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Seznam pouzitych zkratek

ALT alaninaminotransferaza

AST aspartataminotransferaza

CAT kataldza

CD konjugované dieny

D-GaIN D-galaktosamin

GC-Uv plynova chromatografie s detekci v oblasti UV
GSH redukovany glutathion

a-GST alfa glutathion-S-transferaza

HO-1 inducibilni forma hemoxygenazy

KUR kurkumin

LPS smés lipopolysacharida ziskanych z E.coli
MDA malonyldialdehyd

NOS-2 inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého
PBS fosfatovy pufr

RES resveratrol

RT-PCR polymerazova fetézova reakce v realném cCase
SIRT-1 Silent Information Regulator Two — 1. podtyp (histon deacetylaza)
SM silymarin

tBH tert-butylhydroperoxid

TBARS latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou — hl. latkou je MDA



Souhrn

Zdivodnéni a cile: Lécba akutniho fulminantniho jaterniho poskozeni vzniklého
nasledkem rtiznych vlivll (ischemicko-reperfuzni pticina, toxicka pfi¢ina, infekéni pficina,
cholestaticka pfic¢ina apod.) zdstava dosud velkym klinickym otaznikem. V soucasné dobé
nemame k dispozici klinicky ovéfené, farmakologicky ucinné a dostate¢n€ univerzalni
latky v oblasti 1é€by akutniho jaterniho poSkozeni rizné etiologie. Cilem mé prace bylo
tedy testovat na poli preklinického vyzkumu u¢innost vybranych latek ze skupiny
cytoprotektiv s ur¢itym hepatoprotektivnim u¢inkem a zaroveil najit nebo naznadit
mechanismus tohoto jejich u¢inku, ktery jsem zkoumal v oblasti intracelularnich plynnych
signalnich molekul NO a CO resp. enzymi klicovych pro jejich vznik NOS/HO. Mé
doktorské studium mélo dva hlavni sméry: 1) Experimentalni sledovani vz4djemného vztahu
systtmi HO/CO a NOS/NO vprostiedi 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  Ufinek v  kontextu zmén ve  vybranych parametrech
cytotoxicity/cytoprotektivity, antioxida¢nich parametrech, genové expresi mRNA u
vybranych gentl a na zménach v histologického stavu bunék/tkani/organt.

Metodika: Jako biochemické markery poskozeni/funkceschopnosti hepatocyti 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 dusitand 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 méfeny pomoci GC-UV a s pomoci RT-
PCR genova exprese mRNA pro gen HO-1. Histologie byla hodnocena
imunohistochemicky s pouZzitim Annexin-V/propidium jodidu. Ke statistickému hodnoceni
byla pouzivana analyza rozptylu Sjednoduchym tfidénim s naslednym mnohonasobnym
porovnavanim pomoci Bonferroniho nebo Tukey-Kramerova testu.

Vysledky: VsSechny nami pouzivané toxicitni modely zpusobily vyznamnou aktivaci
systémi NOS-2/NO i HO-1/CO. Dale jsme na experimentech in vitro a in vivo prokazali
histologicky i biochemicky cvtoprotektivni ucinek resveratrolu a kurkuminu, pficemz u
obou bylo prokazano oproti pozitivni kontrole snizeni aktivity systému NOS-2/NO. U
systému HO-1 bylo pozorovano sniZeni aktivity pfi resveratrolovém ptedléceni (in vitro a
in vivo) a naopak zvySeni aktivity pfi kurkuminovém piedlédeni (in vivo). Piedlégeni
kurkuminem a resveratrolem také sniZzilo intenzitu lipoperoxidace.

