkoumat tento Gc¢inek v kontextu zmén ve vybranych parametrech
cytotoxicity/cytoprotektivity, antioxida¢nich parametrech, genové expresi mRNA u
vybranych genli a na zménéch v histologického stavu bunck/tkani/organt.

Metodika: Jako biochemické markery poskozeni/funkceschopnosti hepatocytii byly méfeny
jaterni transaminazy (ALT, AST, aGST) dale urea a bilirubin. Jako markery lipoperoxidace
byly méfeny konjugované dieny a malonyldialdehyd (TBARS). Jako markery antioxidacni
kapacity byly méfeny kataldza a redukovany glutathion. V ramci studia systému NOS-2/NO
byla méfena celkova koncentrace dusitanti odrazejici tvorbu NO a pomoci RT-PCR genova
exprese MRNA pro gen NOS-2. V ramci studia systému HO-1/CO byly tkanovy CO a aktivita
hemoxygenazy métreny pomoci GC-UV a s pomoci RT-PCR genova exprese mRNA pro gen
HO-1. Histologie byla hodnocena imunohistochemicky s pouzitim Annexin-V/propidium
jodidu. Ke statistickému hodnoceni byla pouzivana analyza rozptylu s jednoduchym tfidénim
s naslednym mnohondsobnym porovnavanim pomoci Bonferroniho nebo Tukey-Kramerova
testu.

Vysledky: VSechny nami pouZivané toxicitni modely zplsobily vyznamnou aktivaci systému
NOS-2/NO i HO-1/CO. Dale jsme na experimentech in vitro a in vivo prokazali histologicky i
biochemicky cvtoprotektivni wc¢inek resveratrolu a kurkuminu, pficemz u obou bylo
prokazano oproti pozitivni kontrole sniZeni aktivity syst¢ému NOS-2/NO. U systému HO-1
bylo pozorovano snizeni aktivity pfi resveratrolovém piedléceni (in vitro a in vivo) a naopak
zvySeni aktivity pii kurkuminovém ptedléeni (in vivo). PredléCeni kurkuminem a
resveratrolem také snizilo intenzitu lipoperoxidace.

Zavéry: Stejné jako ve studii in vitro, tak i in vivo vykazaly latky resveratrol a kurkumin
silny hepatoprotektivni efekt (pii pouziti proti tBH a/nebo LPS/D-GalN stimulované jaterni
toxicit€) spojeny s inhibi¢nim uc¢inkem na systém NOS-2/NO, ktery na zaklad¢ literarnich dat
muzeme velmi dobfe vysvétlit. Nicméné jednotny vliv na systtm HO-1/CO
z naSich experimentli jednoznacné neplyne. Nelze tudiZz ani s jistotou prokéazat, Ze
hepatoprotektivni Géinek resveratrolu je pifimo zavisly na modulaci HO-1/CO systému.
Miuizeme pouze diskutovat, zda tento systém byl inhibovan ve spojeni se systémem NOS-
2/NO. Budou nutné dalsi studie s pouzitim inhibitor a induktord HO-1 a NOS-2, aby mohly
byt nastinény jasnéjSi mechanistické zavéry, tykajici se role  gasotransmiteri Vv
experimentalnich hepatotoxicitnich modelech.

Kli¢ova slova: jatra, kurkumin, resveratrol, hemoxygenaza, syntdza oxidu dusnatého, oxid
uhelnaty, oxid dusnaty, lipoperoxidace, hepatoprotektivita, hepatotoxicita, tert-
butylhydroperoxid, D-galaktosamin, lipopolysacharid



Abstract

Background and aims: Treatment of acute fulminant liver damage arising as a result of
various origins (ischemia-reperfusion injury, toxic shock, an infectious cause or cholestasis)
still remains a major clinical problem. We currently do not have available clinically proven,
pharmacologically effective and universal compound for the treatment of acute liver injury.
The main aim of my research work was, therefore, to test the potential hepatoprotective effect
of selected cytoprotective drugs and try to find out or suggest their mechanism of action,
which we have examined in the systems for the intracellular gaseous signaling molecules NO
and CO, where the key enzymes for their formation are NOS / HO respectively.

My PhD study had two main directions: 1) Experimental study of the relationship between
HO / CO and NOS / NO systems in the environment of hepatotoxic substances on isolated
primary rat hepatocytes and in rat model, 2) Evaluation of ameliorative effect of selected
substances in the hepatotoxicity models and to test the relationship of this effect on changes in
some parameters of cytotoxicity / cytoprotection, antioxidant parameters, gene expression of
MRNA for selected genes and histological changes in the state of cells / tissues / organs.
Methods: We measured urea, bilirubin and liver transaminases ALT, AST, aGST as the
markers of hepatocyte damage/viability. We estimated conjugated dienes and
malonyldialdehyde as the markers of lipid peroxidation. We further measured catalase and
reduced glutathione as the markers of antioxidant capacity. To test the NOS-2/NO system, we
measured total nitrite concentration in plasma or perfusion medium and the mRNA gene
expression for NOS-2 gene. To test the HO-1/CO system, we measured total tissue CO and
hemoxygenase activity by gas chromatography with UV detection and also the mRNA gene
expression for HO-1 gene. Morphological analysis was performed imunohistochemically with
the use of Annexin-V/propidium iodide. For statistical evaluations, we used one way-
ANOVA with multiple comparison Bonferroni or Tukey-Kramer tests.

Results: All the toxicity models, we used, caused significant induction of both NOS-2/NO
and HO-1/CO systems. Furthermore, we demonstrated significant ameliorative effect of
resveratrol and curcumin in our experiments, verified biochemically and/or morphologically.
Both resveratrol and curcumin were able to decrease activity of NOS-2/NO system related to
respective positive control group. On the other hand, we demonstrated the decrease of HO-
1/CO system activity in resveratrol pretreatment but an increase of HO-1/CO system activity
in curcumin pretreatment compared with positive control group. Both resveratrol and
curcumin were able to decrease the intensity of lipid peroxidation.

Conclusions: Both in vitro and in vivo studies demonstrated the significant hepatoprotective
effect of resveratrol and curcumin (when used in tBH and/or LPS/D-GalN toxicity model) and
this effect was associated with inhibitory effects on NOS-2/NO system. This effect is also
demonstrated in previous studies in literature. However, similar effects on the HO-1/CO
system do not apply to our experiments. Consequently, we can not prove that the
hepatoprotective effect of resveratrol is directly dependent on the modulation of HO-1/CO
system. We can only argue whether this system was inhibited in association with the NOS-
2/NO. It is necessary to carry out further studies using inhibitors and inductors of HO-1 and
NOS-2 to shed more light on the mechanistic aspects of the role of these gas transmitters in
experimental hepatotoxic models.

Key words: liver, curcumin, resveratrol, heme oxygenase, nitric oxide synthase, carbon
monoxide, nitric oxide, lipid peroxidation, hepatoprotectivity, hepatotoxicity, tert-
butylhydroperoxide, D-galactosamine, lipopolysaccharide
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http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=P2KA5odKjD4lFd441c6&page=1&doc=1
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=1&SID=P2KA5odKjD4lFd441c6&page=1&doc=1

1.4 Ostatni publikace a abstrakta bez vztahu k tématu

dizertacni prace

Horinek A., Panczak, A. , Rocinova, K., Mokrejsova M., Korabecna M., Cerny D., Tesar V.,
Quantification of Free Plasma DNA and Assessment of Selected Express Profiles in
Haemodialysis Patients, Kidney & Blood Pressure Research 33 (4), 320, 2010

Cerny D, Pongsicky J, Lerchova P, Bastafova H, Kolombo I, Halaova M, Tobérny M,

ZkuSenost s kombinovanou intrakaverndézni lécbou tézké erektilni dysfunkce pouzitim

trojkombinace vazoaktivnich latek, Urologie pro praxi 13 (1), 20-22, 2012
1.5 Monografie bez vitahu k tématu dizertacni prdace

Cerny D, Piedepisovani 1é¢ivych piipravkil pro studenty lékaiskych oborti, Nakladatelstvi
Karolinum 2010, 120 stran, format A4, ISBN 9788 0246 1839 5
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2 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACH acetylcholin

AG aminoguanidin

AK aminokyselina/-y

ALT alaninaminotransferaza

AMP adenosinmonofosfat

AMPK AMP-aktivovana proteinkindza

ANOVA analyza rozptylu

AST aspartataminotransferaza

ATP adenosintrifosfat

BR biliverdin reduktdza

BSA bovinni (hovézi) sérovy albumin

c koncentrace

ca?* vapenaty kationt

(Cai?") intracelularni koncentrace vapenatych kationt
cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CAT katalaza

CD konjugované dieny

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

cNOS konstitutivni forma syntazy oxidu dusnatého
CNS centralni nervovy systém

(6{0) oxid uhelnaty

CO; oxid uhlicity

CoA koenzym A

CoASH star§i synonymni zkratka oznacujici také koenzym A
COX-1 konstitutivni forma cyklooxygenazy

COX-2 inducibilni forma cyklooxygenazy

CsA cyklosporin A

CYP450 cytochrom P450
CYP 3A4 izoforma 3A4 cytochromu P450
CytC cytochrom ¢
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D-GalN D-galaktosamin

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTNB 5,5’-dithio-2-nitrobenzoova kyselina

EDRF endotelovy relaxacni faktor

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

eNOS endotelialni forma syntazy oxidu dusnatého, nékdy téz nazyvana NOS-3
ER endoplazmatické retikulum

FAD flavinadenindinukleotid

Fas antigen CD95

FasL ligand antigenu CD95 = Fas ligand

FBS fetalni bovinni sérum

FFA volné mastné kyseliny (,,free fatty acids*)

FMB membranovy deskovy bioreaktor (,,flat membrane bioreactor*)
sGC solubilni guanylylcyklaza

GSH redukovany glutathion

a-GST alfa glutathion-S-tranferaza

HEM Zeleznaty protoporfyrin IX

HO hemoxygenaza

HO-1 inducibilni forma hemoxygenazy (viz téz Hsp 32)
HO-2 konstitutivni forma hemoxygenazy

HO-3 konstitutivni forma hemoxygenazy

Hsp bilkovina teplotniho Soku (heat shock protein)
Hsp 32 jiné oznaceni pro hemoxygenazu-1 (bilkovina teplotniho Soku 32)
IFN interferon

IxB inhibi¢ni protein nukledrniho faktoru-«B

IKK IxB kinaza

IL interleukin

IL-2R receptor pro interleukin 2

INOS indukovatelnd forma syntazy oxidu dusnatého

I-R ischemicko-reperfuzni

IRF-1 interferonovy regulaéni faktor-1

KHB Krebs-Henseleittv pufr

KM kompletni médium
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KUR kurkumin
L-NAME N-nitro-L-argininmethylester
L-NMMA  N-monomethyl-L-arginin

LPS lipopolysacharidy ve standardizované smési ziskané z Escherichia coli
5-LOX 5-lipooxygenaza

MAPK mitogenem aktivované proteinové kinazy

MARS ,molecular adsorbent recirculating system*

MDA malonyldialdehyd

MPT ,mitochondrial permeability transition*

mtNOS mitochondrialni forma syntazy oxidu dusnatého

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] 2,5-difenyltetrazolium bromid
mMRNA informacni (,,messenger*) ribonukleova kyselina

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADH redukovand forma nikotinamidadeninudinukleotidu

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NF-AT nuklearni faktor aktivovanych T lymfocyti

NF-xB nuklearni faktor kB

NK nukleova/-¢ kyselina/-y

INOS inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého, béznéji nazyvand NOS-2
nNOS neuronalni forma syntazy oxidu dusnatého, téZ nazyvana NOS-1

NO oxid dusnaty

NO* nitrosoniovy Kationt

NO nitroxylovy aniont

NOy nitritovy anion = dusitanovy anion

NO3 nitratovy anion = dusi¢nanovy anion

NOHLA N-hydroxy-L-arginin

NOS syntaza oxidu dusnatého

NOS-1 neuronalni forma syntazy oxidu dusnatého, téZ nazyvana nNOS

NOS-2 inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého, nékdy téz nazyvana iNOS
NOS-3 endotelialni forma syntazy oxidu dusnatého, nékdy téz nazyvana eNOS
Oy superoxidovy aniont

OH hydroxylovy radikal

ONOO peroxynitritovy aniont

PBS fostatovy pufr

14



PKA protein kindza A

PKG protein kindza G

PPAR nuklearni receptor aktivovany peroxizomovymi proliferatory
PCR polymerazova fetézova reakce

RT-PCR polymerazova fetézova reakce v redlném Case
RES resveratrol

RNA ribonukleova kyselina

RNS reaktivni slou¢eniny dusiku

ROS reaktivni slouc¢eniny kysliku

RT reverzni transkripce

SEM standardni chyba priméru

SIRT-1 Silent Information Regulator Two — 1. podtyp
SM silymarin

SOD-1 superoxiddismutaza-1

SNAP S-nitroso-N-acetylpenicillamin

TAG triacylglyceroly

TBA kyselina thiobarbiturova

TCA kyselina trichloroctova

TBARS latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou — hl. latkou je MDA
TGF transformuyjici ristovy faktor

Th pomocny T lymfocyt

TNF tumor nekrotizujici faktor

TP celkova bilkovina

UDP uridindifosfat

VR volné radikaly
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TEORETICKY UVOD DO PROBLEMATIKY

2.1 Intraceluldarni plynné signdlni molekuly CO a NO

Volné radikalové plyny oxid uhelnaty (CO) a oxid dusnaty (NO) jsou V pfirodé
pomérné bézné zastoupené molekuly, které maji zcela odlisné biologické vlastnosti podle
toho, zda pusobi uvniti ¢i vné zivych organismi. Oxid dusnaty je velmi nestabilni latka, jez
podléha spontanni fotooxidaci na toxicky oxid dusi¢ity NO,. Oxid uhelnaty je stabilnéjsi
molekula, ktera podléha podobné oxidaci na oxid uhli¢ity, ov§em ne tak snadno. V atmosfére
Jsou obé tyto latky povazovany za nezadouci produkty predevsim lidské civilizace — spalovani
ropy, zemniho plynu, biomasy, odpadu, koufeni atd. Neprimyslovou cestou se dostava NO do
ovzdusi prostiednictvim blesku ¢i lesnich pozart a CO diky sopeéné ¢innosti nebo uhelnaténi
nékterych organickych latek.

Na druhé strané je ovsem davno znamo, Ze tyto molekuly maji i biologicky ptivod.
Vznikaji jako pfirozené produkty nékterych bakterii a zajistuji jim tak nezbytné podminky
pro preziti. Mezi anaerobni bakterie produkujici NO spolu s NoO patii nckteré kmeny
Pseudomonas spp. ¢i Alcaligenes spp. a z aerobnich autotrofli je to naptiklad Nitrosomonas
europaea. CO je pak ptirozenym produktem nékterych archaebakterii 1 eubakterii — napf.
znamy Proteus vulgaris a mnoha moiskych fas.

Exogenni pisobeni téchto radikald ¢i jejich produktd zpiisobuje prokazatelné
poskozeni zdravi Clovéka 1 ostatnich Zivocichii. Akutni expozice oxidu dusicitému,
oxida¢nimu produktu oxidu dusnatého, zplisobuje nekrézy alveoldrnich bun¢k a edém plic.
Jeste t€z81 poskozeni vyvolava samotny NO, protoze pravdépodobnou reakci se superoxidem
zpiisobuje vetsi oxidacni stres a nekrozu alveolll v masivnéjSim méfitku. Co se tyce plisobeni
na rostliny, 1 tam byl jednozna¢né prokazan fytotoxicky efekt, projevujici se zmenSenym
rustem a produktivitou. Oxid uhelnaty je nékdy ptezdivan ,tichym zabijdkem* z divodu
vysoké a spolehlivé toxicity a zaroven zradné nenapadnosti — je bezbarvy, nedrazdivy, bez
zapachu. Jeho toxikologicky profil je vSeobecné znamy a vychazi z principu, ze CO se oproti
kysliku  vaze $250 krat vyssi afinitou na hemoglobin, pficemz vznika
karbonmonoxyhemoglobin A (HbCO A), ktery nasledné neni schopen plnit funkci pfenasece
kysliku. Hlavnim dasledkem ptsobeni CO je tak tkanova hypoxie a dale reakce CO
S ostatnimi hemoproteiny, jako cytochrom P450, cytochrom C oxidaza, katalazy ¢i

myoglobin. Nejzranitelngjsimi organy akutné navozenou hypoxii jsou mozek a srdce. Dalsi
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progndza intoxikovaného je pak zavisla na délce expozice CO a nésledné poskytnuté pomoci
(napf. intenzivni reoxygenace v hyperbarické komote). Hovofime-li o chronické expozici
oxidu uhelnatému, pak je sjistotou prokazana hypertrofie obou komor srde¢nich, zvyseni
hematokritu, zmény v anatomii cévniho zasobeni srdce a v architektonice cévni stény.

Endogenni nitrobunéénd produkce téchto molekul a jejich zapojeni do
transmiterovych systémi bunécné signalizace je znama zhruba od osmdesatych let 20. stoleti.
Stejné jako byly studovany mnohé jiné intraceluldrni mechanismy, tak i ,,gasotransmitery,
jak jsou tyto plynné radikaly n€kdy nazyvéany, sehraly svou ulohu. Za nejvyznamnéjsi
gasotransmitery se dnes povazuji tii typické molekuly - oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty
(CO) asulfan (H,S).

Gasotransmitery maji nasledujici spole¢né vlastnosti [1]:

1) Jsou to malé plynné molekuly.

2) Jsou volné¢ prostupné vSemi membranami. Jejich ucinek neni zavisly na
membranovych receptorech. Mohou mit endokrinni, parakrinni i1 autokrinni
ucinek. V rdmci jejich endokrinniho pisobeni se mohou napiiklad uvolnit do
systémové cirkulace, byt pomoci scavengerti dopraveny Kk cilovému mistu G¢inku,
zde byt uvolnény a modulovat funkce cilového mista.

3) Jsou endogenné a enzymaticky tvofeny a jejich tvorba je regulovana.

4) Maji dobte definované specifické funkce pii fyziologickych koncentracich, ale
jakékoliv zmény v téchto koncentracich vyvolaji i zmény fyziologie.

5) Jejich endogenni funkce mohou byt zamaskovany jinym exogennim pisobenim.

6) Jejich plsobeni v buiice muze, ale také nemusi byt zprostifedkovana jinymi posly,
ale musi mit v bunice vZdy specifické molekularné-biologické cile.

Zvlaste o oxidu dusnatém dnes vime, ze hraje roli pii regulaci nejriznéjsich
fyziologickych a patofyziologickych procesi jako jsou: hypertenze, diabetes, ischemicka
choroba srde¢ni, zanét, erektilni dysfunkce, starnuti, menopauza, hyperlipidemie,
aterosklerdza, ontogeneze, drogova zavislost, motilita gastrointestinalniho traktu, poruchy
paméti a uceni, anorexie, obezita, tuberkuldza ¢i solarni dermatitida. V roce 1998 Robert
Furchgott, Louis Ignarro a Ferid Murad obdrzeli Nobelovu cenu za fyziologii pravé za objevy
Vv oblasti oxidu dusnatého. CO je molekula oproti NO intracelularné zkoumana kratsi dobu,
ale ocekava se od ni minimalné stejny piinos jako od molekuly ,,sesterské*. Ptiklady srovnani

(ne kompletni vycet) parametrti obou molekul jsou v tabulce 1.
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CO NO
Hlavni substrat Hem L-arginin
Mateisky enzym Hemoxygenaza NO syntaza
Induktor Volné radikaly ACH, endotoxin
Scavenger Hemoglobin Hemoglobin
Inhibitor Zink-protoporfyrin IX Nitro-L-arginin methyl ester
Bunécny cil cGMP, K¢, kanaly cGMP, K¢, kanaly
Interakce s aminokyselinou Histidin Cystein
Polocas minuty Sekundy
Tkanovy zdroj produkce <«4HIladkosvalové buitky « a » endothelialni buitky »

Tabulka 1: Vzdjemné porovnani vybranych viastnosti CO a NO

Ob¢ dvé molekuly CO i NO a jejich vyznam v bunéénych procesech budou hlavnimi

tématy nasledujicich kapitol.

2.1.1 Oxid uhelnaty — CO

2.1.1.1 Syntéza CO a jeho stabilita

Hlavni intracelularni biosynteticky zdroj oxidu uhelnatého (CO) jsou tfi izoformy
enzymu hemoxygenaza (HO) [2] a dale vznikd pfijinych procesech — metabolismus
mikrosomalnich lipida (lipoperoxidace katalyzovana Zelezem a askorbovou kyselinou a
doprovazena vznikem malonyldialdehydu - MDA - [3, 4]) a nékterych xenobiotik napf.
fenobarbital, diphenylhydantoin [5] nebo progesteron [6]. Endogenni produkce CO je diky
lipoperoxidaci ubikvitarni u mnoha typd buné€k v mozku, ledvinach, slezin€ 1 krvi. Zajimavé
je, ze vznik CO diky lipoperoxidaci nebyl popsan u potkanich hepatocytli a kardiomyocytt
[4], ale byl popsan u krali¢ich [7] a mySich hepatocytarnich mikrosomu [8].