Zavéry: Stejné jako ve studii in vitro, tak i in vivo vykazaly latky resveratrol a kurkumin
silny hepatoprotektivni efekt (pfi pouziti proti tBH a/nebo LPS/D-GalN stimulované jaterni
toxicite) spojeny s inhibi¢nim G¢inkem na systém NOS-2/NO, ktery na zakladé literarnich
dat miZeme velmi dobfe vysvétlit. Nicméné jednotny vliv na systtm HO-1/CO
z naSich experiment jednoznaéné neplyne. Nelze tudiz ani s jistotou prokazat, Ze
hepatoprotektivni Géinek resveratrolu je ptimo zavisly na modulaci HO-1/CO systému.
Miuzeme pouze diskutovat, zda tento systém byl inhibovan ve spojeni se systémem NOS-
2/NO. Budou nutné dalsi studie s pouzitim inhibitori a induktord HO-1 a NOS-2, aby
mohly byt nastinény jasnéjsi mechanistické zavery, tykajici se role gasotransmiter v
experimentalnich hepatotoxicitnich modelech.



Summary

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, oGST 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
mMRNA 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/INO 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.
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1. Uvod

Volné radikalové plyny oxid uhelnaty (CO) a oxid dusnaty (NO) jsou
V ptirodé pomérné bézné¢ zastoupené molekuly, které maji zcela odlisné biologické
vlastnosti podle toho, zda plisobi uvniti ¢i vné zivych organismii. Oxid dusnaty je
velmi nestabilni latka, jez podléha spontanni fotooxidaci na toxicky oxid dusicity NO».
Oxid uhelnaty je stabilngjsi molekula, kterd podléha podobné oxidaci na oxid uhlicity,
ovSem ne tak snadno. V atmosféfe jsou ob¢ tyto latky povazovany za nezadouci
produkty ptedev§im lidské civilizace — spalovani ropy, zemniho plynu, biomasy,
odpadu, koufeni atd. Neprimyslovou cestou se dostivda NO do ovzdusi
prostiednictvim blesku ¢i lesnich pozari a CO diky sopecné ¢innosti nebo uhelnaténi
nekterych organickych latek.

Endogenni nitrobunééna produkce téchto molekul a jejich zapojeni do
transmiterovych systémut bunécné signalizace je znama zhruba od osmdesatych let 20.
stoleti. Stejné¢ jako byly studovany mnohé jiné intracelularni mechanismy, tak i
»gasotransmitery®, jak jsou tyto plynné radikaly nékdy nazyvany, sehraly svou tlohu.
Za nejvyznamnéj§i gasotransmitery se dnes povazuji tii typické molekuly - oxid
dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sulfan (H,S).

Gasotransmitery maji nasledujici spole¢né vlastnosti [1]. Jsou to malé plynné
molekuly.

1) Jsou volné prostupné v§emi membranami. Jejich €inek neni zavisly na
membranovych receptorech. Mohou mit endokrinni, parakrinni i
autokrinni u¢inek. V ramci jejich endokrinniho pusobeni se mohou
napiiklad uvolnit do systémové cirkulace, byt pomoci scavengert
dopraveny K cilovému mistu u¢inku, zde byt uvolnény a modulovat
funkce cilového mista.

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

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

4) Jejich endogenni funkce mohou byt zamaskovany jinym exogennim
plsobenim.

5) Jejich  pusobeni  vbuiice mize, ale také nemusi byt
zprostfedkovana jinymi posly, ale musi mit v buiice vzdy specifické
molekularné-biologické cile.

A. Oxid uhelnaty (CO)

Hlavni intracelularni biosynteticky zdroj oxidu uhelnatého (CO) jsou tii
isoformy enzymu hemoxygenaza (HO) [2] a dale vznikd pfijinych procesech —
metabolismus mikrosomalnich lipidd (lipoperoxidace katalyzovana zelezem a
askorbovou kyselinou a doprovazena vznikem malonyldialdehydu - MDA - [3, 4]) a
nékterych xenobiotik napf. fenobarbital, difenylhydantoin [5] nebo progesteron [6].
Endogenni produkce CO je diky lipoperoxidaci ubikvitdrni u mnoha typti bunck
Vv mozku, ledvinéch, slezing i krvi. Zajimavé je, ze vznik CO diky lipoperoxidaci nebyl
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popsan u potkanich hepatocyt a kardiomyocytt [4], ale byl popsan u krali¢ich [7] a
mysich hepatocytarnich mikrosomu [8].

Dosud jsou znamy tfi zakladni isoformy hemoxygenazy HO-1, HO-2 a HO-3, pficemz
HO-2 a HO-3 jsou konstitutivni a HO-1 inducibilni, pozdé&ji klasifikovan jako savci
stresovy protein primarni bunééné obrany. Hemoxygenaza je klicovym enzymem pro
biodegradaci hemu. Pii této NADPH dependentni oxidaci vznika ekvimolarni
mnozstvi zeleza (Fe?*), biliverdinu a CO.

Indukce hemoxygenazy, hlavni biosyntetické cesty vzniku CO, at' uz né&jakou
endogenni latkou nebo xenobiotikem, je vétSinou chapana jako pfiznivy proces pro
cytoprotektivni ucinek [9]. Existuji vSak také publikace, které tuto skutecnost
zpochybnuji [10]. Hovofi o nadmérném vzniku zeleza, které se nestaci biologicky
zpracovat a pusobi cytotoxicky. Nastava tedy paradoxni situace, kdy enzym, o kterém
se vSeobecné tvrdi, ze pusobi diky svym produktim cytoprotektivné, nachazime u
nékterych cytoprotektivné pasobicich latek down-regulovan, nebo naopak jeho hyper-
up-regulace mutize vést k cytotoxicité. Pak ovSem vyvstava dalsi otazka, zda tento efekt
souvisi s hemoxygenazou resp. s CO. Co se ty¢e dalsich produktii odbouravani hemu —
biliverdinu/bilirubinu, ty patii mezi vynikajici antioxidanty, a od jejich indukovaného
mnozstvi pii nejriznéjsich jaternich onemocnénich se ocekava hepatoprotektivni efekt,
ktery je pak chapan jako ur¢ita forma defenzivity hepatocytu [11].

B. Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty (NOe nebo jednoduse NO) je vysoce difuzni plyn,
syntetizovany rodinou enzymd, které jsou spole¢né nazyvany syntazy NO (NOS).
Byly identifikovany tii izoformy NOS: »inducibilni« forma, tvofena (v makrofazich,
Kupfferovych bunkach, hepatocytech, neutrofilech, fibroblastech, vaskularnim
hladkém svalu a endotelialnich buiikach) v odpovéd’ na patologické stimuly, a dvé tzv.
“konstitutivni* formy, které jsou piitomné za fyziologickych podminek v endotelu a v
neuronech. Izoformy jsou oznadeny 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 mesangidlnich buinkach,
osteoblastech a osteoklastech, a v malém mnozstvi v krevnich destickach.
Konstitutivni enzymy generuji mala (pikomolarni) mnozstvi NO, zatimco aktivita
iNOS je pfiblizné tisickrat vyssi [12].

Velké mnozstvi NO vyvolava cytotoxické téinky (bud’ pfimo nebo cestou
peroxynitritovych aniontt)). Za urcitych podminek je ale paradoxné NO
cytoprotektivni latkou [13]. Nizké koncentrace NO totiz maji piiznivy efekt na
hepatocyty, snizuje se napiiklad mnoZstvi kaspaz [14]. Predpoklada se, Ze zvySeni
produkce NO do urcité hodnoty je v urcitych podminkach ¢asna adaptacni odpoveéd’
hepatocytii vici jejich pozdéjsimu poskozeni. Jakmile je ale tato dosud ne piesné
stanovena hodnota ptekrocena, uplatni se NO jako mediator cytotoxicity [15]. Shrnuto:
NO mutze mit tedy jak proapoptoticky tak antiapoptoticky ucinek, ktery zavisi na
mnozstvi jeho produkce, typu buiikky a interakcich s ostatnimi intraceluldrnimi
slozkami, jako je Zelezo, thioly, proteiny a reaktivni kyslikové radikaly (ROS) [16].