Dosud jsou znamy tii zakladni izoformy hemoxygenazy HO-1, HO-2 a HO-3, pficemz
HO-2 a HO-3 jsou konstitutivni a HO-1 inducibilni, pozdéji klasifikovan jako sav¢i stresovy
protein primarni bunééné obrany. Hemoxygendza je kliCovym enzymem pro biodegradaci
hemu. Pii této NADPH dependentni oxidaci vznikd ekvimoldrni mnozstvi zeleza (Fez+),

biliverdinu a CO (viz obr. 1).
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Obrdzek 1: Hemoxygendza je klicovym enzymem pro odbouravini hemu. Rozklada
porfyrinovy kruh na cilové produkty: biliverdin, volny ion Zeleza F " a oxid uhelnaty (CO,).
U savcu se biliverdin ihned ndslednée preménuje na bilirubin pomoci biliverdin-reduktdzy.

(Upraveno dle [9].)

Na rozdil od molekuly NO je molekula CO mnohondsobné stabilnéjsi a proto ji lze
velmi dobfe méfit v plynné i rozpusténé podob¢ a to i v pomérné dlouhém casovém odstupu.
Molekula podléha oxidaci diky cytochrom C oxidaze za vzniku CO; pfi soucasném uvolnéni
energie v mitochondriich [10]. Dale mtze byt z organismu po pruniku do systémové cirkulace
vnezménéné formé vydechnuta [11], coz je opét jeden z potencialnich
neinvazivnich méfitelnych ukazateli jeho produkce, vztazeno samoziejmé jesté k jinym
ukazatelim, napt. bilirubinu. Nejvice se vSak molekula v organismu deponuje vazbou na
hemoglobin v ¢ervenych krvinkach za tvorby COHb (80 %), zbytek pojmou ostatni
hemoproteiny [12]. Ackoliv redistribuce CO za fyziologickych podminek nebyla dosud
samostatné zkoumana, obecné plati, ze biodegradacni mechanismy pro CO jsou mnohem

pomalejsi nez mechanismy biosyntetické [13]. U mikroorganismu existuje zvlastni rodina CO
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dehydrogenaz a acetylkoenzym A syntaz, které napi. pomoci molekuly vody dokazi oxidovat
CO na CO; a také redukovat zpét CO, na CO — obr. 2 [14].

)

\7/" r:j:_ﬂ ?_ IIi'.“l

M ¢

C=0
[CO+H.0==CO0, +H. |

Obrazek 2: Organometalickda reakcni kaskada — prenos kysliku zvody na CO a zpet
katalyzovany CO dehydrogendzami. M - kation kovu (nejcastéji Cu®t, Ni?* ¢i Zn*)

2.1.1.2 Vyznam CO a ostatnich produkti HO Vv cytoprotektivité

Indukce hemoxygendzy, hlavni biosyntetické cesty vzniku CO, at uz né&jakou
endogenni latkou nebo xenobiotikem, je vétSinou chapana jako piiznivy proces pro
cytoprotektivni G¢inek [15]. Existuji vSak také publikace, které tuto skuteénost zpochybiiuji
[16]. Hovoii o nadmémém vzniku Zeleza, které se nestaci biologicky zpracovat a plisobi
cytotoxicky. Nastava tedy paradoxni situace, kdy enzym, o kterém se vSeobecné tvrdi, Ze
pusobi diky svym produktim cytoprotektivné, nachazime u nékterych cytoprotektivné
pusobicich latek downregulovan, nebo naopak jeho hyperupregulace miiZze vést k cytotoxicite.
Pak ovSem vyvstava dal$i otdzka, zda tento efekt souvisi s hemoxygenédzou resp. s CO. Co se
ty¢e dalsich produkti odbourdvani hemu — biliverdinu/bilirubinu, ty patifi mezi vynikajici
antioxidanty, a od jejich indukovaného mnozstvi pfi nejriznéjSich jaternich onemocnénich se
oc¢ekava hepatoprotektivni efekt, ktery je pak chapan jako urcitd forma defensivity hepatocyti

(viz obr. 3.) [17].
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Obrdzek 3: Klicova role hemoxygendzy (HO) V reakci na bunécné poskozeni u hepatocytii
spociva v ovlivneni degradace hemu, ktery ma nitrobunécné prozanétlivé a prooxidacni
vlastnosti. Jako produkt biodegradace vznika biliverdin, ktery je velmi rychle ndsledné
premeénén biliverdinreduktizou (BR) na silny antioxidant bilirubin, dale CO, u néhoz se
rovnez predpoklada cytoprotektivni efekt, ale také volné Zelezo, které piisobi presné
antagonisticky oproti prvnim dvema latkam. Depozici do ferritinu se jeho negativni viastnosti

potlacuji. Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) mohou mj. oxidovat bilirubin zpét na biliverdin.

2.1.1.3 Vyuziti CO signalizace ve vztahu Kk hepatocytiim

Metabolismus biologicky aktivnich xenobiotik probiha ptevazné v jatrech.
Hepatobiliarni exkrece, probihajici diky specifickym pienasecim na hepatocelularni

membrané, zajiStuje detoxifikaci hepatocytl, coz zmirfiuje akutni zénétlivé procesy.

21



Endogenni CO tvofeny v submikromolarni koncentraci byl zaznamenan v perfuzatu
z perfuzniho modelu izolovanych jater [18]. Exprese konstitutivni HO-2 byla potvrzena nejen
v hepatocytech, ale i v Kupfferovych buiikach ¢i endothelialnich bunkach, zatimco HO-1 je
konstitutivné exprimovana pouze v Kupfferovych bunkach. Inducibilni HO-1 je pak
exprimovana jak v parenchymalnich, tak v neparenchymalnich butikach jater [19]. Obecné je
aktivita HO indukovatelna in vivo glukagonem, insulinem ¢i adrenalinem [20]. Up-regulace
exprese HO-1 snizuje ischemicko-reperfuzni poskozeni hepatocytti [21] a specificky inhibitor
tohoto enzymu (zinkprotoporfyrin) tento efekt potlacuje [18]. Na buné¢né trovni je arterialni
pritok kontrolovan syst¢tmem HO/NOS a CO jako hlavni produkt HO aktivuje sGC
Vv sinusoidalnich pericytech, které kontroluji sinusoidalni tonus a pratok, coz umoziuje udrzet
dostatecny prutok portalnim fecistém i v rlznych patofyziologickych ptipadech [22]. CO
reguluje rovnéz kontraktilitu Zlu¢ovoda a tvorbu zluci [23]. Tento efekt ma vSak urcitou
stropni mez [24]. Dale CO ovliviiuje influx HCO3™ a K* jontli a pravé ovlivnéni K* kanala

je dosud povazovano za jeden z mechanismu choleretického G¢inku tohoto plynného signalu.

2.1.2 Oxid dusnaty — NO

2.1.2.1 Syntéza NO a jeho stabilita

Oxid dusnaty (NOe nebo jednoduse NO) je vysoce difuzni plyn, syntetizovany rodinou
enzymt, které jsou spolecné nazyvany syntdzy NO (NOS). Byly identifikovany tfi izoformy
NOS: »inducibilni« forma, tvofena (v makrofazich, Kupfferovych buiikach, hepatocytech,
neutrofilech, fibroblastech, vaskularnim hladkém svalu a endotelialnich bunikach) v odpoved’
na patologické stimuly, a dv& tzv. “konstitutivni“ formy, které jsou pfitomné za
fyziologickych podminek v endotelu a v neuronech. Izoformy jsou oznaceny jako iNOS (nebo
mNOS ¢i NOS-2), eNOS (ecNOS, NOS-3) a nNOS (ncNOS, NOS-1); eNOS vsak neni
omezena pouze na endotel, ale je pfitomna v kardiomyocytech, v ledvinnych mesangialnich
bunikkach, osteoblastech a osteoklastech, a v malém mnozstvi v krevnich destickach.
Konstitutivni enzymy generuji mala (pikomolarni) mnozstvi NO, zatimco aktivita iNOS je
piiblizné tisickrat vyssi.

Tvorba oxidu dusnatého z L-argininu a donortt NO je znazornéna na obr. 3. Aktivace
NOS — vstupem extracelularniho kalcia v pfipad¢ konstitutivniho enzymu nebo disledkem

aktivace inducibilni NOS cytokiny — vede k pfeméné L-argininu na L-citrulin a NO.
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Pfeména L-argininu na NO a L-citrulin je inhibovana nékterymi antagonisty argininu,
jako je NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA); nékteré z antagonistii jsou specifickymi
inhibitory urcitych izoforem NOS a ostatni pusobi nespecificky. Nékteré donory NO, napf.
nitroprussid, vytvareji ve vodnych roztocich NO spontanné, kdezto ostatni donory jako
furoxany a organické nitraty a nitrity (napf. nitroglycerin) vyzaduji k uvolnéni NO pfitomnost
thiolové slouceniny (napt. cysteinu). Vznikly NO reaguje s hemovou ¢asti rozpustné
guanylylcyklazy (SGC) a vysledkem je alostericka transformace a aktivace enzymu, ktera
vede ke vzniku cGMP z GTP; aktivace rozpustné guanylylcyklazy oxidem dusnatym miize
byt inhibovana metylenovou modii. Afinita NO k zelezu je odpovédnd i za jeho inhibic¢ni
pusobeni na nékteré enzymy (NO reaguje s centrem téchto enzymu obsahujicim Zelezo-siru).
Je zajimavé, Ze oxid uhelnaty (CO), jind plynna slouCenina tvofena endogenné pfi
katabolismu hemu, mé& fadu podobnych vlastnosti jako NO (aktivace rozpustné
guanylylcyklazy), ale na rozdil od NO (ktery ma navic jeden elektron) je molekula CO v
pritomnosti kysliku stabilni. Afinita NO k hemoglobinu je o n€kolik fadt vyssi nez afinita
CO. NO podléha jak oxida¢nim, tak reduk¢nim reakcim, jejichz vysledkem je tvorba fady
oxidu dusiku.

Velmi vysoké davky L-argininu jsou za uritych patologickych stavi (napf.
hypercholesterolémie aj.), pti kterych je funkce endotelu poSkozena, schopné endotelidlni
syntézu NO obnovit. MoZznym vysvétlenim tohoto jevu je, Ze existuje urcity pool substratu,
ktery je pro enzym dosazitelny a ktery miize byt vyCerpan i pfi celkové vysoké koncentraci
cytoplazmatického argininu; dal§i mozZnosti je kompetice s endogennimi inhibitory NOS,
napf. s asymetrickym dimethylargininem (ADMA), ktery mize byt pfi hypercholesterolémii
zvysen.

Jak bylo jiz uvedeno, je aktivita konstitutivnich izoforem NOS fizena intraceluldrnim
kalcium-kalmodulinem, a nejdulezitéjsi stimuly, které za fyziologickych podminek fidi v
rezistentnich cévach syntézu endotelialniho NO, jsou pravdépodobné stimuly mechanické
(pulzni pratok). Mimoto jsou na endotelialnich burikach receptory pro fadu vazodilatacnich
latek, jako je acetylcholin, substance P a bradykinin, a pfi jejich obsazeni se rovnéz zvySuje
obsah intracelularniho vapniku (Cai*") a stimuluje biosyntéza endotelidlntho NO. Nezda se
ale, ze by kazdy z téchto agonisti nachazel uplatnéni za fyziologickych podminek (uvedené
latky jsou vyznamnym nastrojem pii studiu endotelialni funkce). Kalciové ionofory (napf.

A23187) a polykationty (napt. poly-L-lysin) vyvolavaji relaxaci zavislou na endotelu [25].
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Obrdzek 4: Tvorba oxidu dusnatého riznymi izoformami NOS a jeho ndsledné ucinky
Zkratky: BH, - tetrahydrobiopterin; COX-2 - cyklooxygendza typu 2; IFN - interferon; IL-1 -
interleukin-1; LPS - lipopolysacharid; NF-kB - nukledarni faktor-kB; PARS - syntdza poly-
adenosin difosfat ribozy; TNF - tumor necrosis faktor; isoformy NOS: nNOS - neurondlni
(NOS-1), INOS - inducibilni (NOS-2), eNOS - endotelialni (NOS-3). Upraveno dle [25].

Také néktera léciva se zakladnim ucinkem na jiné tkan€ (napf. intravendzni
anestetikum propofol, beta-adrenergni blokator nebivolol aj.) vyvolavaji zatim neznamymi
mechanismy uvolnéni NO z cévniho endotelu. Vazodilatace navozena timto zptisobem miize
pfispivat jak k terapeutickym, tak také k nezaddoucim G¢inkiim téchto latek.

Na rozdil od konstitutivnich izoforem NOS je aktivita NOS-2 nezavisla na zvyseni
(Cai®"). Ackoli NOS-2 obsahuji vazebné misto pro kalcium-kalmodulin, mé toto vazebné
misto ke svému ligandu velmi vysokou afinitu, coz znamena, ze NOS-2 je aktivovana i pii
nizké hodnoté (Cai®*), za klidového stavu. Enzym je indukovan bakteridlnim
lipopolysacharidem (LPS) a/nebo cytokiny, které jsou syntetizovany v odpovéd na LPS
(ptedevsim interferonem 7y, u néhoz tomuto u¢inku odpovida jeho antivirové pisobeni).

Tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a) a interleukin 1 (IL-1) jsou na rozdil od interferonu vy
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samy Vv indukci exprese NOS-2 netc¢inné, ale ptsobi synergicky s interferonem. Indukce je
inhibovana glukokortikoidy a n€kterymi cytokiny, vcetné transformujiciho rustového faktoru
B (TGF-B). Existuji velmi vyznamné druhové rozdily v indukovatelnosti NOS-2 (napf. u lidi
je NOS-2 indukovana méné snadno nez u mysi).

Oxid dusnaty reaguje s kyslikem za tvorby N,O4, ktery se dale spojuje s vodou za
tvorby smési dusitanovych a dusi¢nanovych aniontd. Dusitanové ionty jsou oxidovany na
dusi¢nanové oxyhemoglobinem. Uvedené reakce vedou ke vzniku riznych oxida dusiku, jako
je oxid dusny, oxid dusnaty, oxid dusity, oxid dusicity, nitrit a nitrat.

Oxid dusnaty je inaktivovan hemem a volnym radikdlem superoxidem. Zhaseci,
scavengery superoxidu, jako napt. superoxiddismutdza, chrani NO, zvySuji intenzitu jeho
ucinku a prodluzuji jeho trvani. Naopak interakce oxidu dusnatého se superoxidem vede k
tvorbé peroxynitritu (ONOO") a naslednému poskozeni tkani; peroxynitrit ma vysokou afinitu
k sulthydrylovym skupinam a inaktivuje nékteré klicové enzymy obsahujici sulthydrylové
skupiny. Utinek peroxynitritu je regulovan obsahem glutathionu v buice. Jestlize je
glutathion hlavni intracelularni rozpustnou sulthydrylovou slou¢eninou, mohou mit zavazné
dasledky faktory, které méni jeho biosyntézu a rozklad. Za fyziologickych podminek reaguje
glutathion s NO za wvzniku S-nitrosoglutathionu, mnohem stabilngjsi formy NO.
Nitrosoglutathion mize slouzit jako latka nebo pienase¢ NO s dlouhodobou Zivotnosti. Obsah
glutathionu v cévach je snizen pfi diabetes mellitus a ateroskler6ze a jeho nedostatek pti
téchto stavech mize byt odpovédny za zvySeny vyskyt kardiovaskularnich komplikaci. Jinou
situaci je ischémie nasledovana reperfuzi, u které je v dusledku zvysené produkce volnych

radikall porusena funkce endotelu a nasledné dochazi ke snizeni tvorby NO [27].

2.1.2.2 Vyznam NO v nitrobunééné signalizaci a cytoprotektivité resp.

cytotoxicité

Farmakologické u€inky NO byly zkoumany s pouzitim NO ve formé& plynu
rozpu$téného v solném roztoku, ktery byl dokonale deoxygenovéan inertnim plynem, napf.
heliem. Mnohem vhodnéjsi ke studiu jsou rizné chemické donory NO jako nitroprussid nebo
S-nitroso-acetylpenicillamin (»\SNAP«) nebo S-nitrosoglutathion.

Oxid dusnaty muze v bunkach, které jej produkuji, aktivovat guanylylcyklazu a
vyvolavat autokrinni U¢inek. Endotelidlni produkce NO ovliviiuje autokrinné permeabilitu

endotelu pro albumin a existuji dikazy o autokrinnim u¢inku rovnéz u krevnich desticek.
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Obecnéji vsak NO pusobi spiSe jako parakrinni nez jako autokrinni mediétor; difunduje z
mista syntézy a aktivuje guanylylcyklazu v sousednich bunkach. Vysledné zvyseni cGMP
pusobi na proteinkindzy, cyklické nukleotidfosfodiesterazy, iontové kanaly a mozné dalsi
proteiny. Tyto ucinky vedou ke snizené (Cai2+) odpovédi na kontraktilni a proagregacni
agonisty (zejména v hladkych svalech cév a krevnich destickach), aniz by doslo k
vyznamnému ovlivnéni bazalni hodnoty (Cai®*). Nésledn& vyvolava NO hyperpolarizaci
hladké svaloviny cév (za nékterych okolnosti v disledku aktivace K* kanalu). cGMP inhibuje
adhezi a migraci monocytu a inhibuje proliferaci bun€k hladkého svalu a fibroblastii, coz jsou
ucinky, které pfispivaji k antiaterogenni uloze NO.

Velké mnozstvi NO (uvolnéné v disledku indukce NOS nebo vybrané stimulace
NMDA (N-methyl-D-aspartatovych receptort v mozku) vyvolava cytotoxické uéinky (bud’
pfimo nebo cestou peroxynitritovych aniontll). To pfispiva k obrané hostitele, ale také
K neuronalnimu poskozeni, které se objevuje v ptipadé pfilisné stimulace NMDA receptort

glutamatem.

2.1.2.3 Vyznam NO v nitrobunécné signalizaci ve vztahu k apoptoze

hepatocyti

Programovand smrt butiky je Siroky pojem pouZzivany pro smrt bunky, ktera se d¢je za
podminek slucitelnych se Zivotem. Kazda burka si nese specidlni geneticky aparat pro jeji
realizaci. Tento proces je velmi vyznamny napf. pro formovani organismu v ontogenezi,
spravnou funkci bunék imunitniho systému, eliminaci bun¢k GIT a kuize atd., a jeho poruchy
jsou pri¢inami mnohych patofyziologickych stavli — autoimunitnich poruch, onkologickych
onemocnéni, malformaci... Jednim z typti programované bunééné smrti je apoptdza, neboli
bunécna sebevrazda.

K zakladnim spoustécim apoptdzy patii tzv. apoptotické signaly, které mohou byt
pavodu endogenniho (p53 - aktivuje se Vv okamziku poSkozeni DNA) ¢i exogenniho
(apoptotické signalni molekuly — glukokortikoidy, cytokiny IL-3 a IGF-I, ligandy receptori
smrti Fas, TNF o/f, granzym B). Na tyto signdly navazuji proapoptotické proteiny rodiny
Bcl-2, resp. podrodiny Bax (Bax, Bcl-Xs, Bak), které jsou indukovany diky p-53 a podrodiny
BH3 (Bad a Bid).

Podle dosavadnich znalosti hraji kaspazy (cystein dependentni aspartat protedzy)

klicovou roli pfi spoustécim mechanismu apoptotické exekuce.
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Tyto enzymy se klasifikuji do tii skupin:
Iniciacni: casp-2, casp-8, casp-9, casp-10
Exekucni: casp-3, casp-6, casp-7
Zanetliveé: casp-1, casp-4, casp-5
V mechanismu apoptdzy slouzi iniciacni kaspazy k aktivaci kaspaz exekucnich, které
nasledné Stépi tzv. substraty smrti (CAD/ICAD, PARP, laminy...). Tyto potom dale aktivuji
nukleazy a dochazi k fragmentaci DNA [28]. Zanétlivé kaspazy nehraji roli v procesu
apoptozy. Za klicovou exekucni kaspazu se povazuje kaspaza-3, ktera se aktivuje nejen pfi

apoptdze, ale i pti nekroze.
2.1.2.3.1 Drahy indukce apoptozy

2.1.2.3.1.1 Mitochondrialni draha

Proapoptotické proteiny reguluji permeabilitu membrany mitochondrii. Diky tomu

dojde k uvolnéni dalsich proapoptotickych faktord napt. cytochromu C do cytosolu. Tim je

.....