2. Hypotézy a cile prace

Cilem mé prace bylo testovat na poli preklinického vyzkumu uéinnost
vybranych latek ze skupiny cytoprotektiv s uréitym hepatoprotektivnim u¢inkem a
zaroven najit nebo naznacit mechanismus tohoto jejich Gcinku, ktery jsem zkoumal
Vv oblasti intracelularnich plynnych signdlnich molekul NO a CO resp. enzymu
kli¢ovych pro jejich vznik NOS/HO.

M¢ doktorské studium mélo dva hlavni sméry:

1) Experimentalni sledovani vzajemného vztahu syst¢émi 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 zavislost tohoto efektu na zménach v parametrech
cytotoxicity/cytoprotektivity, antioxidacnich parametrech, genové expresi mRNA u
vybranych genti a na zménach v histologického stavu bunék/tkani/organd.

Zékladni nosnou hypotézou bylo, Ze mezi témito parametry existuji
pomyslné ,.,spojené nadoby* v podob¢ riiznych vzajemné propojenych kompenzaénich
mechanismt, tj. zatimco na jedné strané je inhibovan jeden systém, na druhé strané se
muze aktivovat jiny. Jak jiz bylo uvedeno v Givodu této prace, systtm CO/HO se
povazuje spiSe za protektivni systém, jehoz aktivace vede k bunééné ochrané. Systém
NO/NOS je pii nizké aktivaci také povazovan za protektivni, pfi hyperaktivaci naopak
vlivem toxickych nitrosylovych radikalt vykazuje vice toxické vlastnosti [17, 18, 19].
Vlastnosti téchto systémti mohou byt kompenzovany bud’ mezi sebou navzajem, tedy,
ze toxicita systému NO/NOS muze byt intracelularné kompenzovéana protektivnimi
vlastnostmi systému CO/HO, nebo se to déje jinymi mechanismy v buiice napf.
antioxida¢nimi systémy. Navic existuje pfedpoklad, Zze mezi témito systémy funguje
urity vzajemny vztah, ktery je vSak velmi nejednotny a rozporuplny. Bylo napf.
publikovano, Ze CO potencuje aktivitu NOS/NO systému [20], ale i inhibuje [21] napf.
potlacovanim exprese NOS [22]. Z opa¢ného hlediska také NO potencuje aktivitu
HO/CO systému [23], ale také inhibuje [24].

3. Material a metodika

A. Materidl 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 urené pro aplikaci zvifatim byly vzdy v minimaln€¢ 95%ni Cistoté
s vyjimkou kurkuminu, ktery byl v 80,1%ni Cistoté (zbytek tvofily kurkuminoidy —
demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin). Kalibra¢ni 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 genti byly ziskany od
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firmy Applied Biosystems, Praha. Kit na izolaci celkové RNA byl zakoupen od
spole¢nosti Bio-Consult Laboratoires, Praha. Kity pro méfeni ALT, AST, bilirubinu a
mocoviny byly ziskany od firny Biocon Diagnostik, Vohl-Marienhagen Némecko.

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

Po odebrani stanoveného mnozstvi zivych bunék ¢i tkdn€ a izolovani celkové
RNA byl realizovan ptepis 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.

Vlastni exprese geni pro HO-1 a NOS-2 byla vyhodnocena z vysledkt
polymerazové fetézcové reakce s cDNA provadéné v realném case (RT-PCR)
syst¢émem ABI PRISM 7900. Celkem se vyhodnocovaly ¢tyfi geny — pro HO-1, NOS-
2 jako cilené zkoumané geny a dale beta-2-mikroglobulin a beta-aktin jako endogenni
kontroly (housekeepingové geny), které pii pokusech vykazovaly vysokou stabilitu ve
své genové expresi [25, 26].

C. Méieni biochemickych parametru tykajicich se NOS/NO systému

Piimé méreni extracelularniho NO,

Mnozstvi iontd NO,” — hlavniho stabilniho produktu po oxidaci NO — v mediu
tkanovych kultur nebo bioreaktoru byla po pfevedeni na barevnou diazoniovou sul
méfena spektrofotometricky pii 540nm na mikrodesticce. lonty NOj’, které také mohly
v pribéhu pokusu zNO vznikat, byly pfed vlastnim stanovenim pievedeny
nitratreduktazou na NO,". K diazotaéni reakci bylo pouzito Griessovo ¢inidlo. Hodnoty
absorbanci byly porovnavany se standardni kalibra¢ni kiivkou NaNO,.

Dle naSich zkuSenosti mnozstvi NO, iontt, které vznikly redukci z NOj’
nepfesahovalo zpravidla vice nez 5 %.

D. Méreni biochemickych parametrii tykajicich se HO/CO systému

Méi‘eni CO pomoci plynové chromatografie s UV detekei

Plynova chromatografie s UV detekci umoznuje vyuzit méfeni CO jednak pro
stanoveni mnozstvi CO v jaterni tkani a dale pro stanoveni hemoxygenazy, kdy po
pridani definovaného mnozstvi hemu vytvofeny CO odrazi jeji aktivitu. Princip
detekce CO na konci chromatografické kolony je zalozen na jeho pfirozenych
redukénich vlastnostech. Dochazi zde kredukci oxidu rtutnatého (HgO) na
elementarni rtut’ (Hg), jejiz pary jsou detekovany v UV spektru.

Aktivita HO byla vyjadifena v jednotkach pmolCO/hod/mg celkové bilkoviny
a tkanové mnozstvi CO bylo vyjadieno v pmolCO/mg celkové bilkoviny.

Tato metoda je do detailii popsana v samostatné publikaci [27].



Méfeni bilirubinu/biliverdinu jako vedlejsiho produktu syntézy CO

Bilirubin 1ze meéfit specifickym kitem zalozenym na principu daném
nasledujici diazotacni reakci, biliverdin se pifimo (napf. ELISA kitem) vétSinou
nemé¢fi, ale nechd se zredukovat biliverdin reduktdzou a pak se méfi vysledny produkt
bilirubin, nebo ho lze stanovit ekvimolarnim vypodtem ze spotieby
biliverdinreduktazy [28].

E. Méreni biochemickych parametrii viability/poSkozeni hepatocytii

Méfeni ALT

Koncentrace ALT v médiu byla méfena specifickym diagnostickym kitem za
dodrzeni instrukci vyrobce.
Princip metody vyuziva pfirozené vlastnosti tohoto enzymu. Necha se probéhnout
reakce:

2-oxoglutarat + L-alanin —2-— 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.

Meéfeni mocoviny

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

Urea je hydrolyzovana v pfitomnosti ureazy za souc¢asného vzniku amoniaku
a oxidu uhli¢itého:

urea + H,0 + 2 H" »>¥®2_, > NH," + CO,
Na ni navazuje standardizovana reakce katalyzovana glutamatdehydrogenazou:

2 NH4" + 2 NADH + 2-oxoglutarat -5 H,0 + 2 NAD" + glutamat
Potom se méfi UV spektrofotometricky tibytek NADH, ktery odpovida koncentraci
urey.

Méreni alfa GST

M¢éfeni 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.

F. Hodnoceni bunécné morfologie hepatocytii

Po promyti bunék studenym PBS a stabilizaci ve 4% paraformaldehydu byly
hepatocyty pozorovany z morfologického hlediska a pro studium apoptdzy
imunohistochemicky barveny pouzitim Annexin-V/propidium jodidu. K detekci byl
pouzit fluorescencni mikroskop. Pouzitim této metody bylo mozné hodnotit pomér
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apoptotické popf. nekrotické bunécné populace po 24 hodinové a 48 hodinové
kultivaci. Apoptotické hepatocyty vykazovaly zelenou fluorescenci diky vazbé
Annexinu V na fosfatidylserinové zbytky na povrchu bunééné membrany. Propidium
jodid, ktery poskytoval ¢ervenou fluorescenci, se vazal na DNA vsech fixovanych
bunék. Pro lepsi rozliSeni a jeho kontrolu byla ¢ast fixovanych hepatocytii oznacena
toluidinovou modii.