2.1.2.3.1.2 Draha receptori smrti

Interakci receptoru smrti s jejich ligandy (Fas) dojde k vytvofeni tzv. domény smrti,

Vztah NO signaliza¢ni molekuly ve vztahu v aktivaci kaspazovych drah je popsén na
nasledujicim obrazku 5B. Za urcitych podminek je ale paradoxné NO cytoprotektivni latkou
[29]. Nizké koncentrace NO totiz maji piiznivy efekt na hepatocyty, snizuje se napiiklad
mnozstvi kaspaz [30]. Piedpoklada se, Ze zvySeni produkce NO do ur€ité hodnoty je
v urCitych podminkdch casnd adaptaéni odpovéd’ hepatocytli vic¢i jejich pozdéjsSimu
poskozeni. Jakmile je ale tato dosud ne piesné stanovend hodnota ptekrocena, uplatni se NO
jako mediator cytotoxicity [31]. Shrnuto: NO muze mit tedy jak proapoptoticky tak
antiapoptoticky efekt, ktery zavisi na mnozstvi jeho produkce, typu buiiky a interakcich
S ostatnimi intraceluldrnimi slozkami, jako je Zelezo, thioly, proteiny a reaktivni kyslikové

radikaly (ROS) [32].
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Obrdzek 5A: Drahy indukce apoptézy (Fas- transmembrdnovy protein patrici do rodiny TNF,

FADD- Fas-Associated protein with Death Domain,Apaf-1- apoptotic protease activating factor 1).
(Upraveno dle [28]).

28



L- Arginin _'[“_O_S__» NO + L Citrullin:

| kaspaza 6 53
GTP CGMP+PP| i
cGMP rizené K+ kanaly 1Bid
fosfodiesterizy ‘

/5

Fosforylace cAMP Tei L
substr:i_tu

Poskozeni
mitochondrii

Cytochrom C

Apaf-1 } 5
Prokaspiza-9 Ap OptOZ om
dATP

kaspaza-9

v
Aktivace exekucnich
kaspaz 36a7

v
Apoptoza

Obrdzek 5B: VIiv NO na systém kaspdzovych drah u apoptozy. (Upraveno dle [33].)
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2.2 Studované markery hepatocytii

2.2.1 Biochemické markery hepatocytarnich funkci

2211 ALT

ALT (alaninaminotransferaza) téz GPT (glutamat-pyruvat-transaminaza) je
cytoplazmaticky enzym, katalyzujici pfenos aminoskupiny z L-alaninu na 2-oxoglutarat za

vzniku pyruvétu a L-glutamatu.

2-oxoglutarat + L-alanin —*=-— L-glutamét + pyruvat

Reakce je volné reverzibilni, uplatiiuje se pii syntéze, odbourdvani i pfeméné
aminokyselin. Se svym koenzymem pyridoxalfosfatem se tak ALT podili na metabolismu
dusiku v organismu. Nejvice je obsazen v hepatocytech, pti poskozeni bunky se vyplavuje ve
zvySené mitfe do krve. Extracelularné uvolnény enzym ALT (alanin aminotransferaza) patii k
fundamentalnim dikaziim poSkozeni jaterni tkan€ uz hodné let.

Alaninaminotransferaza je obsazena krom¢ cytoplasmy hepatocytt také v myokardu
(4x mensi koncentrace), ledvinach (10x mensSi koncentrace) a kosterni svaloving. ZvySena
hladina ALT ma velmi vysokou senzitivitu pfi hepatocelularnim poskozeni. Pfi tézké akutni
hepatocelularni nekréze se miZze hladina ALT v séru béhem 48 hodin zvysit aZ na stondsobek
normdlu amize se drzet vtéto hladin€é po nckolik dnli. Pti chronickém procesu se
koncentrace ALT v séru muze drzet kolem desetinasobku normy. Také primarni nadory jater
mohou byt spojeny s velmi vysokou elevaci ALT, jednak nasledkem nekrozy okolni tkang,
ale iv dasledku produkce isoenzyml piimo nadorovymi bunkami [34]. Glukokortikoidy
podéavané ve vysokych davkach (4 mg/kg) mohou zvysit hladinu ALT béhem 14 dni na vice
nez desetinasobek, zvySena hladina muze ptetrvat jesté nékolik tydnd po vysazeni [35].
Mnoho dal$ich 1é¢iv zvySuje hladinu ALT (fenobarbital ve vysokych davkach 4,4mg/kg po 8

hod.) mtze zvysit hladinu az 50 x oproti normalu u psich in vivo modeli [36].
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2.2.1.2 Alfa GST

Tento vysoce citlivy marker je analogicky k ALT s tim, Ze se uvoliluje jiZ mnohem
diive nez ALT a proto je ho mozno povazovat za casny marker hepatocytarniho poskozeni.

V nékterych publikacich se pouziva jako dopliikovy marker k verifikaci hodnot ALT.

2.2.1.3 UREA

Urea je kone¢ny produkt odbouravani bilkovin, pfesnéji dusiku aminokyselin. Je
syntetizovana v jatrech a vyluCovana moci. Koncentrace urey v séru zavisi na mnozstvi
bilkovin pfijimanych potravou, na stupni katabolismu exogennich i endogennich proteint, na
ureosyntetické schopnosti hepatocytli, na stavu hydratace a mife vylu€ovéani ledvinami. In
ViV se stanoveni koncentrace urey pouziva hlavné pro posouzeni funkce ledvin a trovné
katabolismu proteint. In vitro na izolovanych hepatocytech jeji produkce orienta¢né odpovida

mife funkceschopnosti téchto bunék.

2.2.1.4 Bilirubin

Bilirubin je metabolicky produkt degradace hemoglobinu a jeden z nejlepsich dosud
objevenych endogennich antioxidanti vubec. P#i odbouravani hemoglobinu diky
hemoxygenaze vznika spolu s ostatnimi latkami zelené barvivo biliverdin, které je okamzité
pfeménéno enzymem Dbiliverdinreduktazou na bilirubin, ktery je ve volné formeé
(nekonjugované) transportovan do jater (vazba na albumin). V jatrech je molekula
konjugovana s kyselinou glukuronovou a sekretovana do zlu¢ovych kanalkt (Zluci).
Konjugovany bilirubin je rozpustny ve vod¢, ale velmi $patné rozpustny v tucich (proto neni
zpétné ze stfeva vstifebavan). V intestinu je bilirubin konvertovan pomoci bakterii na
urobilinogen a sterkobilinogen (zptisobuje hnédou barvu stolice).

U tézké akutni difuzni hepatocelularni nekrézy béhem 1- 4 dnt stoupne hladina
bilirubinu (in vivo) piiblizné dvojnasobné a dale se zvySuje dle vyvoje choroby v zavislosti na

metabolické kapacité zbylé nebo reparované jaterni tkané [17].

31



2.2.2 Markery antioxidacéni kapacity

2.2.2.1 Markery lipoperoxidace

Jako ukazatele lipoperoxidace byly méfeny malonyldialdehyd a konjugované dieny.
Malonyldialdehyd je povazovan za typicky produkt peroxidace lipidd, ktery je mezi ostatnimi
produkty hojnéji zastoupen. Konjugované dieny jsou dalsi bézné produkty lipoperoxidace. Za
marker lipoperoxidace se vSak povazuje 1 oxid uhelnaty (CO), nebot” pravé lipoperoxidace je

vedle katabolické drahy hemu jeho dal$im intracelularnim zdrojem.

2.2.2.2 Antioxida¢ni enzymy a substraty

Zaméfili jsme se predevsim na méfeni katalazy a redukovaného glutathionu. Katalaza,
patfici do rodiny antioxida¢nich enzym, je bézny enzym vyskytujici se téméet ve vSech
zivych organismech vystavenych kysliku. Funguje jako katalyzator rozkladu peroxidu vodiku
na vodu a kyslik. Katalaza ma jedno z nejvysSich Cisel premény ze vSech enzymi. Jedina
molekula kataldzy muize prevést na vodu a kyslik miliony molekul peroxidu vodiku za
sekundu.

Redukovany glutathion (GSH) se ucastni obrany buiiky mnoha zptsoby. Diky své
thiolové skupiné méa GSH silné antioxida¢ni G€inky, miize proto odbouravat ROS bud'to
pfimou reakci s nimi nebo reakci s oxidovanymi substraty, které opét zredukuje. Samotny

glutathion se pak méni na svou oxidovanou formu GSSG.
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3 CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem mé prace bylo testovat na poli preklinického vyzkumu u¢innost vybranych latek
ze skupiny cytoprotektiv s ur¢itym hepatoprotektivnim uc¢inkem a zaroven najit nebo naznadit
mechanismus tohoto jejich G¢inku, ktery jsem zkoumal v oblasti intracelularnich plynnych

signalnich molekul NO a CO resp. enzymt klicovych pro jejich vznik NOS/HO.

M¢ doktorské studium mélo dva hlavni sméry:

1) Experimentalni sledovani vzajemného vztahu systétmi HO/CO a NOS/NO
v prostfedi hepatotoxickych latek in vitro v izolovanych primarnich potkanich hepatocytech a
in vivo na potkanim modelu.

2) Hodnoceni cytoprotektivnino efektu vybranych latek na poskozené potkani
hepatocyty a zkoumat zavislost tohoto efektu na zménach v parametrech
cytotoxicity/cytoprotektivity, antioxidanich parametrech, genové expresi mRNA u

vybranych genti a na zménéch v histologického stavu bun¢k/tkani/organti.

Zakladni nosnou hypotézou bylo, Ze mezi témito parametry existuji pomyslné
»spojené nadoby* v podobé¢ riiznych vzajemné propojenych kompenza¢nich mechanismi, tj.
zatimco na jedné strané je inhibovan jeden systém, na druhé stran¢ se miize aktivovat jiny.
Jak jiz bylo uvedeno v avodu této prace, systtm CO/HO se povaZzuje spiSe za protektivni
systém, jehoZ aktivace vede k buné¢né ochrané. Systém NO/NOS je pii nizké aktivaci také
povazovan za protektivni, pfi hyperaktivaci naopak vlivem toxickych nitrosylovych radikala
vykazuje vice toxické vlastnosti [37, 38, 39]. Vlastnosti téchto systémti mohou byt
kompenzovany bud’ mezi sebou navzajem, tedy, Ze toxicita systétmu NO/NOS muze byt
intracelularné kompenzovana protektivnimi vlastnostmi systému CO/HO, nebo se to déje
jinymi mechanismy v buiice napf. antioxida¢nimi systémy. Navic existuje predpoklad, ze
mezi témito systémy funguje urCity vzajemny vztah, ktery je vSak velmi nejednotny a
rozporuplny. Bylo napf. publikovano, ze CO potencuje aktivitu NOS/NO systému [40], ale i
inhibuje [41] napt. potlatovanim exprese NOS [42]. Z opa¢ného hlediska také NO potencuje
aktivitu HO/CO systému [43], ale také inhibuje [44].
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie a testovaci soupravy (kity)

Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, Praha. VSechny
chemikalie pro analyzu byly pofizeny v min. 99% cistoté pro analysis. Chemikalie ur¢ené pro
aplikaci zvifatim byly vzdy v minimalné 95%ni Ccistoté s vyjimkou kurkuminu, ktery byl
v 80,1%ni  Cistot¢  (zbytek  tvofily  kurkuminoidy —  demethoxykurkumin a
bisdemethoxykurkumin). Kalibraéni plyn CO byl zakoupen od firmy Linde, Praha.
Diagnosticky kit pro stanoveni aGST byl zakoupen od firmy Biotrin, Dublin, Irsko. Bio-Rad
Protein Assay Kit pro stanoveni celkové bilkoviny byl pofizen od firmy Bio-Rad, Praha. Kit
pro stanoveni dusitanti byl zakoupen od firmy Cayman Chemical Company, Neratovice.
Reverzné transkriptazovy kit a TagMan polymerazové kity pro stanoveni genové exprese
jednotlivych genil byly ziskdny od firmy Applied Biosystems, Praha. Kit na izolaci celkové
RNA byl zakoupen od spolecnosti Bio-Consult Laboratoires, Praha. Kity pro méfeni ALT,
AST, bilirubinu a mocoviny byly ziskany od firny Biocon Diagnostik, Vohl-Marienhagen

Neémecko.

4.2 Méieni genové exprese HO-1 a NOS-2 pomoci real time
PCR

Odbér vzorki

Vsechny vzorky byly odebirany na zacatku a na konci pokusu. Mnozstvi vzorku bylo
vzdy odebirano tak, aby pocet hepatocytl pii kazdém odbéru odpovidal vzdy poctu
hepatocytli pouzitych pro parové srovnani. Kazdy vzorek byl po odbéru okamzité umistén do

chladného RNA-stabiliza¢niho pufru s pfidavkem beta-merkaptoetanolu.

Izolace celkové RNA

Po odebrani stanoveného mnoZzstvi Zivych bunck ¢i tkan€ byla provedena lyza
vysokotlakym protlacenim pies specifickou membranu v centrifuze pti 20 000 g v RNA
stabiliza¢nim roztoku spolu s lyza¢nim c¢inidlem a pfidavkem beta-merkaptoetanolu. Poté
bylo provedeno odizolovani nepotfebné genomové DNA protlacenim skrz specifickou

vysokoafinitni chromatografickou kolonku. Nasledovalo nafedéni 70% vodnym roztokem
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etanolu (v purifikované vodé prosté RNaz). Teprve nyni byla jinou specifickou vysokoafinitni
chromatografickou kolonkou vyvéazéna celkovd RNA. Nasledovaly mnohocetné proplachy
riznymi pufrovanymi ¢inidly, az nakonec byla pouzita specidlni RNaz prostd voda, kterou

doslo k eluci purifikované celkové RNA. Ta byla ihned hluboko zamrazena pii -80°C.

Reverzni transkripce z RNA do cDNA

Naslednou procedurou byl piepis celkové RNA do cDNA. Na to byl pouzit
univerzalni kit GeneAmp® RNA PCR pouzivajici reverzni transkriptizu MuLv (murine
leukemia virus), coz je RNA-dependentni DNA polymeraza. Jako templat pouziva
jednofetézcovou RNA a pfitomnosti vhodnych primerd je schopna nasyntetizovat
komplementarni DNA. Dal$i komponenty reverzné transkriptdzové reakce byly MgCl,
dNTP, hexamery, RNazovy inhibitor, voda prosta RNA4z a to vSe v prosttedi RT pufru. Po
smiseni vSech téchto slozek v pfesném poméru stanoveném vyrobcem kitu byla spusténa
reverzni transkripce, ktera se sestdvala ze tfech fazi: 10 minut pfi 25°C — enzymova aktivace
RT, 30 minut pti 48°C — vlastni amplifikace, 5 minut pfi 95°C denaturace. Po zchlazeni byly

vSechny vzorky uchovavany pii -20°C.

Real time PCR

Exprese genii pro HO-1 a NOS-2 byla vyhodnocena z vysledkii polymerazové
fetézcové reakce s cDNA provadéné v realném case (RT-PCR). Celkem se vyhodnocovaly
Ctyfi geny — pro HO-1, NOS-2 jako cilen¢ zkoumané geny a dale beta-2-mikroglobulin a beta-
aktin jako endogenni kontroly (housekeepingové geny), které pii pokusech vykazovaly
vysokou stabilitu ve své expresi [45].

RT-PCR byla realizovana syst¢émem ABI PRISM 7900. Smés obsahovala 5ul cDNA,
6ul standardizované smési TagMan master mixu, 0,6 pl smési primeri a fluorescencné
zna¢enych MGB prob specifickych pro HO-1/NOS-2 geny a 0,4 yl purifikované vody.

Teplotni podminky pfi RT-PCR reakci sestavaly ze tii fazi: 10 minut pii 90°C —
aktivace DNA polymerazy, 15 sekund pii 95-99°C — denaturace DNA a 1 minuta pii 60°C
pro annealing.

Hlavni hodnoty namétené pii PCR reakci byly hodnoty CT. Tyto hodnoty urcuji Cas,
kdy dochazi ke zlomovému navySeni fluorescence uvolnénych fluorescencnich sond z prob
(treshold), coz je kliCovy Cas k pocitani poméru mezi poc¢atkem a koncem experimentu a poté

Kk vypoctu relativni exprese jednotlivych genli — pomér mezi expresi cilené hodnocenych genti
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a endogennich kontrol. Cim dfive nastane &as bodu zlomu, tim vétsi mnoZstvi genu je

exprimovano (v poméru k housekeepingovym gentiim) [46].

4.3 Méreni biochemickych parametru tykajicich se NOS/NO

systému

4.3.1 Pfimé méfeni extracelularniho NO,

Mnozstvi iontd NO; — hlavniho stabilniho produktu po oxidaci NO — v mediu
tkanovych kultur nebo bioreaktoru byla po prevedeni na barevnou diazoniovou siil méfena
spektrofotometricky pfi 540nm na mikrodesti¢ce. Na toto stanoveni byl pouzit kit of firmy
Cayman Chemical Company. lonty NOgs’, které také mohly v pribéhu pokusu z NO vznikat,
byly pted vlastnim stanovenim pievedeny nitratreduktdzou na NO,". K diazota¢ni reakci bylo
pouzito Griessovo ¢inidlo z kitu (1% sulfanylamid, 0,1% naftyletylendiamin, 2,5% kyselina
fosfore¢nd). Hodnoty absorbanci byly porovnavany se standardni kalibra¢ni kfivkou NaNO..

Dle naSich zkuSenosti mnozstvi NO; iontl, které¢ vznikly redukci z NOj

nepiesahovalo zpravidla vice nez 5 %.

(9]
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4.4 Méieni biochemickych parametri tykajicich se HO/CO

systému

4.4.1 Mé&ieni CO pomoci plynové chromatografie s UV detekci

Plynova chromatografie s UV detekci umoziuje vyuzit méfeni CO jednak pro
stanoveni mnozstvi CO v jaterni tkani a dale pro stanoveni hemoxygenazy, kdy po pfidani
definovaného mnozstvi hemu vytvoreny CO odrazi jeji aktivitu. Princip detekce CO na konci
chromatografické kolony je zaloZen na jeho ptirozenych redukcnich vlastnostech. Dochazi
zde k redukci oxidu rtutnatého (HgO) na elementarni rtut’ (Hg), jejiz pary jsou detekovany
v UV spektru.

Vzorky definovaného mnozstvi hepatocytli nebo jaterni tkdné urcené pro meéfeni
aktivity HO byly homogenizovany pomoci ultrazvukového homogenizatoru. Vzniklé
homogenaty byly inkubovany 15 minut s hemem (1,5 mM hem v 0,15 mM vodném roztoku
albuminu) a NADPH pii 37°C ve specialnich CO prostych zkumavkach uzavienych CO
prostymi pryzovymi zatkami. Reakce byla pfesné po 15 minutach ukoncena ptfiddnim 60%
kyseliny sulfosalicylové, ¢imzZ doslo k denaturaci veskerych proteinti ve smési a uvolnéni CO.
V piipadé stanovovani tkanového CO v jaternim homogenatu byla kyselina sulfosalicylova
pfidana jiz hned na zacatku, ¢imz doslo k uvolnéni veskerého tkanového CO.

Vlastni nastiik plynného obsahu a kolonu probé¢hl pro proplachu kazdé zkumavky
nosnym plynem (dusik). Pfistroj, ktery byl pouzivan pro plynovou analyzu, byl pofizen od
firmy Trace Analytical (Menlo Park, Kalifornie, USA). Pro kalibraci pfistroje byla pouzita
standardizovand smés oxidu uhelnatého a dusiku. Aktivita HO byla vyjadiend v jednotkach
pmolCO/hod/mg celkové bilkoviny a tkanové mnozstvi CO bylo vyjadieno v pmolCO/mg
celkové bilkoviny.

Tato metoda je do detailll popsana v samostatné publikaci [47].

4.4.2 Méieni biliverdinu/bilirubinu jako vedlejSich produkti syntézy

Cco

Bilirubin lze meéfit specifickym kitem zalozenym na principu daném nasledujici

diazotacni reakci, biliverdin se pfimo (napt. ELISA kitem) vétSinou neméfi, ale nechd se
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zredukovat biliverdin reduktdzou a pak se méfi vysledny produkt bilirubin, nebo ho lze

stanovit ekvimolarnim vypoctem ze spotieby biliverdinreduktazy:

Cl
/3 ‘ 0 - R 5 Kyselé
\ »- N=N BE +bilirubin ™35 4. 0harvive (Cervenafialove)
N/ prostred v /
Cl
Diazoniova siil

Vzorek séra pro stanoveni bilirubinu je v temnu stabilni pfi 4°C piiblizné 7 dni.
Slune¢ni svétlo snizuje koncentraci ve vzorku kaZzdou hodinu pfiblizné o 50 %. FaleSné

zvysSené hodnoty dostavame pii lipémii a hemolyze [48].

4.5 Méieni biochemickych parametrit viability/posSkozeni

hepatocytit

4.5.1 Métreni ALT

Koncentrace ALT v médiu byla méfena specifickym diagnostickym kitem za dodrzeni
instrukci vyrobce.
Princip metody:

Vyuziva se ptfirozené vlastnosti tohoto enzymu. Nechd se probehnout reakce:
2-oxoglutarat + L-alanin —**-— L-glutamat + pyruvat

Na ni navazuje standardizovana reakce katalyzovana laktatdehydrogenazou:
pyruvat + NADH + H" -2 |-laktat + NAD"

Potom se méti UV spektrofotometricky ubytek NADH, ktery odpovida vlastni aktivité¢ ALT.
Fale$né€ zvySenou hladinu ALT v séru mizeme ziskat pfi lipémii nebo pfi posuzovani

vyrazné hemolytického séra. Polocas rozpadu ALT v krevni plasmé je ptiblizné 1-2 dny.