G. Metody méieni parametrii lipoperoxidace a antioxidaéni kapacity

Pfimé meéfeni je obtizné vzhledem ke kratkému polocasu volnych radikald.
Stanovuji se latky vzniklé jejich pisobenim [29]. Pouzivali jsme vybranych nékolik
metod, které jsou popsany detailnéji v této kapitole.

Stanoveni malonyldialdehydu (resp. TBARS)

Malonyldialdehyd reaguje s deoxyadenosinem a deoxyguanosinem v DNA a
tvofi s nimi DNA adukty. Stanoveni malonyldialdehydu (MDA) lze uskute¢nit
spektrofotometricky, nebot” po reakci s thiobarbituratem se tvofi barevny komplex
[30]. Stanoveni ma sva omezeni, nebot’ reakce neni zcela specificka, reaguji téz jiné
latky napf. bilirubin nebo volna DNA. Vysledky byly vyjadfeny v jednotkach nmol/ml
pro plazmatické vzorky a nmol/mg celkové bilkoviny u homogenatovych vzorku.

Stanoveni konjugovanych dient (CD)

Metodika stanovovani konjugovanych dientt byla pievzata zjiz diive
publikovaného ¢lanku [31]. Princip stanoveni spociva v tom, Ze konjugované dieny,
izolované z jaterniho homogenatu nebo plazmy byly méteny spektrofotometricky pii
vinové délce 233nm. Vysledky byly vyjadfeny v nmol/ml (plazmatické vzorky) a
nmol/mg celkové bilkoviny.

Stanoveni antioxida¢niho enzymu — katalazy (CAT)

Stanoveni katalazy bylo realizovano pomoci spektrofotometrické analyzy.
Metoda je zalozena na meéfeni poklesu absorbance pifi Stépeni peroxidu vodiku
katalazou, pficemz peroxid vodiku nasledné reaguje s molybdenanem amonnym
v kyselém prosttedi za vzniku barevného komplexu [32]. Mnozstvi katalazy bylo
vyjadfeno v umol/ml u plazmatickych vzorkt a pmol/mg celkové bilkoviny.

Stanoveni antioxida¢niho substratu — hepatocytarniho redukovaného glutathionu
(GSH)

Metodika stanoveni spociva ve spektrofotometricky stanovitelné reakci mezi
volnymi SH skupinami a kyselinou 5,5’-dithio-2-nitrobenzoovou (DTNB) [33].
Stanoveni GSH mé sva omezeni (vysoka vaznost na albumin a dlouhy polocas).
Vysledky byly vyjadieny v umol/mg celkové bilkoviny.
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H. Statistické zpracovani vysledkii

Vsechny experimenty byly provadény skupinové. Pét vysledki v jednom
souboru byl minimalni pocet zvitat nebo in vitro modeld. Pokazdé bylo uéinéno jedno
nezévislé mefeni pro kazdy parametr pro kazdé zvife nebo model. Predpokladalo se
normalni rozdé€leni v§ech méfenych ndhodnych velicin.

Vsechny vysledky byly hodnoceny porovnavanim s negativni kontrolou
(placebo skupina) nebo pozitivni kontrolou (lé€end/inkubovana skupina). K tomuto
hodnoceni byla pouzivana analyza rozptylu (ANOVA) s jednoduchym tiidénim (one-
way analysis of variance) snaslednym mnohonasobnym porovnavanim pomoci
Bonferroniho nebo Tukey-Kramerova testu.

Vysledky se standardné vyjadfovaly ve formatu vybérovy prumér + 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 1:

p=<0,05 p=<0,01 p <0,001
porovnani viici - o -
negativni kontrole
porovnani vucl # H# "
pozitivni kontrole

Tabulka 1: Znacky pro oznacovani jednotlivych p-hodnot

K vyhodnoceni statistickych vysledkt byl pouzivan licen¢ni fakultni software

Mo

4. PouZzité latky a experimentalni modely

A. Zviiata

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

Veskera péCe o zvitata probihala dle pfislusnych standardnich postupti
stejnych pro celou 1. lékafskou fakultu Univerzity Karlovy v Praze, schvélenych
Fakultni etickou komisi, a to vzdy ndlezit¢ kvalifikovanym personalem. O vSech
pracovnich postupech vcetné usmrcovani zvifat byly vedeny protokoly, které byly
Vv souladu se v§emi pokyny.
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B. Izolace potkanich hepatocytii

Pfed vyjmutim jater z téla potkana byla provedena heparinizace krve ve vena
cava, nasledné byla jatra perfundovana specifickym pufrem nékolik minut. Poté byly
hepatocyty izolovany za pouziti standardni dvoufazové kolagendzové perfuzni
metody, pii které doSlo krozvolnéni mezibunéénych spoji v jaterni tkani. Po
nékolikandsobném opatrném preciSténi pomoci centrifugy byla ziskdna suspenze
hepatocyttl, ve které bylo teprve mozno stanovit pomoci Biirkerovy komurky celkovy
pocet bun¢k v 1 ml homogenni suspenze. Déle byla po expozici malého vzorku bun¢k
roztoku trypanové modfi spocitdna celkova Zzivotnost bun¢k v suspenzi vyjadiena
Vv procentech. Pocital se pomér obarvenych (resp. mrtvych) bunék k celkovému poctu
v8ech [34]. Pro nasledny pokus byla pouzita vzdy jen ta suspenze, jejiz buiky
dosahovaly zivotnosti nad 85 %.

C. Bioreaktor
Model hepatocytarniho bioreaktoru pouzivany na nasem pracovisti je
schematicky zndzornén na obrazku 1 a byl podrobné popsin v samostatné publikaci
[35]. Zaklad bioreaktoru tvoti 1,8%ni roztok agar6zy, ktera je schopna gelace pii nizké
teploté cca 35— 39°C a tvofi vlakna, vhodna pro usazeni izolovanych hepatocyti.

<+—Silikonové potrubi

(\ +PryZova zatka
3 ) Vymeénik
tepla
|Pumpa 2 Perforovany
S_— .+ Vystupni teflonovy pist
e filer
_,( i - Perfuzni
Perfuzni médium
médium iu Tfa_l I é
zolované
o hepatocyty
na agarézovych
Termos.tat Vstupni ™ vidknech
o .
LI filtr
Okysli¢ovani —-v—---—~--—v Vtok

Smés plynu

Obrazek 1: Schéma bioreaktoru

D. Vybrané hepatotoxicitni modely

Z velkého mnozstvi pouzivanych hepatotoxickych latek, které jsou vyuzivany
k modelovani né€kterych patofyziologickych ¢i toxikologickych stavi, jsem vybral
pouze tfi, které jsme pouzivali ve své vyzkumné praci. Jsou to D-galaktosamin, tert-
butylhydroperoxid a lipopolysacharid, pfipadné jejich kombinace.

Pro in vitro studii na bioreaktoru byl vybran tert-butylhydroperoxid
v koncentraci 1 mM v perfuzatu jako model poskozeni peroxidovymi radikaly. Ve
vSech naSich pokusech in vivo byly pro toxicky inzult pouzity kombinace
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lipopolysacharidu a D-galaktosaminu pro jejich synergismus na navozeni akutniho
hepatocelularniho poskozeni, které je analogické napt. fulminantni virové hepatitidé ¢i
nékterym polékovym poskozenim. Pro in vivo studii s resveratrolem byla vybrana i.p.
fixn{ kombinace LPS/D-GalN v poméru 0,5 pg/kg LPS a 800 mg/kg D-GalN a pro in
vivo studii s kurkuminem byla vybrana fixni kombinace LPS/D-GalN v poméru 10
pg/kg a 400 mg/kg D-GalN.