Stabilita hladiny ALT v séru je pti pokojové teploté ptiblizn€ 1 den (pii 4°C do 7 dnui).
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4.5.2 Méfeni urey

Koncentrace ALT v médiu byla rovnéz métfena specifickym diagnostickym kitem za
dodrZeni instrukci vyrobce.
Princip metody:

Urea je hydrolyzovéna v pfitomnosti uredzy za soucasné¢ho vzniku amoniaku a oxidu

uhlic¢itého:

urea + H,0 + 2 HY —»¥=2_, 5> NH,* + CO,

Na ni navazuje standardizovana reakce katalyzovana glutamatdehydrogenazou:

2 NH;" + 2 NADH + 2-oxoglutarat —2-2H— H,0 + 2 NAD" + glutamat

Potom se méti UV spektrofotometricky ubytek NADH, ktery odpovida koncentraci urey.

4.5.3 Méreni alfa GST

Mg¢fteni bylo provadéno pomoci ELISA kitu (Biotrin, Dublin, Irsko) zalozeného na
reakci alfa-GST se specifickou fluorescenéné znacenou protilatkou. VSechna stanoveni

probihala za pfisného dodrZeni podminek stanovenych vyrobcem.

4.6 Hodnoceni bunécéné morfologie hepatocytii

4.6.1 Imunohistochemické barveni komplexem Annexin V /

propidium jodidem

Po promyti bun¢k studenym PBS a stabilizaci v 4% paraformaldehydu byly
hepatocyty  pozorovany z morfologického hlediska a pro studium apoptozy
imunohistochemicky barveny pouzitim Annexin-V/propidium jodidu. K detekci byl pouzit
fluorescen¢ni mikroskop. PouZzitim této metody bylo mozné hodnotit pomé&r apoptotické popf.

nekrotické bunécné populace po 24 hodinové a 48 hodinové kultivaci. Apoptotické
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hepatocyty vykazovaly zelenou fluorescenci diky vazbé Annexinu V na fosfatidylserinové
zbytky na povrchu bunééné membrany. Propidium jodid, ktery poskytoval cervenou
fluorescenci, se vazal na DNA vSech fixovanych bunék. Pro leps$i rozliSeni a jeho kontrolu

byla ¢ast fixovanych hepatocyti oznacena toluidinovou modii.

4.7 Metody méi‘eni parametrit antioxidacéni kapacity

Ptimé méfeni je obtizné vzhledem ke kratkému polocasu volnych radikalt. Stanovuji se
latky vzniklé jejich pisobenim [49]. Pouzivali jsme vybranych nékolik metod, které jsou

popsany detailnéji v této kapitole.

4.7.1 Pifima méreni

4.7.1.1 Stanoveni radikali dusiku a jeho adukti

Je mozno pfimo stanovit oxid dusnaty, napiiklad plynovou chromatografii, ale toto
stanoveni je velmi obtizné provést, nebot’ je tento plyn velmi nestabilni a podléha velmi
rychle spontdnni oxidaci na dusitany (nitrity) a dusinany (nitraty). Proto jsme vyuzivali
metody nepiimé, kdy se stanovovaly nitrity, nitrdty nebo latky modifikované nitraci —

nitrosohemoglobin - viz ptedchozi kapitolu 4.3.

4.7.2 Nepiima méreni

Nejcastéji se méii produkty lipoperoxidace nebo stanoveni stupné antioxidacni

ochrany organismu.
4.7.2.1 Méreni lipoperoxidace
4.7.2.1.1 Stanoveni malonyldialdehydu (resp. TBARS)

Malonyldialdehyd reaguje s deoxyadenosinem a deoxyguanosinem v DNA a tvoii s
nimi DNA adukty. Stanoveni malonyldialdehydu (MDA) Ize uskute¢nit spektrofotometricky,
nebot’ po reakci s thiobarbituratem se tvoii barevny komplex [50]. Stanoveni ma sva
omezeni, nebot’ reakce neni zcela specificka, reaguji téz jiné latky napf. bilirubin nebo volna

DNA.
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Pufr (0,2 M TRIS-HCI pH 7.4 + 0,002 M EDTA-Na, + 0,025 M sachar6za) s
cca 10% obsahem jaterni tkané byl homogenizovan rotacni rychlofeznou michackou
s naslednym stocenim v centrifuze pii 4000 otackach/min. U plazmatickych méfeni se stacela
heparinizovana krev. 0,3 ml supernatantu (z plazmy nebo homogenatu) se smichalo s 0,5ml
IM HCI a 1 ml 0,67% vodného roztoku kyseliny thiobarbiturové (TBA). Vzorky byly
inkubovény pii 95°C po dobu 20 minut. Po zchlazeni byly vzorky deproteinovany 10%
vodnym roztokem kyseliny trichloroctové (TCA) v poméru 1:1. Vznikld sraZenina byla
odstranéna centrifugaci pifi 805g po dobu 10 minut. Spektrofotometricky byla méiena
absorbance supernatantu pii vinové délce 532nm. Malonyldialdehydovy standard byl
piipraven ex tempore ze standardu tetraetoxypropanu (10 uM). Vysledky byly vyjadieny
Vjednotkdch nmol/ml pro plazmatické vzorky a nmol/mg celkové bilkoviny u

homogenatovych vzorkd.

4.7.2.1.2 Stanoveni konjugovanych dienii (CD)

Metodika stanovovani konjugovanych diend byla pievzata z jiz dfive publikovaného
¢lanku [51]. Princip stanoveni spociva v tom, ze konjugované dieny, izolované z jaterniho
homogenatu nebo plazmy byly méfeny spektrofotometricky pii vinové délce 233nm. Jako
slepy vzorek byl pouzit heptan (99 %). Pro stabilizaci vzorku a na zabranu dalsi
lipoperoxidace byl pii izolaci pouzit heptan, isopropanol, 0,01M HCI a u plazmatickych
vzorkti navic 0,2M EDTA. Vysledky byly vyjadieny v nmol/ml (plazmatické vzorky) a

nmol/mg celkové bilkoviny.
4.7.2.2 Antioxidacni ochrana organismu
4.7.2.2.1 Stanoveni antioxida¢niho enzymu — kataldazy (CAT)

Stanoveni katalazy bylo realizovano pomoci spektrofotometrické analyzy. Metoda je
zaloZzena na méfeni poklesu absorbance pii Stépeni peroxidu vodiku kataldzou, piicemz
peroxid vodiku nasledné reaguje s molybdenanem amonnym v kyselém prostiedi za vzniku
barevného komplexu [52]. Po stanoveni se smichaly 2 ml 0,03% peroxidu vodiku a 50ul
vzorku plazmy nebo jaterniho homogenatu. Po inkubaci 5 minut pti 20°C byl pfidan 1 ml
molybdenanu amonného a 1 ml 0,25 M H,SO, a vzorky byly nasledné centrifugovany 10
minut pii 805g. Absorbance byla méfena pii vinové délce 410 nm. Mnozstvi katalazy bylo

vyjadieno v umolech/ml u plazmatickych vzorkt a pmol/mg celkové bilkoviny.
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4.7.2.2.2 Stanoveni antioxidacnino substratu — hepatocytarniho redukovaného
glutathionu (GSH)

Metodika stanoveni spociva ve spektrofotometricky stanovitelné reakci mezi volnymi
SH skupinami a kyselinou 5,5’-dithio-2-nitrobenzoovou (DTNB) [53]. Stanoveni GSH ma
sva omezeni (vysoka vaznost na albumin a dlouhy polocas).

Kousky jaterni tkan¢ byly homogenizovany v pufru (0,2 M TRIS-HCI + 0,002 M
EDTA-Na; + 0,025 M sacharéza — pH 7,4). 0,5 ml homogenatu bylo smichano s 0,5 ml 10%
vodného roztoku kyseliny trichloroctové (TCA) a centrifugovano po dobu 15 minut pi#i 805g.
K 0,1 ml supernatantu bylo piidano dalsich 1,4 ml TRIS-HCI pufru o koncentraci 0,2 M a pH
8.5 obsahujici 0.02 M EDTANa; a dale 0,05 ml 3 mM DTNB. Smés byla inkubovana po dobu
10 minut pfi 20°C a poté byla zmétena absorbance pii vinové délce 412 nm. Jako standard
pro kalibra¢ni kiivku byl pouzit 48 mM roztok redukovaného glutathionu v 10% TCA.
Vysledky byly vyjadifeny v pmolech/mg TP.

4.8 Stanoveni celkového proteinu (TP)

Spolu s nékterymi vySe uvedenymi stanovenimi bylo nezbytné méfeni celkové
bilkoviny (TP), aby bylo mozné vztahnout hodnoty k redlnému bunéénému obsahu. K tomuto
stanoveni se vyuzila biuretova reakce se spektrofotometrickym vyhodnocenim piti vinové

délce 595nm. Jako standard pro kalibra¢ni kiivku byl pouZit hovézi sérovy albumin (BSA).

4.9 Statistické zpracovani vysledkii

Vsechny experimenty byly provadény skupinové. Pét vysledkt v jednom souboru byl
minimalni pocet zvifat nebo in vitro modeld. Pokazdé bylo u¢inéno jedno nezavislé méfeni
pro kazdy parametr pro kazdé zvife nebo model. Pfedpokladalo se normalni rozdéleni vSech
métenych ndhodnych velicin.

Vsechny vysledky byly hodnoceny porovndvanim s negativni kontrolou (placebo
skupina) nebo pozitivni kontrolou (léCena/inkubovana skupina). K tomuto hodnoceni byla

pouzivana analyza rozptylu (ANOVA) sjednoduchym tfidénim (one-way analysis of
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variance) s naslednym mnohondsobnym porovnavanim pomoci Bonferroniho nebo Tukey-
Kramerova testu.

Vysledky se standardné vyjadiovaly ve formatu vybérovy pramér + SD (vybérova
smérodatna odchylka) nebo SEM (standardni odchylka od praméru). Vysledky s p-hodnotou
mensi nez 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Znacky pro oznacovani

jednotlivych hodnot hladin statistické vyznamnosti jsou uvedeny v tabulce 2:

p<0,05 p=<0,01 p <0,001
porovnani vici
* ** *k*k
negativni kontrole
porovnani vaci
N # Hit sl
pozitivni kontrole

Tabulka 2: Znacky pro oznacovani jednotlivych p-hodnot

K vyhodnoceni statistickych vysledkii byl pouzivan licencni fakultni software

woen e

Statistica pfipadné voln¢ $ititelny program GraphPad in Stat verze 3.06.
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5 POUZITE LATKY A EXPERIMENTALNI
MODELY

5.1 Zviiata, tkarnové kultury a bioreaktor

Zvirata

Pro vSechny izolace bun€k ¢i pokusy in vivo byli pouzivani farmakologicky
neovliviiovani outbredni potkani (Wistar) ve véku 1-1,5 mésice vazici primérmné od 200 do
300 grami (Velaz, Lysolaje). Potkani byli krmeni standardni granulovanou laboratorni dietou
ad libitum a napajeni vodou z vodovodniho tadu. Po celou dobu pobytu ve vivariu méla
zvitata standardni svételny rezim 12 hodin svétlo 12 hodin tma. Teplota v mistnosti byla
udrzovéna v rozmezi 22+2°C pii relativni vlhkosti 50+10 %.

Veskera péCe o zvifata probihala dle pfislusnych standardnich postupt stejnych pro
celou 1. 1ékatskou fakultu Univerzity Karlovy v Praze, schvalenych Fakultni etickou komisi,
a to vzdy nélezit¢ kvalifikovanym persondlem. O vSech pracovnich postupech vcetné

usmrcovani zvifat byly vedeny protokoly, které byly v souladu se v§emi pokyny.

Izolace potkanich hepatocytu

Pfed vyjmutim jater z téla potkana byla provedena heparinizace krve ve vena cava,
nasledné byla jatra perfundovéana specifickym pufrem nékolik minut. Poté byly hepatocyty
izolovany za pouziti standardni dvoufazové kolagenazové perfuzni metody, pii které doslo
k rozvolnéni mezibunéénych spoji v jaterni tkani. Po nékolikanasobném opatrném piecisténi
pomoci centrifugy byla ziskdna suspenze hepatocytli, ve které bylo teprve mozno stanovit
pomoci Biirkerovy komtrky celkovy pocet bun€k v 1 ml homogenni suspenze. Dale byla po
expozici malého vzorku bunék roztoku trypanové modii spocitana celkova Zivotnost bunék
V suspenzi vyjadiena v procentech. Pocital se pomér obarvenych (resp. mrtvych) bunck k
celkovému poctu vsech [54].

Pro nasledny pokus byla pouzita vzdy jen ta suspenze, jejiz builky dosahovaly

zivotnosti nad 85 %.
Tkanové kultury hepatocyti

Kultivaéni misky byly nejprve pokryty tenkou vrstvou roztoku kolagenu v

fedéné kyseliné octové. Po tomto nakolagenovani jsme provedli proplach cistym
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Williamsovym mediem E a teprve potom byly misky (Nunclon™ Multidishes z tvrzeného
polystyrenu o 6 nebo 24 jamkach) pfipraveny k nasazeni suspenze hepatocytii. Hustota
osidleni misky byla 104 000 zivych bundk/cm?, coz bylo samoziejmé zohlednéno pii vypoctu
mnozstvi pipetované hepatocytarni suspenze.

Inkubace probihala Vv kompletnim médiu slozeného z Williamsova media E,
antibiotické prisady Penicilin/Streptomycin (1 %), glutaminu (1 %), insulinu (0,06 %) a
fetalniho bovinniho séra 5 %. Prvnich 24 hodin bunky ziistaly v samotném kompletnim médiu
a dalsich 24 hodin podléhaly u€inkiim smési kompletniho média s danou zkoumanou latkou ¢i
kombinaci zkoumanych latek. Byla-li pouzita kombinace hepatoprotektivni latky a
hepatotoxické, pak se ta hepatoprotektivni nasazovala na kulturu jako premedikace a to presné
30 minut pfed nasazenim latky hepatotoxické.

Vsechny kultury byly po celou dobu experimentu udrzovany v prostiedi s vysokou

relativni vlhkosti (£90 %) v atmosféte s pridavkem 5 % CO; a pfi teploté 37°C

Bioreaktor

Model hepatocytarniho bioreaktoru pouzivany na nasem pracovisti je schematicky
znazornén na obrazku 6 a byl podrobné popsan v samostatné publikaci [55].

Zéklad bioreaktoru tvoti 1,8%ni roztok agar6zy, ktera je schopnd gelace pfi nizké
teploté cca 35 — 39°C. Tato agardza byla rozpusténa v 70°C horkém Krebs-Hensleitové pufru
(KHB) a poté zchlazena na 37°C. Tato smés byla spolu s hepatocyty v poméru 1:1 vytlatena
skrz chlazenou trubi¢ku ze specialniho plastu Chemfluor TFE pfimo do ¢istého média
bioreaktoru. Systém takovychto agardézovych ,nudlicek” s navdzanymi imobilizovanymi
hepatocyty byl poté uzavien tak, ze byla umozZnéna perfuze médiem. Z tohoto perfuzniho
média je mozno kdykoliv béhem pokusu odebirat vzorky k méfeni ALT, mocoviny, NO; a z
,oloptického“ vzorku je pak mozno provadét imunohistochemické hodnoceni
apoptoticko/nekrotickych markerii, stanovovat expresi vybranych geni a méfit dalsi

cytologické parametry.
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Obrdzek 6: Schéma bioreaktoru

5.2 Vybrané hepatotoxicitni modely

Z velkého mnoZstvi pouZzivanych hepatotoxickych latek, které jsou vyuzivany
k modelovani nekterych patofyziologickych ¢i toxikologickych stavil, jsem vybral pouze tii,
které jsme pouzivali ve své vyzkumné praci. Jsou to D-galaktosamin, tert-butylhydroperoxid

a lipopolysacharid, ptipadné jejich kombinace.

5.2.1 D-galaktosaminovi toxicita jako model fulminantni hepatitidy in

VIVO I in Vitro

HO

OH

HO O OH

NH,

D-galaktosamin 2-Amino-2-deoxy-D-galaktopyran6za

D-galaktosamin  (D-GalN),  2-Amino-2-deoxy-D-galaktopyranéza,  nejcastéji

pouzivany ve form¢ hydrochloridu, je velmi silny jaterni toxin a jeho aplikaci lze ziskat velmi
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dobré modely pro studium hepatotoxicity. Apoptotické signdly produkované témito modely
byly hodné studovany in vitro i in vivo. Vzhledem Kk hepatotoxicit¢ byly publikovany u
hlodav¢ich modelu ptispévky takovych signali, jako je TNFa, Fas ligandii nebo NO zvlasté
v Kupfferovych buiikach nebo jinych infiltrovanych bun¢k retikuloendoteliarniho systému do
jater [56, 57]. Naproti tomu in vitro byl negativni vliv D-galaktosaminu studovan na ko-
kulturach primarnich hepatocytii s Kupfferovymi bunkami [58, 59], ale i na samotnych
potkanich primarnich hepatocytech [60, 61]. D-GalN pisobi také jako depletor uridinovych
nukleotidi, ¢imz blokuje syntézu RNA a tim i né€kterych nezbytnych proteini [62]. Tady je
pak mozno vidét souvislost pusobeni D-GalN se snizenou produkci NO kvuli potlaceni jeho
syntézy de novo NOS-2 enzymem. To je v souladu se zjisténimi v nékterych dalSich studiich
[63], kdy to byl mimo jiné uridin a ne arginin (hlavni substrat pro NOS), ktery zvedl produkci
NO v kultufe hepatocyti. To také kromé jiného vysvétluje negativni vliv D-GalN na LPS
indukovanou expresi NOS-2 [64]. Jinak je také uz dlouho znamo, ze D-GalN nesnizuje
produkci ATP, nezbytné napt. pro tvorbu urey a jeho velky obrat je v ¢asnych stadiich
apoptozy a naopak maly v terminalnich stadiich [62].

Zuvedenych zjisténi sice Castecné vyplyva analogickd podobnost plisobeni D-
galaktosaminu s fulminantni hepatitidou, nicméné piresny molekularni mechanismus
zodpovédny za apoptoticko/nekrotické zmeény dosud pln€ objasnén neni. Pouziva se nejcastéji

v davkach 100-1000 mg/kg in vivo i. p. nebo koncentracich 1 — 10 mM in vitro.

5.2.2 In vitro toxicita vyvolana tert-butylhydroperoxidem jako model

radikalového poskozeni

HaC.. _O.
- X OH

Tert-butylhydroperoxid  1,1-dimethylethylhydroperoxid, 2-hydroperoxy-2-methylpropan

U této latky, vzhledem k jeji struktuie a fyzikalné-chemickym vlastnostem, jiz na
prvni pohled nelze pochybovat o jejim cytotoxickém efektu. Tert-butylhydroperoxid (tBH) je
tedy predstavovan jako latka, ktera je schopna zastavit bunéény rust a indukovat apoptézu u
mnoha typta bun¢k, napt. in vivo v mozku, in vitro v hepatocytech [65, 66]. Expozice bunék
tBH zplisobuje na ddvce zavislé zvySeni mnozstvi reaktivnich kyslikovych radikalt (oxida¢ni

stres), vstup Ca®* do bunék a tvorbu annexinu V. Lipoperoxidaci (diky volnym kyslikovym

47



radikalim) vzniklé peroxidy mastnych kyselin maji prokazatelné skodlivy vliv na stabilitu
bunéénych membran, mitochondrialni funkce atd. Tert-butylhydroperoxid je kratkotetézcova
modifikace téchto latek majici velmi podobné vlastnosti. Peroxyradikaly mohou vznikat
Z tBH v cytosolu interakci s zeleznatymi ionty podobné jako je tomu ve Fentonové reakci
[67]. Také bylo zjisténo, ze expozice tBH vede k bunééné smrti piimo ovlivnénim
permeability membran mitochondrii doprovazené depolarizaci [68, 69]. Pouziva se nejéastéji

v koncentracich 0,1 — 10 mM in vitro.

5.2.3 Imunomodulace lipopolysacharidy vedouci k akutni toxicité in

VIivO

Jako dalsi model studia hepatotoxicity je mozno pouzit standardizovanou smés
bakterialnich lipopolysacharidd ziskanych z Escherichia coli, dale jen lipopolysacharid
(LPS). Samotny LPS signifikantné zvySuje produkci NO. Navic LPS interferuje
s mitochondridlni membranou, coz vede kjeji destabilizaci, poklesu aktivity
mitochondrialnich dehydrogenaz, uvolnéni cytochromu C navic spolu se zvySenim aktivity
kaspazy-3 V cytosolu u primarnich hepatocytii. Tato biochemicka zjisténi byla potvrzena
imunohistochemicky, kdy expozice LPS vyvolala vétsi odezvu apoptotickou neZ nekrotickou
[70]. U monoblastickych U937 bun¢k je LPS velky vliv na mitochondrie zvlasté v ¢asnych
stadiich apoptdzy [71]. Dulezity je také indukéni vliv LPS na Kupfferovy bunky, TNF-a ¢i
TNFR1 jesté pfed nastoupenim apoptozy, coz bylo pozorovano jak in vivo, tak in vitro v ko-
kulturach hepatocyti a Kupfferovych bunék, ale nikoli u hepatocyti v monokultute [72].
V dalsi studii bylo prokazano, ze LPS sam ptimo indukuje membranovy Fas ligand (mFasL),
coZ bylo hodnoceno metodou TUNEL (the terminal transferase uridyl nick end labelling)
V kulturach primarnich hepatocytd po 24-48 hodinach [73]. Jak vyplyva z nékolika dalSich
studii, LPS zvySuje mnozstvi reaktivnich kyslikovych radikalid (ROS), aktivuje jaderny faktor
kappa B (NFkB), ¢imz se na strané¢ jedné automaticky aktivuje i vétSina prozanétlivych
markert véetné NOS-2 (iNOS), ale na strané druhé se tim aktivuji 1 n¢které proteiny anti-

apoptotické [74-79]. Pouziva se nejcastéji v davkach 0,5 — 50 pug/ kg in vivo i.p.
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5.2.4 Kombinace LPS/D-GalN

Mnoho rtiznych kombinaci LPS a D-GalN bylo zkouseno v literatuie [80-85] ve snaze
vyprodukovat u laboratorniho zvitete cilené subletalni reverzibilni jaterni poskozeni, které by
simulovalo rizné klinické stavy u cClovéka jako napf. virova hepatitida, polékové Cci
alkoholové poskozeni, cholestatické poskozeni, autoimunni poskozeni ¢i ischemicko-
reperfuzni poSkozeni.

Ve vSech naSich pokusech byly pro toxicky inzult pouzity kombinace
lipopolysacharidu a D-galaktosaminu pro jejich synergismus na navozeni akutniho
hepatocelularniho poskozeni, které je analogické naptf. fulminantni virové hepatitidé ci
nékterym polékovym poskozenim. Vyzkouseli jsme celkem Sest riznych kombinaci, z nichz

se jako idealni pro nase experimenty hodily tyto tfi:

LPS + D-GalN - 0,5 pg/kg + 800mg/kg i.p.
LPS + D-GalN - 10 pg/kg + 400mg/kg i.p.
LPS + D-GalN - 50 pg/kg + 400mg/kg i.p.

5.3 Vybrané ldatky s protektivnimi ucinky na hepatocyty

Pojmem hepatoprotektiva oznacujeme latky, které mohou mit ptiznivy vliv na
regeneraci jaternich bunék ¢i na zpomaleni nékterych patologickych procest pii akutnich 1
chronickych jaternich chorobach. Existuje mnoho latek, u kterych byly takové ucinky
prokdzany v experimentu, praktické vyuziti je omezeno na nékolik latek. Mezi zakladni
klinicky pouzivané latky =ztéto skupiny patii silymarin (viz dale) a kyselina
ursodeoxycholova, coz je hydrofilni latka, kterd ochrafiuje bunééné membrany pied
detergentnim Uc€inkem toxickych, hydrofobnich Zlucovych kyselin. Ursodeoxycholova
kyselina zlepSuje klinické projevy, laboratorni parametry a histologické zmény u pacientt S
primarni biliarni cirhézou. Dale se pouziva u mnoha cholestatickych jaternich chorob, jako
jsou polékova poskozeni, primarni sklerotizujici cholangitida ¢i alkoholické nebo virové

onemocnéni s cholestatickym pribéhem a cholestidza v t€hotenstvi.
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Kyselina ursodeoxycholova kyselina 3a,7b-dihydroxy-5b-cholan-24-ova

Krom¢ silymarinu a kyseliny ursodeoxycholové se klinicky jesté pouzivaji tzv.
dondtory methylovych skupin, které prosttednictvim transmetylace a transsulfurace podporuji
syntézu latek obsahujicich siru (cystein, taurin, glutathion, koenzym A aj.), jez se pak tcastni
detoxikacnich procesti. Mezi tyto latky fadime N-acetylcystein (pifimy prekurzor cysteinu),
aspartat ornithinu (dipeptid ovliviiuyjici mocovinovy cyklus a cyklus dikarboxylovych
kyselin a zasahujici do syntézy glutaminu a dalSich aminokyselin, ktery mé imunomodula¢ni
vlastnosti, piisobici antikatabolicky, snizuje plazmatickou hladinu amoniaku a aromatickych
aminokyselin), kombinace betainu (usnadiiuje pfeménu homocysteinu na methionin), a
argininu, (dalezita komponenta mo¢ovinového cyklu a cyklu trikarboxylovych kyselin).
Avsak klinicky nejpouzivanéjsi latkou z této skupiny je jednoznaéné¢ ademethionin (S-

adenosyl-L-methionin).

Q. oH

NH, .
N fii:j’%b
N.—"'
LD
M
o OH

HD—%—DH
o)

Ademethionin  S-adenosyl-L-methionin

Tato molekula je fyziologicky pfitomna témét ve vSech télesnych tkanich a tekutinach, to je i

v hepatocytech. Pfi jaterni cirhdze se zjistilo, ze k nejvétsimu poklesu syntézy ademethioninu
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dochazi v disledku dramatického poklesu (o 50 %) aktivity ademethionin-syntetazy, enzymu
ucastniciho se piremény methioninu (esencidlni aminokyseliny obsahujici siru) na
ademethionin. Tato metabolicka blokada vyvolava pokles pfemény methioninu na
ademethionin, tim se vyfazuji fyziologické procesy prevence cholestazy. V dasledku toho
dochazi u nemocnych s cirhdzou jater k poklesu plazmatické clearance methioninu z potravy,
jakoz 1 ke snizeni dostupnosti jeho fyziologickych metabolitl, zejména cysteinu, glutathionu a
taurinu. Dale vyvolava tento metabolicky blok hypermethioninemii spojenou s rizikem
encefalopatie. Bylo prokazano, Ze hromadéni methioninu v organizmu vyvolava zvyseni
plazmatickych hladin jeho metabolitti (merkaptanu a metathiolu), které hraji zna¢nou roli v
patogenezi jaterni encefalopatie. Substituce ademetioninu z externich zdroji zvySuje syntézu
thiolovych sloucenin, aniz by dochazelo ke zvySeni hladiny cirkulujiciho methioninu. U
nemocnych trpicich jaterni cirh6zou, omezujici biologickou dostupnost ademethioninu,
obnovuje doplnéni této esencialni slouceniny jeji hladinu a spolu s tim i zakladni biologické
mechanizmy branici cholestaze, k ¢emuz by bez substituce dochazelo jen velmi ziidka. U
intrahepatalni cholestazy dojde podanim ademethioninu k ptekonani metabolické blokady
zpusobené snizenim aktivity syntetazy ademethioninu a tim k obnoveni fyziologickych
mechanizmi branicich cholestaze [86].

Posledni skupinou hepatoprotektiv jsou esencialni fosfolipidy, které obsahuji
nenasycené mastné kyseliny (kyselinu linolovou, linolenovou), jsou nezbytné pro funkci
bunéénych membran a membran bunécénych organel; maji vyznam k udrzeni funkce a
zajisténi regenerace bunécnych struktur vSech bunck, pfedevSim vSak jaternich. Piisobi
protektivné proti vzniku jaterni nekrdzy a steatozy.

Za hepatoprotektiva se povazuje i spousta dalSich latek, nicméné prokazatelnost jejich
ucinku je zvlasté v klinickych studiich nékdy velmi t€Zkéd a mnohdy i pochybna. Proto je
nejdiive potfeba zhodnotit tyto latky na vybranych modelech in vitro a in vivo a nikoli je
hodnotit pouze z empirického hlediska. V nasem piipade jsme hodnotili na preklinické urovni
celkem dveé latky s hepatoprotektivnim potencialem — resveratrol a kurkumin, pficemz
hepatoprotektivni silymarin byl pouzit jako komparator a zaroveil byl i u n¢ho detailngji

zkouman vliv na funkci hepatocytt.
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5.3.1 Silymarin

Jako silymarin (SM) je oznac¢ovana smés latek flavolignanového typu ziskana extrakci
plodu ostropestice marianského (Silybum marianum). Hlavni podil obsahovych latek tvoii
silybinin A, silybinin B (dohromady tvoii vice nez 80 % silymarinu), isosilybinin A,

isosilybinin B, silydianin, silychristin, taxifolin.

.CH,OH

HO Q

OH o]

Silybinin A. (2R.3R)-3.5.7-trihydroxy-2-[(2R.3R)-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-(hydroxyme-
thyl)-1,4-benzodioxan-6-yl]chroman-4-on,

OCH;

HO. 0]
“CH,OH

OH
OH o

Isosilybinin B. (2R.3R)-3.5.7-trihydroxy-2-[(25,35)-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-3-(hydroxy-
methyl)-1.4-benzodioxan-6-yl]chroman-4-on.

OH
X
0 CH,OH

OH

OH Q

Isosilybinin A. (2R.3R)-3.5.7-trihydroxy-2-[(2R.3R)-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-3-(hydroxy-
methyl)-1.4-benzodioxan-6-yl]chroman-4-on,
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Silymarin je velmi dobfe znamé a v klinické mediciné — typicky v Evropé —pouzivané
hepatoprotektivum. Své G¢inky prokazuje v jak in vitro nebo in vivo preklinickych studiich
[87], tak ve studiich klinickych, napfiklad v randomizované studii II. faze kombinujici
antivirotickou a antioxidaéni terapii [88, 89]. Mechanismy jeho uinku nejsou zcela
objasnény, ale predpokladd se urcity komplexni G¢inek zahrnujici ovlivnéni transportnich
peptidl, které maji stabiliza¢ni efekt na membranu hepatocyti, dale ovlivnéni antioxidacnich
systémt, inhibice lipooxygenazy, NOS-2 a jaderného faktoru kappa B a redukce syntézy
kolagenu. Terapeuticka G¢innost silymarinu je zaloZzena na nékolika mechanismech: silymarin
ma jednak antiperoxidativni aktivitu, vychytavd volné radikdly a tim naruSuje
patofyziologicky proces peroxidace lipidl, ktery je odpovédny za rozpad bunéénych
membran. Navic silymarin stimuluje v poSkozenych jaternich buiikach proteosyntézu a
normalizuje metabolismus fosfolipidi. Spole¢nym efektem je stabilizace bunééné membrany,
ktera zabranuje Uniku uvolnénych bunéénych souc¢ésti (napt. transamindz) z jaternich bunék.
Silymarin brani intraceluldarnimu vstupu a pasobi antagonisticky vi¢i mnohym modelim
jaterniho poskozeni: toxinim houby Amanita phalloides (muchomirky zelené), faloidinu a
alfa-amanitinu, lamhanidinu, tetrachloridu uhli¢itému, D-galaktosaminu, thioacetamidu a
hepatotoxickému viru FV3 studenokrevnych zvifat.

Nejucinngjsi slozkou je silybin. Hepatoprotektivni ucinek se projevuje normalizaci
hodnot jaternich enzymit, sérovych lipidi, restituci histologického néalezu apod. ZvySeni
proteosyntézy po silymarinu je podminéno stimulaci aktivity jaderné RNA-polymerazy, ¢imz
nasledné dochazi ke zvysSené tvorbé ribozomalni RNA. Disledkem je zvySena syntéza
strukturdlnich a funk¢nich bilkovin (enzymt). Celkové se tak zvySuje reparacni kapacita a
regeneracni schopnost jater.

Kontrolované studie prokazaly zkraceni doby onemocnéni u akutni hepatitidy.
Silymarin pisobi pfiznivé na chronickd zanétlivdA onemocnéni jater a na jaterni cirhdzu.
Stejné pozitivni U¢inek ma na alkoholickou steatdozu jater a na jaterni poruchy, které byly
vyvolany nékterymi lé¢ivy.

Co se akutni toxicity tyce, v pokusech na potkanech a mysich bylo prokdzano, ze
silymarin je po jednorazové peroralni aplikaci prakticky netoxicky — hodnota LDsg byla vyssi
nez 2000 mg/kg. V dlouhodobém pokusu na zjisténi chronické toxicity bylo po dobu
maximalné¢ 12 meésicli podavano potkaniim a psim peroradlné max. 2500, popi. 1200 mg
silymarinu/kg. Laboratorni udaje ani patologickoanatomické ndlezy neprokazaly toxické
ucinky. Studie ovlivnéni fertility a prenatalni, perinatalni a postnatalni toxicity, provedené na

potkanech a kralicich, nezjistily zddné nepfiznivé ucinky na rtzna stadia reprodukce
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(maximalni zkouSena davka 2500 mg/kg). Nebyl zjistén zadny teratogenni potencial

silymarinu. Studie mutagenity provedené in vitro a in vivo byly negativni [90].

OH

OCH,

Silydianin. (2R.3R)-3,5.7-trihydroxy-2-[3-hydroxy-7-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-8-ox0-1,3,3a
6,7.7a-hexahydro-3,6-methano-2-benzofuran-4-yl]chroman-4-on,

OH O

Silychristin. (2R.3R)-3,5,7-trihydroxy-2-[(2R,35)-7-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-3-
-(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl]chroman-4-on,

OH
HO o @i
’ OH

OH
OH
Taxifolin. (2R.35)-3,5,7-trihydroxy-2-(3.4-dihydroxyfenyl)chroman-4-omn.
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5.3.2 Resveratrol
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Resveratrol trans-3,4°,5-trihydroxystilben

Resveratrol je rovnéz latka ptirodniho piivodu s hepatoprotektivnim potencidlem. Je to
latka bisfenolicka, ale ne-flavonoidniho ptivodu. Z farmakologického hlediska je to aktivator
cilovych proteinit SIRT-1 a AMPK. Resveratrol se nach4zi v nékterych stromech napt. kofenu
nékterych druhtt rdesna (Polygonum cuspidatum), listu japonského zazvoru (Alpinia
speciosa), v podzemnici olejné (Arachis hypogea) a také v plodech vinné révy (Vitis vinifera).
Hlavnim zdrojem pro clov€ka je tedy vino, hroznové vino a burské ofechy. Syntéza
resveratrolu v rostlinach je naznacena na obrazku 7.

Tato latka je v soucasné dob¢ a v poslednich nékolika letech intenzivné studovéana a
vykazuje nejriznéjs$i biologické ucinky. Z téch zaznamenanych je to jeji antitromboticky
potencial v podobé spousténi signaliza¢ni kaskady u programované bunécné smrti [91, 92, 93]
atd. Protizanétlivé ucinky resveratrolu se mimo jiné vysvétlyji inhibici inducibilni NOS-2
spojenou s agonizaci AMPK receptoru [94]. Potencialni hepatoprotektivni efekt nebyl dosud
pofadné studovan ve srovnani s jeho dalSimi biologickymi G€inky. Dosud byla prezentovana
protektivni role resveratrolu u cholestatickych jaternich poSkozeni, ale ne u primarnich

hepatocyti. Dale bylo v nékterych publikacich zjisténo, ze pfi intraperitonealni aplikaci
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Obrdzek 7: Biosyntetickd drdha resveratrolu v rostlinach — naznacena strukturni pribuznost
s chalkonem i guercetinem, které maji podobné biologické viastnosti
(Upraveno dle internetového zdroje:

http://www.biologie.unifreiburg.de/data/bio2/schroeder/Sirtuin_Activators.html)
resveratrolu u potkant s ligaci ductus bilifer, doslo ke zmirnéni oxidativniho

poskozeni hepatocytt [95, 96]. Pouziva se in vitro v koncentracich 10-200 pmol/l a in vivo
v davkach 1-18 mg/kg.
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5.3.3 Kurkumin

Kurkumin  (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion

Kurkumin je latka, ktera pochazi z oddenka rostliny Curcuma longa (Zingiberaceae).
Jeho zdroj pro clovéka je tzv. curry kofeni, jehoZ typicky Zlutd barva je Casto vyuZivana
V potravinafstvi jako barvivo. Tento nizkomolekularni polyfenol je v oddenku této rostliny
obsazen cca pouze v 2 — 8 % [97]. Je to latka, o niz bylo publikovano, Ze vykazuje inhibi¢ni
efekt na expresi genti pro COX-2 [98, 99], a zaroven je to opét silny antioxidant, scavenger
peroxynitritovych volnych radikald [100]. Dale kurkumin inhibuje uvolnovani TNF-alfa a
transkripci prozanétlivého a antiapoptotického NF-kB [101]. Neékteré studie hovoii o
antionkogennim a cytoprotektivnim potencialu této latky [102—109]. Diky jeho antioxidaénim
a antifibrotickym vlastnostem je o kurkuminu uvazovano také jako o potencidlni
hepatoprotektivni latce pro ischemicko-reperfuzni jaterni poskozeni i fibrotizaci podloZzené
jaterni poskozeni [110, 111, 112]. Z dalsich farmakologickych 1ucinkG potencidlné
vyuzitelnych v klinické mediciné se pak projevuje efektem v krvi antiagregaénim [113],
spekuluje se jeho vyuziti u idiopatickych stievnich zanétta [114] a Alzheimerovy choroby,
protoze blokuje agregaci amyloidu-beta [115] a pfedstavuje tak urcitou slibnou perspektivu i
u neurodegenerativnich onemocnéni [116]. Dalsi zajimavy mechanismus kurkumin vykazuje
na indukci hemoxygenazy [117, 118]. Pouziva se in vivo v davkach 25-200mg/kg a in vitro

Vv koncentracich 1-100 pg/ml.
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Obrdzek 8: Biosyntetickad draha kurkuminu v rostlindach — naznacena strukturni pribuznost

S diketidem, ktery je mimo jiné prekurzorem resveratrolu

(Upraveno dle internetového zdroje:

http://www.biologie.uni-freiburg.de/data/bio2/schroeder/Curcumin_Biosynthesis.html)
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6 VYSLEDKY

6.1 Preinkubace resveratrolem a silymarinem na modelu
poskozeni kyslikovymi radikaly: bioreaktor s izolovanymi

primdrnimi hepatocyty

V pilotnich experimentech byly inkubovany hepatocyty spolu s pouzitymi latkami na
tkanovych kulturach. VSechny latky byly standardn€ nasazovany 24 hodin po nasazeni Cerstvé
izolovanych primarnich hepatocyti v nosném médiu. Byla vytitrovdna koncentrace tert-
butylhydroperoxidu 1 mM jako idealni koncentrace pro dostatené toxické poskozeni
oxidativnim stresem, coz vSak zaroven nezpusobilo nekroézu vétSiny bunék na misce, kvuli
které by se nedaly hodnotit dulezité biochemické a ostatni parametry. Resveratrol byl
postupné zkouSen samostatné v koncentracich 1, 5, 10, 15 a 20 uM. U silymarinu se zkousely
koncentrace 50, 100, 250, 500 a 1000 uM. Bylo zjisténo, ze pti koncentracich 10 uM u
resveratrolu a 500 uM u silymarinu vykazovaly hepatocyty nejvyssi stabilitu pokud jde o
ptrezivani, funkceschopnost a imunohistochemické hodnoceni apoptotické aktivity. Proto byly
tyto koncentrace pouzity pro testovani cytoprotektivniho G¢inku do bioreaktoru, kdy byly
resveratrol se silymarinem pfidan do perfuzniho média vzdy 30 minut pfed toxickym inzultem
tert-butylhydroperoxidu (¢as 0), piicemZ cely experiment s perfuzi bioreaktoru trval celkem 5
hodin.

6.1.1 Biochemické vvsledky

Po inkubaci primarnich hepatocytd s tert-butylhydroperoxidem se zvysilo mnozstvi
uvolnéného ALT na trojnasobek, jak zndzorfiuje obrazek 9. Samotné predléceni resveratrolem
nijak produkci ALT neovlivnilo, ale tficetiminutova inkubace primarnich hepatocyti
s resveratrolem i se silymarinem, ktera pfedchazela toxickému Soku, statisticky vyznamné
snizila uvolfovani ALT z bunék do perfuzatu. Obrazek 10 naznacuje velmi podobnou situaci
tykajici se tvorby NO, kterou odrazi tvorba dusitant. Jak resveratrolova tak i silymarinova
preinkubace snizily tert-butylhydroperoxidem indukovanou tvorbu NO (P < 0.01). Pon¢kud
opacna situace byla pozorovana u meéfeni mocoviny v perfuzatu, ktera charakterizovala

bunéénou funkceschopnost. Zde predléCeni resveratrolem samotné i pied toxickym Sokem
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dominovalo nad ostatnimi. U modelt, které byly exponovany tBH byl naznacen pokles
VvV tvorbé mocoviny (obrazek 11), avSak tento nebyl statisticky vyznamny. U modela
s resveratrolovou premedikaci bylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni tohoto ukazatele
(P <0.05). Vysledky u silymarinové piedinkubace byly velmi rozkolisané a rovnéz statisticky

nevyznamné.

Mnozstvi alaninaminotransferazy (ALT) v perfuzatu
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Obrdzek 9: Viiv premedikace resveratrolem a silymarinem na uvolnéni ALT do perfuzatu
KO cisté médium — negativni kontrola, RES resveratrol 10 uM, tBH tert-butylhydroperoxid 1
MM — pozitivni kontrola, SM silymarin 500 uM, ** statisticky vyznamné viici kontrole (p <
0,01), " statisticky vyznamné viici tBH (p < 0,05; p < 0,01); Priimér + SEM, n = 9-18.
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Tvorba dusitanu

k*x

#it

NO, (mg/ml)

KO RES tBH RES+tBH SM+tBH

Obrdzek 10: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na tvorbu NO resp. dusitanii
KO cisté médium — negativni kontrola, RES resveratrol 10 uM, tBH tert-butylhydroperoxid 1
mM — pozitivai kontrola, SM silymarin 500 uM, ** statisticky vyznamné vii¢i kontrole, ™

statisticky vyznamné viici tBH;, Prumeér £ SEM, n = 9-18, p < 0,01.
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Obrdzek 11: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na tvorbu mocoviny

KO cisté meédium — negativni kontrola, RES resveratrol 10 uM, tBH tert-butylhydroperoxid 1
mM, SM silymarin 500 uM, ## statisticky vyznamné vuci tBH; Prumer £ SEM, n = 9-18, p <
0,01.

6.1.2 Vysledky real time-PCR

U vSech RT-PCR meéieni byl jako vnitini kontrolni gen pouzit beta-2-mikroglobulin,
nekdy téz zkracovan jako beta-globin.

Z obrazku 12 je ziejmé, jak velky vliv mél oxidacni stres vyvolany tBH na indukci
tvorby NOS-2 na trovni genové exprese, kterda byla cca sedminasobna v porovnani
s kontrolnimi hepatocyty. Tento nalez koreluje i s biochemickym nalezem (viz obr. 8).
Preinkubace s resveratrolem i silymarinem meéla statisticky velmi vyznamny vliv na snizeni
tBH indukované exprese. Vliv tBH s resveratrolovou a silymarinovou preinkubaci na expresi
MRNA pro HO-1 je znazornén na obrazku 13. Samotny tBH zvysil expresi mRNA tohoto

genu zhruba tiikrat, zatimco preinkubace resveratrolem 1 silymarinem dokéazala tuto
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indukovanou expresi velmi potlacit az na Groven kontrolni skupiny. Samotna inkubace

hepatocyti s resveratrolem expresi HO-1 ani NOS-2 statisticky vyznamn¢ neovlivnila.
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Obrazek 12: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na expresi genu pro NOS-2

KO cisté médium — negativni kontrola, RES resveratrol 10 uM, tBH tert-butylhydroperoxid 1

MM — pozitivni kontrola, SM silymarin 500 uM, ***statisticky vyznamné viici kontrole, *

statisticky vyznamné viici tBH; Prumeér £ SEM, n = 4-5, p <0,001.
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Genova exprese HO-1
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Obrazek 13: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na expresi genu pro HO-1
KO cisté médium — negativni kontrola, RES resveratrol 10 uM, tBH tert-butylhydroperoxid 1
MM — pozitivni kontrola, SM silymarin 500 uM, ** statisticky vyznamné vuci kontrole, ##

statisticky vyznamné vici tBH; Primeér = SEM, n = 4-5, p <0,01.

6.1.3 Histologické nalezy

Primarni hepatocyty neovlivnéné zadnou latkou (obr. 14A), kultivované v bioreaktoru
na agarézovych vlaknech, vykazovaly typické strukturdlni znaky jako hepatocyty v pfirozené
struktufe jater. Kvuli pfedchozi desintegraci kolagenazou netvofily tyto hepatocyty typické
trabekularni uspotfadani a chybéla mezi nimi tésna spojeni. Zhruba 15 % hepatocyti bylo
dvoujadernych. Po pétihodinovém omyvani perfuznim médiem byl pfirozeny ubytek
hepatocyti 15 — 20%. Zatimco apoptotické procesy byly zapocaty V prvnich stadiich
imobilizace hepatocytil, coz bylo potvrzeno piitomnosti apoptotickych markert na ptrezivsich
bunkach, hepatocyty poSkozené izolaci zahynuly nekrotickymi nebo aponekrotickymi

mechanismy. K nejtypic¢téjsim znaktim téchto hepatocytu patiil mirné€ svétly houbovity vzhled

64



cytoplasmy a patrné degenerativni zmény na bunécném jadre, misty jiz s projevy karyolyzy.
Naopak zivé hepatocyty vykazovaly metabolickou aktivitu, jejich jadra obsahovala jemné
granulovanou struktury heterochromatinu, Slo rozpoznat jadérka a v mirné basofilni
cytoplasmée se nachdzela spousta mitochondrii, které se vSak napadné soustied’ovaly uprostied
bunék, ¢imz se tvofil prazdny lem v blizkosti cytoplazmatické membrany.

Hepatocyty vystavené resveratrolové inkubaci (obr. 14B) vypadaly velmi podobné
jako kontrolni hepatocyty, jejich cytologicka struktura vypadala vice zachovald, tudiz byla
pod mikroskopem patrnéjsi a vyraznéjsi. Jedinym rozdilem byl nadlez drobnych osmiofilnich
tukovych kapének, které byly Castéji u téchto hepatocytl patrn€jsi nez u kontrolnich.

Inkubace hepatocyti v prostfedi tBH byla spojena se zasadni zménou vnitini bunécné
stavby (obr. 14C). Hlavnim znakem bylo nahromadéni organel velmi blizko sebe doprostied
bunck za soucasného vytvoreni cytoplazmového lemu na okrajich, coz je pravdépodobné
dasledek kolapsu cytoskeletu, ktery se stal cilem pasobeni tBH. Ve srovnani s kontrolnimi
hepatocyty byl zde daleko vétsi nalez bun¢k v apoptotickém ¢i nekrotickém stddiu bunécné
smrti (cca 25-30 %). U téchto bunék byl také typicky nalez prazdnych vakuol jako rezidui po
byvalych zasobnich vakuolach.

Preinkubace hepatocyti exponovanych vuc¢i tBH resveratrolem (RES) byla
charakterizovana histologicky detekovanym cytoprotektivnim t¢inkem (obr. 14D). U cca 60
% ptezivsich bunck byly nalezeny identické znaky jako ty, které byly popsany u kontrolnich
hepatocytid. VSechny pozorované builky vykazovaly oproti pozitivni kontrole vyrazné lépe
zachovalou strukturu cytoskeletu.

Primérna velikost bun¢k byla srovnatelna u skupin tBH a RES+tBH a byla u téchto
skupin celkové mensi neZ u skupiny kontrolni a isté resveratrolové.

ProtoZe silymarin byl pouze komparativni latkou pro biochemické nalezy, nebyly

vzorky obsahujici SM nebo SM+tBH histologicky hodnoceny.
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Obrdzek 14: Ucinek pétihodinové inkubace imobilizovanych izolovanych primdrnich

potkanich hepatocytii s riiznymi latkami:

Al Kontrolni hepatocyty (negativni kontrola, bez pritomnosti latek, pouze perfuzni médium)

B/ Hepatocyty vystavené inkubaci s resveratrolem (10 uM)

Cl Hepatocyty vystavené inkubaci s tert-butylhydroperoxidem (1 mM)

D/ Hepatocyty vystavené inkubaci s resveratrolem 30 minut pres toxickym insultem tert-

butylhydroperoxidu a behem néj
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6.2 Premedikace resveratrolem na modelu fulminantni
hepatitidy navozené kombinaci lipopolysacharidu a D-

galaktosaminu: in vivo studie na potkanim modelu

6.2.1 Biochemické vysledky

Intraperitonealni injekce kombinace lipopolysacharidu a D-galaktosaminu navodila
pro jaterni tkan situaci analogickou fulminantni hepatitidé, coz se oproti kontrolni skuping
projevilo signifikantnim vzestupem vsech tii méfenych transferaz (ALT, AST a a-GST),
jejichz mnozstvi v plasmé bylo méteno 24 hodin po podani toxické kombinace.

Ptedléceni intraperitonedlné podanym resveratrolem 2,3 mgkg ptfed toxickym
narazem statisticky vyznamné snizilo plazmatickou koncentraci ALT, AST i a-GST oproti
pozitivni kontrole (samotny LPS+D-GalN) — obrazky 15, 16 a 17. Podobna situace byla
pozorovana i u snizeni plazmatické hladiny bilirubinu oproti pozitivni kontrole, u které bylo
zaznamenano cca dvojnasobné zvyseni. I ptesto, Ze zde byl rozdil statisticky vyznamny, nebyl
tak markantni jako u transferaz (obrazek 18). Pisobeni samotného RES nezpiisobilo prakticky
zadné vyznamné zmény vuci negativni kontrole.

Obrazek 19 znazornuje dvojnasobné, statisticky vyznamné zvySeni produkce nitratti v
plazmé& 24 hodin po aplikaci LPS/D-GalN. Toto vSak nebylo pozorovano po piedléceni
resveratrolem, kdy koncentrace nitratdt byla srovnatelna s kontrolni skupinou nebo
s resveratrolovou skupinou.

Vysetieni parametri antioxida¢ni kapacity bylo realizovano nepfimo pomoci méfeni
lipoperoxidace — stanoveni TBARS a konjugovanych diend (CD) v plazmé a jaternim
homogenatu a antioxida¢ni stav byly hodnoceny pomoci plasmatické katalazy (CAT) a
redukovaného glutathionu (GSH) méfeného v jaternim homogenatu (Tabulka 3).

Kombinace LPS/D-GalN zpisobila zvysSeni lipoperoxidace, u TBARS doslo ke zvyseni jak u
plazmatickych tak (Se statistickou vyznamnosti) i U homogenatovych vzorku (p < 0,05). Pfi
mefeni konjugovanych dienti byl také zaznamenan zvySujici se trend. Rovnéz plasmatické
hladina katalazy byla zvySena. Velmi zajimavy ucinek na lipoperoxidaci vykazal RES podany
jako samotny; 24 hodin po jeho podéani doslo ke statisticky vyznamnému snizeni
plazmatickych TBARS 1 konjugovanych dient. Zaroven vsSak doSlo 1 ke snizeni mnozstvi

plazmatické katalazy. Piedléceni resveratrolem vedlo k signifikantnimu nardstu plazmatické
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katalazy a poklesu TBARS a CD (p<0,05). Laboratorni vysetfeni redukovaného glutathionu

neukézalo zadné signifikantni nalezy.

Plazmaticka koncentrace ALT po 24 hodinach
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Obrazek 15: Vliv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na plazmatické koncentrace ALT

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécend fyziologickym roztokem 0,9% NaCl, RES —
skupina vystavena i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécena injekct resveratrolu 2,3mg/kg a nasledné vystavend i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***szatisticky vznamné vii¢i kontrole, ™ statisticky vyznamné wici LPS/D-

GalN; Primer + SEM, n = §-16, p < 0,001.
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Plazmaticka koncentrace AST po 24 hodinach
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Obrdzek 16: Viiv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na plazmatické koncentrace AST

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, RES —
skupina vystavena i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
I.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécenad injekci resveratrolu 2,3mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***szatisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), ™ statisticky vyznamné viici
LPS/D-GalN (p <0,01); Primeér = SEM, n = 8-16.
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Plazmaticka koncentrace a-GST po 24 hodinach
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Obrazek 17: Vliv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na plazmatické koncentrace a-GST

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, RES —
Skupina vystavena i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécend injekci resveratrolu 2,3mg/kg a ndsledné vystavend i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***szatisticky vznamné vii¢i kontrole, ™ statisticky vyznamné wici LPS/D-

GalN; Priumer £+ SEM, n = 8-16, p <0,001.
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Plazmaticka koncentrace bilirubinu po 24 hodinach
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Obrdzek 18: Vliv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na plazmatické koncentrace celkového bilirubinu

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, RES —
skupina vystavend i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavena
L.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécend injekci resveratrolu 2,3mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), * statisticky vyznamné vici
LPS/D-GalN (p <0,05); Priumér + SEM, n = §-16.
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Plazmaticka koncentrace NO po 24 hodinach
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Obrdzek 19: Viiv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na plazmatické koncentrace NOy

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, RES —
skupina vystavend i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavena
L.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécend injekci resveratrolu 2,3mg/kg a nasledné vystavend i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), ** statisticky vyznamné vici
LPS/D-GalN (p <0,01); Prumér + SEM, n = 8-16.
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MERENY MARKER TBARS CD CAT GSH
plazma nmol/ml nmol/ml umol/ml -
jednotky
homogendt | nmol/mg prot. | nmol/mg prot. | umol/mg prot. | umol/mg prot.
KONTROLA
- plazma 1575+33 323440 772 -
- homogenat 298+2,6 11£2,3 - 438+100
RES
- plazma | 1286+33*** 50+£2,7%*%* 54+1,3*** -
- homogenat 297+8,3 20+3,3%* - 484+47
LPS/D-GalN
- plazma 1720+73 360+50 137+£3%** -
- homogenat 338+4%** 30L£5%* - 361+60
RES+LPS/D-GalN
-plazma | 1237+34" 160+26,7" 155+0,3" -
- homogenat 328+4 39+5 - 300+45

Tabulka 3: Viiv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na koncentrace TBARS (reaktivei substance kyseliny thiobarbiturové), CD
(konjugovanych dienii), CAT (katalazy) a GSH (redukovaného glutathionu) v plazmé nebo
jaternim homogenatu; KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym
roztokem 0,9%NaCl, RES — skupina vystavend i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg,
LPS/D-GalN skupina vystavend i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem
800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN skupina predlécena injekci resveratrolu 2,3mg/kg a ndsledné
vystavend i.p. injekci kombinace LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné wiici kontrole (p <
0,001), **statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,01), "

GalN (p <0,001); Prizmer + SEM, n = 8-16.

statisticky vyznamné vici LPS/D-
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6.2.2 Vvsledky real time PCR

Utinek resveratrolového predlééeni na genovou expresi mRNA pro geny inducibilnich
enzymli NOS-2 a HO-1 je zndzornén na obrazkach 20 a 21. Jako vnitini endokontrola
(housekeepingovy gen) byl pro oba geny pouzit beta-2-mikroglobulin. Ten byl pii vSech
pokusech vyhodnocen jako nejstabilngjsi (stejné jako jesté beta-aktin), a proto byly genové
exprese obou vyse uvedenych gentt kK nému vztahovany.

Podani kombinace LPS/D-GalN zpiisobilo vice nez stosedmdesatindsobné zvySeni exprese
NOS-2 oproti negativni kontrole. Resveratrolové piedlééeni dokazalo tento indukéni efekt
vyrazng snizit cca o ¢tyfi pétiny. Co se tyce exprese HO-1, expozice kombinaci LPS/D-GalN
vyvolala trojnasobné zvySeni, zatimco expozice kombinaci RES+LPS/D-GalN zptsobila
2,5nasobné zvyseni oproti kontrolni skupiné. Pfesto tento rozdil byl statisticky vyznamny (p<

0,01).
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Obrazek 20: Vliv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na genovou expresi NOS-2

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, RES —
skupina vystavena i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécenad injekci resveratrolu 2,3mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN,; ***statisticky vyznamné vici kontrole, i statisticky vyznamné vici LPS/D-

GalN; Priimer £+ SEM, n =9, p <0,001.
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Obrazek 21.: Viiv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na genovou expresi HO-1

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, RES —
skupina vystavena i.p. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg, RES + LPS/D-GalN
skupina predlécena injekci resveratrolu 2,3mg/kg a ndsledné vystavenda i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN, ***statisticky vyznamné vici kontrole (p <0,001), ## statisticky vyznamné vici
LPS/D-GalN (p <0,01),; Priumer + SEM, n = 9.

6.2.3 Histologické nalezy

U kontrolnich jaternich vzorkti byla patrna zcela jasna neporusena trabekularni
struktura. Vsechny hepatocyty vykazovaly navzajem si podobné znaky. Lipidové inkluze byly
nalézany pouze ojedinéle. Z morfometrického hlediska byla primérnd velikost hepatocyta
25,5£3,95 um; piili§ se neliSila u hepatocytti lokalizovanych periferné, intermediarné a ve

sttednim regionu centralni Zily (obrazek 22A).
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Aplikace samotné¢ho resveratrolu se na zméndch mikroskopickém obrazu jaternich
lalicka vyrazngji neprojevila. Teprve podrobnéjsi analyza hepatocytd naznacila, ze podani
RES mitize zpusobit ponékud vyssi zastoupeni drobnych lipidovych inkluzi typu neutralnich
tuk, a to zvlast¢ v intermedidrni a centralni zoné lalicki. Naproti tomu rozmérnéjsi
jednotlivé tukové kapénky nebyly pozorovany. Zajimavym nalezem, ktery korespondoval
s morfologii hepatocytt z tkanové kultury, bylo periferni projasnéni cytoplazmy, jez byla
napadné chuda na organely (obrazek 22B).

Podani D-galaktosaminu v kombinaci s LPS vyvolalo napadné zmény v morfologii
jaternich lalackt, charakterizované dvéma typickymi projevy. Jako prvni lze uvést, ze se
v oblasti vaziva portobiliarnich prostori objevila mononuklearni infiltrace, na niz se kromé
ptevazujicich lymfocytd podilely i plné diferencované plazmatické bunky. Druhym
predilek¢énim mistem infiltrace mononuklearnimi butikami bylo okoli centralni vény jaternich
lalickd, kde se v rozvolnénych tramcich hepatocyti rovnéz ve vétsim poctu objevovaly
pocetn€j$i bloudivé bunky. Druhy komplex zmén se tykal samotnych hepatocyti.
V porovnani s kontrolnimi zvifaty se v intermedidrni a centralni zoné€ laliickil centralni vény
vyrazné zmnozovaly lipidové inkluze v hepatocytech. I kdyz tukové kapénky patii k béznému
obrazu cytoplazmy hepatocytu, v tomto piipadé bylo mozno konstatovat, ze vykazovaly
vyraznou pleomortfii, a to jak co do velikosti, tak do sloZeni. Tedy prosté zmnozeni drobnych
tukovych inkluzi mélo vétsinou morfologické vlastnosti, které odpovidaly neutralnim tukim,
a bylo spise patrno na periferii zony pozménénych hepatocytl, kdezto vlastni loziska
pozménénych hepatocytl byla typicka ¢asto zna¢né rozmérnymi (15 — 24 um) jednotlivymi,
ptipadné jen né€kolika, inkluzemi. Zvysena osmiofilie téchto kapének nasvédcovala, kromé
vyssiho zastoupeni nenasycenym mastnych kyselin i vy$§imu podilu fosfolipidi. V radialné
uspofadanych tramcich hepatocytli se obvykle blize k centralni véné vyskytovaly obrazy
korespondujici (podle typického jaderného chromatinu) s nastartovanym procesem apoptozy.
Druhym znakem, znamym v plném rozvoji ztkanovych kultur hepatocytd, byl obraz
cytoplazmy, kde se objevovaly ruzné rozsahlé oblasti prakticky bez bunécnych organel, tedy
predevsim jinak bohaté zastoupenych mitochondrii (obrazky 22¢C, D a 23A).

Podani resveratrolu v kombinaci s obéma piedchozimi latkami bylo provazeno
pfedev§im napadnym sniZenim infiltrace portobiliarnich prostori i loZisek kolem centralnich
vén jaternich laltickt mononuklearnimi buitkami. Pokud $lo o zvySené stiadaci procesy, tedy
hlavné o vyskyt tukovych kapének, byly i v tomto piipadé korespondujici s vyse uvedenymi
nalezy s tim, Ze rozsah postizenych partii lalicku byl mensi. Soucasné bylo konstatovano, ze

velikost jednotlivych denznich kapének dosahovala jen kolem 10 — 12 um a spiSe se
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Vv cytoplazmé hepatocytu vyskytovaly jen drobné lipidové inkluze (obrazky 22E,F, a 23B).

Mensi osmiofilie téchto kapének nasvédcovala mensSimu zastoupeni nenasycenych mastnych

Obrdzek 22: Viiv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-

GalN na jaterni tkan — histologie s pouzitim svételného mikroskopu
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A - negativni kontrolni skupina lécend fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, B — skupina
vystavend ip. injekci resveratrolu v davce 2,3 mg/kg, C- skupina vystavena i.p. injekci
lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg — zvétseni 40x, D - skupina
vystavend i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800 mg/kg — zvétseni
80X, E - skupina predlécend injekci resveratrolu 2,3mg/kg a ndsledné vystavend i.p. injekci
kombinace LPS s D-GalN — zvétseni 40x, F - skupina predlécena injekci resveratrolu

2,3mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace LPS s D-GalN — zvétseni 80x

Obrdzek 23: Vliv resveratrolové premedikace U hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-

GalN na jaterni tkan — histologie s pouzitim elektronového mikroskopu
A- skupina vystavend i.p. injekci lipopolysacharidu 0,5 ug/kg s D-Galaktosaminem 800
mg/kg, B - skupina predlécena injekci resveratrolu 2,3mg/kg a nasledné vystavend i.p. injekci

kombinace LPS s D-GalN
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6.3 Premedikace kurkuminem na modelu fulminantni
hepatitidy navozené kombinaci lipopolysacharidu a D-

galaktosaminu: in vivo studie na potkanim modelu

6.3.1 Ucinek na jaterni funkce

Jaterni funkce byly monitorovany podle plazmatické koncentrace bilirubinu a dvou
zakladnich jaternich enzymu — transaminaz ALT a AST (Tabulka 4). Statisticky vyznamné
zvySeni jaternich transaminaz, odrazejici tézsi hepatocelularni poskozeni, bylo pozorovano u
pozitivni kontroly LPS/D-GalN. Podani samotného kurkuminu (KUR) prakticky nijak
neovlivnilo Zadny z parametrti. Pfedléceni kurkuminem vSak vedlo ve srovnéni s pozitivni
kontrolou k vyznamnému poklesu koncentraci obou transaminaz, zatimco koncentrace

bilirubinu u této skupiny jesté vice stoupla.

MERENY MARKER ALT AST BILIRUBIN
jednotky ucat/l ucat/l umol/l
KONTROLA
- plazma 27,77+3,02 56,80+4,48 3,68+1,78
LPS/D-GalN

- plazma | 247,31+54,79*** | 127,87+10,63*** | 19,38+3,48***

KUR

-plazma| 35,89+4,79 57,90+9,79 4,88+0,82
KUR+LPS/D-GalN
-plazma | 113,05+31,92 63,70+9,39" | 36,89+2,97"

Tabulka 4: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-

GalN na koncentrace ALT, AST a bilirubinu v plazmé

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —
skupina vystavena i.p. injekci kurkuminu v ddavce 100 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
I.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN
skupina predlécend injekci kurkuminu 100 mg/kg a nasledné vystavenda i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), ™ statisticky vyznamné viici
LPS/D-GalN (p <0,001), * statisticky vyznamné viici LPS/D-GalIN (p < 0,05); Priimér + SEM, n = 7.
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6.3.2 Utinek na aktivitu HO, expresi HO-1 a celkové tkafiové

mnozstvi CO

Paradoxni vztah mezi klesajicimi plazmatickymi koncentracemi transaminiz a
vzrustajici hladinou celkového bilirubinu nas vedl k zacileni se na jaterni systém HO-1/CO.
Byla méfena genova exprese jaterni HO-1, verifikovana meéfenim jeji redlné aktivity a
stanovenim celkového mnozstvi tkanového CO. VSechna tifi métfeni potvrdila, Zze vysoka
koncentrace plazmatického bilirubinu neni nahodnd a Ze souvisi se zvySenou aktivitou
inducibilni jaterni hemoxygenazy HO-1.

Ve skupiné pozitivné-kontrolni (LPS/D-GalN) doslo ke statisticky vyznamnému
pétinasobnému zvySeni (Obr. 24) genové exprese HO-1 (p < 0,05). OvSem ve skupiné
s toxickym insultem pifedlécené kurkuminem doslo dokonce ke 12ti ndsobnému zvySeni
genové exprese HO-1 oproti negativni kontrole (p<0.001, Obr. 24).

Velmi podobny trend, avSak ne tak vyrazny, byl pozorovan pii méfeni aktivity
hemoxygenazy (Obr. 25) v hepatocytech. Tento nalez koreloval nejen s genovou expresi, ale i
S biochemickym nalezem bilirubinu. Piekvapiveé, tkanovy oxid uhelnaty, dal$i produkt
hemoxygenazy, byl statisticky vyznamné 2,5nasobné zvySeny u pozitivni kontroly (p<0.01;
Obr. 26), ale ne u skupiny ptedlécené kurkuminem (KUR+LPS/D-GalN). Dal§im zajimavym
nalezem bylo to, Ze samotny kurkumin nemé¢l zadny indukéni efekt ani na genovou expresi
HO-1, ani na tkanovou aktivitu hemoxygenaz, ani na mnozstvi tkanového CO a ani na

koncentraci celkového plazmatického bilirubinu. (Obr. 24-26, Tabulka 4).
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Obrazek 24: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na genovou expresi HO-1

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —
skupina vystavend i.p. injekci kurkuminu v davce 100 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavena
i.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN
skupina predlécend injekci kurkuminu 100 mg/kg a ndsledné vystavena i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; *statisticky vyznamné vici kontrole (p < 0,05), e
LPS/D-GalN (p <0,001); Primér = SEM, n = 7.

statisticky vyznamné viici
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300% A
>
=
£ "
2 250% |
E
: |
= 200% - e
=]
=<
>g T
2 150% 1
<
&
=
33 100% - = T
o=
>
]
=
N 50% -
< 0
IS
>
e

0% T T T 1
KONTROLA  LPS/D-GalN KUR KUR+LPS/D-
GalN

Obrdazek 25: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na aktivitu jaternich hemoxygendz (méreny aktivity vSech hemoxygendz nespecificky,
ale byl predpoklad, ze z vétsiny se jednalo o aktivitu HO-1)

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécend fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —
skupina vystavend i.p. injekci kurkuminu v davce 100 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavena
i.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN
skupina predlécena injekci kurkuminu 100 mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), * statisticky vyznamné vici
LPS/D-GalN (p <0,05),; Priumer £+ SEM, n = 7.
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Celkovy tkanovy oxid uhelnaty po 24 hodinach
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Obrazek 26: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na tvorbu oxidu uhelnatého v jaterni tkani

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —
skupina vystavend i.p. injekci kurkuminu v davce 100 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavena
1.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN
skupina predlécena injekci kurkuminu 100 mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace

LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné vici kontrole (p < 0,001); Primér + SEM, n = 7.
Protoze oxid uhelnaty (CO) neni jenom produktem katabolické drahy hemu, ale také

produktem lipoperoxidace, méfili jsme dale markery lipoperoxidace a oxidativniho stresu

spolu se systémem NOS-2/NO.
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6.3.3 U¢inek na lipoperoxidaci, aktivitu enzymu oxidativniho stresu a

aktivaci NOS-2/NO systému

Vzestup lipoperoxidace, na ktery poukazuje 3,5ndsobné zvySeni koncentrace
konjugovanych dienti oproti negativni kontrole, byl se statistickou vyznamnosti prokazan u
skupiny s kombinaci LPS/D-GalN (p<0.001; Tabulka 5). Kurkumin v premedikaci tento
vzestup statisticky vyznamné snizil na Groven 1,6nasobku negativni kontroly. Zajimavé bylo,
ze koncentrace katalazy, hlavniho ukazatele oxidacniho stavu celého organismu, byla
statisticky vyznamné zvySena (2,4nasobek, p<0,001) u pozitivni kontroly (LPS/D-GalN) a u
skupiny navic pfedléené kurkuminem (3nasobek, p<0,05) tento trend jesté vzrostl, coZ bylo
podobné situaci u celkového bilirubinu.

Navic pii méteni NO (Obr. 27) bylo zjisténo, ze ve skupiné LPS/D-GalN byla nejvyssi
produkce NO ve srovnani s kontrolou. Kurkumin v premedikaci pred LPS/D-GalN dokéazal
tento indukovany vzestup statisticky vyznamné snizit (p < 0,05), avSak podan samostatné
nijak tvorbu NO neovlivnil. V souladu s témito vysledky byl i nalez genové exprese
inducibilni NOS-2 (Obr. 28). U skupiny LPS/D-GalN doslo k 240nasobnému zvyseni

(p<0,001), zatimco podani kurkuminu vedlo k témé&t Snasobné redukci exprese (p < 0,01).
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Obrdazek 27: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-

GalN na plazmatické koncentrace NOy
KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —

skupina vystavend i.p. injekci kurkuminu v davce 100 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend

L.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN

skupina predlécena injekci kurkuminu 100 mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace

LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), * statisticky vyznamné vici
LPS/D-GalN (p <0,05); Priumer + SEM, n = 7.
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Obrazek 28: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-
GalN na genovou expresi NOS-2

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécena fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —
skupina vystavend i.p. injekci kurkuminu v davce 100 mglkg, LPS/D-GalN skupina vystavend
i.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN
skupina predlécena injekci kurkuminu 100 mg/kg a nasledné vystavena i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***statisticky vyznamné viici kontrole (p < 0,001), * statisticky vyznamné vici
LPS/D-GalN (p <0,01),; Priumer + SEM, n = 7.
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MERENY MARKER CAT CD
_ plazma umol/ml -
jednotky
homogenat - nmol/mg prot.
KONTROLA
- plazma 55,43+6,45 -
- homogenat - 2,19+0,37
LPS/D-GalN
- plazma | 132,93+10,20*** -
- homogenat - 7,76+1,49***
KUR
- plazma 41,22+3,23 -
- homogenat - 1,77+0,42
KUR+LPS/D-GalN
-plazma| 164,35+9,11% -
- homogenat - 3,4310,60##

Tabulka 5: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci LPS/D-

GalN na koncentrace katalazy (CAT) v plazmé a konjugovanych dienii (CD) v jaternim

homogenatu

KONTROLA - negativni kontrolni skupina lécend fyziologickym roztokem 0,9%NaCl, KUR —
skupina vystavena i.p. injekci kurkuminu v davee 100 mg/kg, LPS/D-GalN skupina vystavend
I.p. injekci lipopolysacharidu 10 ug/kg s D-Galaktosaminem 400 mg/kg, KUR + LPS/D-GalN
skupina predlécend injekci kurkuminu 100 mg/kg a ndsledné vystavenda i.p. injekci kombinace
LPS s D-GalN; ***szatisticky vyznamné vici kontrole (p < 0,001), *statisticky viznamné vici
LPS/D-GalN (p < 0,01),” statisticky vyznamné viici LPS/D-GalN (p < 0,05); Prizmér + SEM, n

=17.
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7 DISKUZE

Lécba akutniho fulminantniho jaterniho poskozeni vzniklého nasledkem riiznych vlivi
(ischemicko-reperfuzni pficina, toxicka pficina, infekéni pticina, cholestaticka pii¢ina apod.)
zustava dosud velkym klinickym otaznikem. V soucasné dob¢ nemame k dispozici klinicky
oveéfené, farmakologicky ucinné a dostateCn¢ univerzalni latky v oblasti 1éCby akutniho
jaterniho poskozeni riizné etiologie. Proto je nezbytné rozvijet vyzkum novych potencialnich
latek v této farmakoterapeutické skuping. Vyzkum latek vhodnych pro 1écbu chronickych
jaternich chorob sméfuje celosvétove vétsinou ke zpomaleni ¢i zastaveni fibrotizace. V oblasti
1écby akutnich jaternich poskozeni se zatim experimentdlné zkouSelo ovlivnéni nckolika
mechanismu, avSak jednozna¢ny smér, kterym by se hlavni vyzkum ubiral, neni.

Existuje tada latek ptirodniho ptivodu, u kterych se popisuji rizné biologické ¢i
farmakologické vlastnosti. Mechanismus G¢inku mnoha latek vSak ziistdvd velmi casto
neobjasnén, a pokud jsou tyto latky pouzivané v humanni medicing, pak ¢asto pouze na
zaklad¢ literarnich dat a klinické zkuSenosti. Epidemiologické studie poukazuji i na fadu
téchto latek, které bézné uzivame napft. v potrave.

V nasi vyzkumné praci jsme potvrdili na experimentech in vitro a in vivo
cytoprotektivni ucinek tfi latek ptirodniho puvodu — resveratrolu, silymarinu, kurkuminu a
zaroven se snazili objasnit jejich mechanismus. Potencialni hepatoprotektivni ucinek
resveratrolu byl hodnocen ve dvou studiich — in vitro a in vivo. Ve studii in vitro byl navic
tento efekt srovndvan s komparatorem - silymarinem, coz je latka standardné pouZzivana
Vv klinické praxi. Dale byl jest¢ in vivo hodnocen potencialni hepatoprotektivni ucinek

kurkuminu. Vyse uvedené vysledky jsou diskutovany v nésledujici stati.

Prvnim cilem mé prace bylo experimentalné sledovat vzijemny vztah systémi
HO/CO a NOS/NO v prostiedi hepatotoxickych latek in vitro v izolovanych primarnich
potkanich hepatocytech a in vivo na potkanim modelu. Jak jiz bylo popsano v kapitole 6.2, u
vSech tfi nami pouZivanych toxicitnich modelt jsme nalezli paralelni statisticky vyznamny
induk¢ni efekt na oba nami studované systémy — NOS-2/NO i HO-1/CO.

Pro in vitro experimenty jsme vybrali tert-butylhydroperoxid (tBH) pro jeho
schopnost tvofit stabilni prostfedi oxidativniho stresu, ¢imz je mozno artificialné navodit
apoptoticko-nekrotické zmény u mnoha typa bunék [119, 120], v nasem piipadé hepatocytu.

Vysledkem expozice tBH byl Casové zavisly vzestup volnych peroxyradikali a bunky
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vykazovaly apoptotické zmény dokazatelné barvenim Annexinem V. V piipadé tohoto typu
poskozeni $lo o kombinaci volnych kyslikovych radikald i volnych nitrosylovych radikala
vznikajicich z NO, tvofeného in situ pfevazné prozanétlivou inducibilni NOS-2. Zatimco
nizké koncentrace oxidu dusnatého, at’ uz fyziologicky tvoieného ¢i artificialné dodaného,
mohou byt v ¢asnych fazich toxického Soku adaptivni odpovédi a vykazovat protektivni
vlastnosti [37, 38, 39, 121, 122], pti nadprodukci se NO a od ného derivované radikaly stavaji
mediatory zanctu, spoustéCi proapoptotickych kaspdz a spoustéci poskozeni bunécnych
organel a membran. Takze NO muze mit anti-apoptotické i pro-apoptotické vlastnosti
Vv zavislosti na mife své vlastni produkce, typu buriky a typu interakce s bunécnou strukturou
[123, 30]. Oxid uhelnaty je, jak jiz bylo uvedeno vySe, velmi vyznamna signalni molekula
bunécéné adaptivni odpoveédi. V hepatocytech vznika prevazné katabolismem hemu za vzniku
biliverdinu a volného Zeleznatého kationtu. Biliverdin je nasledné redukovan na bilirubin,
pfi¢emz oba jsou povazovany za jedny z nejvice antioxida¢né pisobicich latek v organismu
[124, 125]. V jaternich bunkach je hemoxygenaza ve své konstitutivni podobé nejhojnéji
zastoupena Vv Kupfferovych  bunikach, ale v inducibilni podob&é je zastoupena
V parenchymatickych i1 neparenchymatickych jaternich buiikdch. Indukce genové exprese
jaterni HO-1 byla popséana in vitro a in vivo u fady endogennich ale i exogennich latek [15,
18, 19, 20, 126] a jeji up-regulace je témét vzdy spojena s cytoprotektivnimi vlastnostmi
V burice, at’ uz u modeld toxického poskozeni [127, 128] nebo ischemicko-reperfuzniho
poskozeni hepatocyti [21]. U mySich modelt s knock-outovanym genem pro HO-1 dochézelo
béhem Zivota k splenomegéliim, hepatomegéliim, lymfadenopatiim a leukocytdze. U téchto
jedincti dochazelo k masivni kumulaci zeleza v jatrech a ledvinach, coz vedlo ke zvySenému
oxida¢nimu stresu v téchto kliCovych organech, a tito jedinci vykazovali v disledku jejich
nasledného selhavani vysokou mortalitu v mladém véku [129].

Pro in vivo experimenty jsme pouzivali kombinaci LPS s D-GalN vV riznych
pomérech. Tato kombinace vykazovala dostateéné silné, reverzibilni, subletalni jaterni
poskozeni, které piedstavovalo podminky navozené hepatitidou rizné etiologie, jak se
popisuje V nasledujicich pracich [81, 83, 84, 130, 131]. Hlavni mechanismus toxického
ucinku u D-GalN je schopnost tvofit vazbu UDP-D-GalN a tim in vitro i in vivo zplsobovat
depleci uridindifosfatovych nukleotidi, ¢imz se blokuje syntéza RNA a tim i syntéza vétSiny
kli¢ovych celularnich proteint [58, 62]. Dalsim vyznamnym toxickym mechanismem in vivo
je ovlivnéni retikuloendothelidrniho systému, v jatrech se to tyka predevSim Kupfferovych
bunék. Stimulaci Kupfferovych bun¢k pomoci D-GalN dochézi k vyssi tvorbé nitrosylovych,

kyslikovych radikali a prozanétlivych cytokint, které nasledné vyvolavaji zanétlivou reakci a
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poskozuji okolni hepatocyty [59]. Toxicky u¢inek LPS na jaterni tkan je potom zavisly
pfevazné na aktivaci Kupfferovych bunék [132]. Ke stimulaci prozanétlivych cytokint
(zejména TNF-a) dochazi uz v ¢asnych fazich po podani, tj. jesté pred nastoupenim apoptozy,
coz bylo pozorovano jak in vivo, tak in vitro v ko-kulturach hepatocyti a Kupfferovych
bunék, ale ne u hepatocytti péstovanych v monokultuie [72].

Po podani tBH nebo kterékoliv z ndmi pouzivanych kombinaci LPS/D-GalN doslo
V porovnani s genovou expresi u negativni kontrolni skupiny k signifikantni up-regulaci obou
studovanych genia — HO-1 a NOS-2, pficemz genova exprese NOS-2 v procentudlnim
srovnani dominovala nad genovou expresi HO-1. Tento nalez také velmi tizce koreloval i S
nalezy biochemickymi: uroven genové exprese HO-1 odpovidala celkovému bilirubinu,
urovein genové exprese NOS-2 odpovidala koncentraci dusitanli v plazmé. Minoritni
ptispévek k celkové méfené koncentraci NO v plazmé mohla mit sice aktivace konstitutivni
izoformy NOS-3 v sinusoidalnich endothelialnich bunikach [133]. Nicméné, na urovni méteni
genové exprese tim, ze jsme méfili specificky genovou expresi NOS-2, jsme tuto skute¢nost
mohli zanedbat. In vivo doslo soucasné ke zvySeni lipoperoxidace v podobé zvySenych
koncentraci TBARS a konjugovanych dient v jaternim homogenatu. A dale byla
zaznamenana zvySend koncentrace antioxidac¢ni plasmatické katalazy. In vitro tyto parametry
nebyly méteny.

Ruznorody vztah mezi systtmy CO/HO-1 a NO/NOS-2 je popisovan v nekolika
predchozich pracich [15, 40-44, 134]. Kdyz se vSak zaméfime na nami nalezenou paralelni
aktivaci systémi HO-1/CO a NO/NOS-2, pak lze naSe vysledky konfrontovat pouze
s nékolika pracemi [135, 136]. Hyperaktivace NOS-2/NO systému je povazovana spiSe za
proapoptotickou a buiky poskozujici (spolu s dalsimi mediatory zanétu). Naopak aktivace
systému HO-1/CO pfi toxickém Soku mé urcity defenzivni ucel. Nékdy je dokonce vzajemna
hyperaktivace nutna pro udrzeni homeostazy tkan¢ nebo organu [137]. V ptipad¢ nasich
experimentt jsme tedy dosli k zavéru, ze aktivace HO-1/CO systému je jednou z defenzivnich
sloZek bunky pii obrané pred toxickym Sokem LPS/D-GalN, jehoz mechanismus plsobeni je
zavisly mimo jiné i na hyperaktivaci NOS-2/NO systému. Ptikladnym vysvétlenim toho, Ze
muze byt jeden systém zavisly na druhém, je tvorba nitrosylovaného cyklického nukleotidu 8-
nitroguanosin 3',5'-cyklického monofosfatu (8-nitro-cGMP), ktery je vyznamnym induktorem
systétmu HO-1/CO [138]. Navic, pokud piedpokladame, ze se mRNA kodujici tyto dva
enzymy V prubéhu naseho pétihodinového experimentu kumulovala v bunikdch se stejnou
intenzitou, pak lze usuzovat, ze systétm NO/NOS-2 byl aktivovan Casnéji. Z toho lze déle

predpokladat, ze Casnd hyperaktivace syst¢tmu NO/NOS-2 mohla byt, tak jak se bézné

91



popisuje V literatufe [42, 43, 132, 139], jednim ze spoustécu a aktivator systému CO/HO-1,

ktery mél pfi tomto typu toxického poskozeni defenzivni tlohu.

Druhym cilem mé prace bylo hodnotit cytoprotektivni uc¢inek vybranych latek na
poskozené potkani hepatocyty a zkoumat zavislost tohoto efektu na zménach v parametrech
cytotoxicity/cytoprotektivity, antioxida¢nich parametrech, genové expresi mRNA u
vybranych genli a na zménach v histologického stavu buné¢k/tkdni/organti. V prvnich dvou
mych publikacich byl hodnocen cytoprotektivni ¢inek resveratrolu in vitro a in vivo a v dalsi
publikaci pak efekt kurkuminu in vivo na vySe zminovanych toxicitnich modelech.

Ve studii in vitro byl zkouman cytoprotektivni ucinek resveratrolu na modelu
poskozeni peroxidovymi radikdly a byl porovnavan s U¢inkem klinicky pouZzivaného
silymarinu na témze modelu. V pétihodinovych experimentech na perfuznim bioreaktoru
S imobilizovanymi primarnimi hepatocyty byl jednoznatné¢ prokdzan signifikantni
hepatocytoprotektivni vliv resveratrolu v koncentraci 10 umol/l stejné jako jeho komparatoru
silymarinu v koncentraci 500 umol/l. Toto bylo v souladu i s nalezy, které jsme ucinili jiz
diive v experimentech na jednovrstevnych tkanovych kulturach primdrnich hepatocytl
inkubovanych s resveratrolem po dobu 48 hodin. Imunohistochemicka analyza, provadéna
pouze u resveratrolu, prokazala cytoprotektivni efekt této latky u imobilizovanych hepatocyti
navazanych na agardzovy gel, které byly v pétihodinovém experimentu omyvany nosnym
médiem s tBH. Samotny resveratrol vykazoval ur€ity stabiliza¢ni efekt na hepatocyty, jak je
detailnéji popsano v kapitole 6.1.3. Nalez drobnych osmiofilnich tukovych kapének, které
byly castéjsi u téchto hepatocytli patrnéj$i nez u kontrolnich, mohl souviset s pouzitym
rozpoustédlem (DMSO), ve kterém byl resveratrol rozpustén. Resveratrol podany
Vv preinkubaci snizil pocet bun€k s apoptoticko-nekrotickymi znaky a vyznamné snizil pocet
poskozenych bunék. Co byl ale nejmarkantnéjsi rozdil, byla architektonika cytoskeletu napti¢
experimentalnimi skupinami. U tBH skupiny byl cytoskelet zkolabovany a jeho zbytky
lokalizované na kraji cytoplasmy, zatimco u preinkubované skupiny vykazoval cytoskelet
srovnatelnou architektoniku, jako u negativné-kontrolnich bun¢k nebo bunck inkubovanych
se samotnym resveratrolem. Lze tedy uzavfit, Ze resveratrol zabranil destrukci cytoskeletu a
plsobil antiapoptoticky. Antiapoptotické vlastnosti této latky byly jiZ pozorovany i v jinych
publikovanych pracich [140, 91]. Stejn¢ jako u resveratrolu, tak i u silymarinu bylo hledano

Vv literatufe vysvétleni pro jeho cytoprotektivni efekt. Podrobnéji o antioxidacnich,
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Na zéklad¢ predchozich vysledkd jsme se rozhodli udé€lat dalsi studii s resveratrolem,
tentokrat na in vivo potkanim toxicitnim modelu. Tento model byl vSak pouzit jiz v fad¢
dal$ich experimentalnich praci. Bylo vyzkouseno mnoho rtuznych poméri mezi D-GalN a
LPS. Hlavnim cilem bylo navodit hepatocelularni poskozeni, které by simulovalo rtzné
klinické situace — napt. virova hepatitida, polékova hepatocelularni poskozeni, alkoholické
poskozeni jater, imunologické poskozeni jater nebo ischemicko-reperfuzni poskozeni jater
[80, 81, 82, 83, 84, 130, 130]. V experimentalni studii s resveratrolem jsme se rozhodli
pouzivat fixni kombinaci 800mg/kg D-GalN a 0,5 ug/kg LPS. Tato kombinace, popsana téz
v jiné studii [143], zpusobila reverzibilni subletalni fulminantni hepatocelularni poskozeni a
jedind 1i.p. injekce resveratrolu vedla k signifikantnimu zmirnéni negativnich dopadi této
toxické kombinace — hodnoceno na zaklad¢é koncentrace transaminaz, urovné lipoperoxidace a
histologického obrazu. Podrobnégjs$i imunohistochemické analyza, provadéna u vSech skupin,
prokézala cytoprotektivni efekt RES hepatocytli izolovanych z Cerstvych biopsii, které byly
odebrany po 24hodinovém experimentu z potkanti skupiny RES+LPS/D-GalN. Zatimco
aplikace samotného resveratrolu se na zménach mikroskopického obrazu jaternich lalucka
vyraznéji neprojevila, tak resveratrol podany v premedikaci k LPS/D-GalN snizil pocet bun¢k
s apoptoticko-nekrotickymi znaky a snizil i pocet poskozenych bun¢k. Velmi zajimavym
nalezem byl charakter lipidovych inkluzi. Zatimco u skupiny LPS/D-GalN jsme nalezli dle
osmiofility v lipidovych inkluzich vyssi podil nenasycenych MK, tak u skupiny pfedlécené
resveratrolem tento jev popsan nebyl. Byl popsan pouze ndlez drobnych inkluzi a lipidovych
kapének. Celkova velikost inkluzi byla u resveratrolem premedikované skupiny v priméru
1,5nasobné mensi oproti pozitivni kontrole (LPS/D-GalN). Tento efekt mohl souviset
s aktivacnim efektem resveratrolu na metabolismus lipidi a aktivitu mitochondrii [144]. V
této studii in vivo jsme dale nalezli, Ze resveratrol v premedikaci statisticky vyznamné snizil
uroven bunécné lipoperoxidace (prokazano sniZzenim koncentrace TBARS, konjugovanych
dient a nartistem aktivity plazmatické katalazy).

Velmi zajimavy byl paralelné inhibi¢ni vliv resveratrolu na systémy NOS-2/NO a HO-
1/CO, a to jak na tirovni genové exprese, tak na urovni enzymatické. V obou nasich studiich
bylo nalezeno statisticky vyznamné sniZeni aktivity syst¢ému NO/NOS-2, coz bylo prokazano
jednak sniZzenim produkce NO a dale sniZzenim genové exprese klicového inducibilniho
enzymu NOS-2, ktery se vétSinové podili na tvorbé NO v situacich stresové bunécné
odpoveédi. Jeden z mechanismit hepatoprotektivniho ucinku resveratrolu je inhibice
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nalezy z literatury [94, 145, 146, 147]. Paradoxné byla tedy také snizena aktivita systému HO-
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1/CO, coz bylo prokazano down-regulaci genové exprese HO-1 a sniZzenou produkci CO
a/nebo bilirubinu. Dilezitym faktem, ktery je vSak nezbytné zminit, je to, Ze resveratrol
vykazal sice signifikantni redukci obou systémti, avSak systém NOS-2/NO byl redukovén cca
na jednu Sedesatinu oproti pozitivni kontrole, zatimco syst¢tm HO-1/CO byl redukovan na
jednu tietinu (in vitro) oproti nalezu u pfislusné pozitivni kontroly, tj. v mnohonasobné
mensim méfitku. In vivo byla tato disproporce jesté markantné;si.

Snazili jsme se vysvétlit tento paradoxni G¢inek resveratrolu na inhibici HO-1/CO
systém srovnanim s daty V literatufe. Jedna prace hovoii o cilené inhibici HO-1 zink-
protoporfyrinem, kdy tato inhibice vedla k protektivité pti inkubaci s tetrachlormetanem kvuli
interferenci s metabolismem tetrachlormetanu pies CYP 450 [148]. Dalsim piikladem
negativniho disledku hyperaktivace HO-1 je ochrana nadorovych bunék u karcinomu zaludku
(MKN-45 buné¢na linie), kdy vysoka HO-1 chranila tyto bunky pied chemoterapii cisplatinou
[149]. Nicmén¢ v ptipad¢ nasich experimentti, kdy naméfené nizké hodnoty genové exprese
hemoxygenazy-1 byly spojeny s hepatoprotektivnimi G¢inky popsanymi histologicky a
biochemicky, nebyl pfedpoklad ani pro jeden z vySe uvedenych mechanisml. Jednim z
vysvétlujicich argumentd mohl byt fakt, Ze resveratrol, podobné jako se vysvétluje
mechanismus u¢inku silymarinu, dokazal stabilizovat hepatocytarni membranu pomoci své
vazby na thiolické struktury a tim aktivné branil vstupu toxickych latek do cytosolu bun¢k.
Tim celkové zmirnil nutnost aktivace vSech defenzivnich bunéénych mechanismli (napf.
antioxidacnich systémi - redukovaného glutathionu ¢i katalazy ¢i superoxiddismutazy), HO-1
nevyjimaje, a zaroven nevyvolal tak masivni prozanétlivou odpovéd’ (viz snizeni NOS-2).
Tento fakt potvrzuje velmi recentni experimentdlni prace, kterd se veénovala interakci
resveratrolu s membranovymi proteiny [111]. Dal$im vysvétlenim muize byt ptimo casna
podpora resveratrolu vySe wuvedenych defenzivnich systémid. Tretim uvazovanym
mechanismem muize byt ovlivnéni procesi na plazmatické membrané, napf. iontovych
kanal, jako tomu napi. v pfipadé¢ kardioprotektivniho tuc¢inku resveratrolu ovlivnénim
Na+/H+ iontového kanalu [150]. Existuje fada dal$ich navrhovanych mechanismu, jakymi
resveratrol muze pfispét ke svému cytoprotektivnimu efektu, a které nejsou spojeny
s CO/HO-1 a NO/NQOS-2 systémy [140, 151-156]. Jeden z dalsich z argumentt podporujicich
fakt, ze resveratrol pusobi jinymi mechanismy, vychazi z dat publikovanych jiz diive nasi
vyzkumnou skupinou. Zjistili jsme a publikovali, Ze resveratrol a silymarin vykazovaly
cytoprotektivni efekt jiz v pokusech in vitro na jednovrstevnych tkanovych kulturach, kde
jako hepatotoxickd latka byl pouzit D-Galaktosamin. Pfitom u D-Galaktosaminové toxicity

bylo nalezeno, ze NO neni rozhodujicim faktorem [157].
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Na zaklad¢ nasich vysledka jsme dosli k zavéru, ze cytoprotektivni, antiapoptotické a
antinekrotické u¢inky resveratrolu jsou spojeny se statisticky vyznamnym poklesem aktivace
enzymi HO-1 a NOS-2, coz bylo prokdzdno na urovni genové exprese a castecné i
biochemicky. Nicmén¢ tento pokles nelze dat do pfimé souvislosti s mechanismem CO/HO-1
a NO/NOS-2, ale souvisi pravdépodobné s aktivaci jinych defenzivnich mechanismd v
hepatocytech. Resveratrolova preinkubace u toxicitniho tBH in vitro i LPS/D-GalN in vivo
modelu podpofila natolik defenzivni procesy v hepatocytu, ze se musel méné aktivovat
prozanétlivy a proapoptoticky systém NO/NOS-2, a tudiz zaroven bunky nevykazaly tak
silnou defenzivni odpovéd’ v podobé aktivace CO/HO-1 systému. Podobné vysledky piinesla
pozdé&ji 1 dalsi prace, ktera hodnotila hlavné pfezivani mySich modelti po aplikaci LPS ve
srovnani s t€mi, které byly piedléceny resveratrolem [158].

Existuje totiz cela fada mechanismu, kterymi resveratrol pisobi v buiice protektivné,
ze navenek pii toxickém insultu nevykazuji tak silnou protizadnétlivou a antiapoptotickou
odpovéd’. Tyto mechanismy potom mohou objasnovat skute¢nost, pro¢ resveratrolova
premedikace ma redukéni vliv nejen na genovou expresi gentt pro HO-1 a NOS-2, ale i na
pfislusné signélni systémy NO a CO. Jednim z primarnich cild resveratrolového plisobeni je
praveé systém NOS-2/NO, jehoz inhibice s sebou piinasi fadu pozitivnich konsekvenci, které
vysvétluji pravé inhibici inducibilni NOS-2 spojenou s agonizaci AMPK receptoru [94].
Diky této inhibici byla i snizena potieba aktivovat defenzivni systém HO-1/CO.

Prvnim z nejvyznamnéjSich mechanismi resveratrolu, ktery se v soucasnosti popisuje,
je aktivace tzv. sirtuint, napf. sirtuinu 1 (SIRT-1). Sirtuiny (zkratka pochazi z anglického
Silent Information Regulator Two, podtyp 1) jsou NADH-dependentni enzymy, které puisobi
epigeneticky deacetylaci histont na lyzinovych zbytcich v ramci posttranslaénich modifikaci.
Dnes se povazuji za latky umoznujici del$i prezivani, které mimo jiné napodobuji efekt
kalorické restrikce. Resveratrol je proto dnes hodné zkouman v oblasti 1é€by metabolického
syndromu a jeho komplikaci [159, 160]. Schematicky znazoriiuje vyznam sirtuinové aktivace
obrazek 29. Neni dosud zcela vyjasnéno, zda nitrobunécna aktivace SIRT-1 resveratrolem je
zprostifedkovana pifimo nebo pies AMPK (systém AMP- aktivované proteinkinazy), nicméné
v hepatocytech oba tyto systémy piispivaji mj. k biogenezi novych mitochondrii, ke zlepSeni
stability mitochondrialnich membran a k zdbrané¢ uvoliiovani proapototickych signélnich
molekul z mitochondrii (Bax, Bcl-2) [161]. Schematicky je aktivace SIRT-1 resveratrolem

znazornéna na obrazku 30, ktery v§ak predpoklada aktivaci SIRT-1 pouze pies AMPK [144].
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Obrazek 29: Vyznam vlivu SIRT-1 receptorové aktivace na jednotlivé funkce buiiky

NAD+ nikotinadenindinukleotid-oxidovana forma, NADH nikotinadenindinukleotid
redukovana forma

(Pfevzato a upraveno podle internetového zdroje:
http://www.Imreview.com/articles/view/resveratrol-niacin-nicotinamide-riboside-key-players-

in-activating-sirtuins-to-mimic-calorie-restriction-extend-lifespan-part-ii/)
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0O, consumption
Mitochondrial Biogenesis

Obrazek. 30: Vyznam aktivace AMPK resveratrolem na aktivaci SIRT-1 a zlepSovani
inzulinové rezistence. Resveratrol (RES) muzZe pusobit zvySeni mitochondrialni [-oxidace
MK, ktera ve vysledku zvysi preménu NAD+ na NADH, coz aktivuje SIRT-1 a nasledné
deacetylaci proteinu PGC-1a , coz ma za nasledek podporu mitochondrialni biogeneze
(Pfevzato a upraveno podle [144].)

Vysvétlivky: Ac, acetylace; ACC, acetyl-CA karboxylaza; Akt, protein kinaza B; CPT-1, karnitin
palmitoyl transferaza; IKK, inhibitor k kindzy; FA, mastné kyseliny; IRS-1, substrat receptoru pro
insulin-1; JNK, Jun NH2-terminalni kindza; GCNS3, histon acetyltransferaza GCN5; P,fosfat; PP2A,
protein fosfataza 2A; PDK, 3-fosfoinositid-dependentni kinaza; PGC-la - peroxisomalnim

proliferatorem-aktivovany receptor-a, PKC, protein kinaza C; TAG, triacylglycerol.

Nekteré dalsi prace hovoti o velmi tésném vztahu mezi jadernymi faktory a syntézou

autakoidd. Dal§im vyznamnym mechanismem resveratrolu, ktery se pravdépodobné uplatnil 1
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pfi naSem experimentu, je totiz inhibi¢ni efekt resveratrolu na vybrané drdhy systému
jaderného faktoru kappa B (NF«B), které jsou esencialnimi prosttedniky v prozanétlivé
bunééné odpovédi. Tento efekt byl popsan napiiklad u buné¢nych linii C6 mikroglii [162],
coz muze mit potencialni vyznam pii 1é¢b¢é Alzheimerovy choroby [163]. Jako dalsi piiklad
lze uvést studii, ve které byl resveratrol v prostfedi homocysteinu popséan jako inhibitor téch
drah systému NF«B, které jsou v kone¢ném dusledku zodpovédné za expresi bioadhezivnich
molekul na endotelu, jmenovit¢ molekuly VCAM-1 [164]. Ovlivnéni systémovych drah
jaderného faktoru kappa B je tedy velmi komplexni a v soucasné dob¢ je aktudlnim tématem

fady studii ve vztahu pravé k hepatoprotektivité [165]. Nékteré velmi recentni prace hovoii o

-----

-----

167]. Dalsi velmi recentni prace hovofi o resveratrolu jako velmi silném inhibitoru buné¢ného
proteazomu, coz je systém umoznujici (bud’® s pomoci ubiquitinu nebo bez né¢j) menit
koncentraci jednotlivych enzymt, regulovat pribéh bunééného cyklu, regulovat transkripci

jednotlivych gend, angazovat se v opravé DNA ¢i v ptrestavbé chromatinu [168].

Dalsi latkou, jejiz cytoprotektivni vlastnosti jsem v rdmci svého studia zkoumal, byl
kurkumin. Prace, jejiz vysledky jsou prezentovany v kapitole 6.3, naznacuje mechanismy
modulace systémid HO-1/CO a NOS-2/NO, kterymi kurkumin ptisobi in vivo na potkanim
toxicitnim modelu jako hepatoprotektivni latka.

Jak jiz bylo uvedeno vyse v kapitole 5.3.3, kurkumin vykazuje na riznych in vitro a in
vlastnosti, které se zakladaji na ovlivnéni n€kolika bunéénych cilti — viz obrazek 31.

VétSina publikovanych praci o kurkuminu se vSak tyka inhibi¢niho ovlivnéni
prozanétlivych kaskad, zejména ovlivnéni inducibilni cyklooxygenazy-2 (COX-2), 5-
lipooxygenazy (5-LOX), inducibilni syntazy oxidu dusnatého (iNOS=NOS-2), jaderného
faktoru kappa B (NfkB), TNF-a a dalSich [169]. Dals§i vyznamnou skupinou bunéénych
struktur, kterou muize kurkumin ovliviiovat jsou proteiny teplotniho Soku (Hsp). Bylo
publikovano, ze aktivace Hsp 70 je spojena S cytoprotektivnim efektem [170], inhibice Hsp
90 vede potom k rozvoji antiproliferativnich a proapoptotickych buné¢nych procesu [171] a
indukce Hsp 32 (=HO-1) je spojena s ochranou bunky pied oxida¢nim stresem [172].
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Obrdzek 31: Vybrané cile piisobeni kurkuminu — barevné jsou vyznaceny ty, které byly
uvazovany pri diskutovani vysledkii nasi prace

(Upraveno dle [173].)

Na toxicitnim modelu LPS/D-GalN jsme vramci naSi studie prokazali
hepatoprotektivni efekt kurkuminu, jenz byl prokdzan biochemicky signifikantnim poklesem
jaternich transaminaz (ALT, AST) oproti pozitivné-kontrolni skupiné (LPS/D-GalN). Avsak
zajimavy byl nalez progrese ve zvySovani koncentrace celkového plazmatického bilirubinu ve
skupiné CUR+LPS/D-GalN oproti LPS/D-GaIN. Paradoxni vztah mezi klesajicimi
plazmatickymi koncentracemi transamindz a vzrustajici hladinou celkového bilirubinu nas
vedl k zacileni se na jaterni systém HO-1/CO a prokazali jsme, Ze tento efekt neni spojeny se
zévaznosti jaterniho poskozeni, ale se zvySenou aktivaci systému HO-1/CO. Byla totiz

nalezena zvySena genova exprese jaterni HO-1, verifikovana méfenim jeji redlné aktivity a
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stanovenim celkového mnozstvi tkanového CO. VSechna tfi métfeni potvrdila, Zze vysoka
koncentrace plazmatického bilirubinu neni nahodnd a Ze souvisi se zvySenou aktivitou
inducibilni jaterni hemoxygenazy HO-1 v enzymatické podobé v jaternim homogenatu. Na
zéklad¢ literarnich dat usuzujeme, ze tento jev souvisi s pfirozenymi vlastnostmi produkti
hemoxygenaz — biliverdinu a bilirubinu, které jako silné antioxidanty chrani bunku pied
poskozenim nasledky oxidativniho stresu [125, 174]. Samotny bilirubin byva v fadé praci
davan do souvislosti s ochranou bunck pied lipoperoxidaci a to jak v nekonjugované
(hydrofobni) podobé v konjugované (hydrofilni) podobé i vazany na albumin [175]. Tento
efekt byl prokazan in vitro [176] i in vivo [177].

Jak jiz bylo fe€eno V této praci n€kolikrat, oxid uhelnaty (CO) neni pouze produkt
katabolické drahy hemu, ale také produkt lipoperoxidace [4, 177]. M¢fili jsme proto dale
markery lipoperoxidace a oxidativniho stresu spolu se systémem NOS-2/NO. Z téchto méteni
vyplynulo, Ze podani toxické kombinace LPS/D-GalN vedlo ke statisticky vyznamnému
zvySeni lipoperoxidace (demonstrovano vzestupem konjugovanych dientl) a aktivace systému
NOS-2/NO nejen na urovni genové exprese mRNA pro NOS-2, ale i v podobé dusi