E. Vybrané latky s protektivnimi tiéinky na hepatocyty
V nasich studiich jsme pouzivali celkem tii latky — resveratrol, kurkumin a silymarin.
Resveratrol in vitro v bioreaktoru byl postupné zkou$en v koncentracich 1, 5, 10, 15 a
20 pM. U silymarinu se tamtéz zkousely koncentrace 50, 100, 250, 500 a 1000 pM.
Resveratrol byl podavan i.p. v davce 2,3 mg/kg v in vivo studii na potkanim toxicitnim
modelu LPS/D-GalN v poméru 0,5 pg/kg LPS a 800 mg/kg D-GalN. Kurkumin byl
podavan i.p. v davce 100 mg/kg v in vivo studii na potkanim toxicitnim modelu
LPS/D-GalN v poméru 10 pg/kg LPS a 400 mg/kg D-GalN.

5. Vysledky

A. Preinkubace resveratrolem a silymarinem na modelu poskozeni kyslikovymi
radikdly: bioreaktor s izolovanymi primdrnimi hepatocyty

Biochemické vysledky

Po inkubaci primarnich hepatocyti s tert-butylhydroperoxidem se zvysilo
mnozstvi uvolnéného ALT na trojnasobek, jak znazorfiuje obrazek 2. Samotné
predléceni resveratrolem nijak produkci ALT neovlivnilo, ale tficetiminutova inkubace
primarnich hepatocytt s resveratrolem i se silymarinem, ktera pfedchazela toxickému
Soku, statisticky vyznamné sniZila uvoliiovani ALT z buné€k do perfuzatu. Obrazek 3
naznacuje velmi podobnou situaci tykajici se tvorby NO, kterou odrazi tvorba
dusitand. Jak resveratrolova tak 1 silymarinova preinkubace snizily tert-
butylhydroperoxidem indukovanou tvorbu NO (P < 0.01). Ponékud opa¢na situace
byla pozorovana u meéfeni mocoviny v perfuzatu, kterd charakterizovala bunécnou
funkceschopnost. Zde predléceni resveratrolem samotné i pied toxickym Sokem
dominovalo nad ostatnimi. U modelu, které byly exponovany tBH byl naznacen pokles
Vtvorbé mocoviny, avSak tento nebyl statisticky vyznamny. U modeli
s resveratrolovou premedikaci bylo pozorovano statisticky vyznamné sniZeni tohoto
ukazatele (P < 0.05). Vysledky u silymarinové pfedinkubace byly velmi rozkolisané a
rovnéz statisticky nevyznamné.

Vysledky real time-PCR

U vsech RT-PCR méfeni byl jako vnitini kontrolni gen pouzit beta-2-
mikroglobulin, nékdy téz zkracovan jako beta-globin.

Z obrazku 4 je ziejmé, jak velky vliv mél oxidacni stres vyvolany tBH na
indukci tvorby NOS-2 na urovni genové exprese, kterd byla cca sedmindsobna
V porovnani s kontrolnimi hepatocyty. Tento nalez koreluje i s biochemickym nalezem
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(viz obr. 3). Preinkubace s resveratrolem i silymarinem méla statisticky velmi
vyznamny vliv na snizeni tBH indukované exprese. Vliv tBH s resveratrolovou a
silymarinovou preinkubaci na expresi mRNA pro HO-1 je zndzornén na obrazku 6.
Samotny tBH zvysil expresi mRNA tohoto genu zhruba tiikrat, zatimco preinkubace
resveratrolem i silymarinem dokazala tuto indukovanou expresi velmi potlacit az na
uroven kontrolni skupiny. Samotna inkubace hepatocyta s resveratrolem expresi HO-1
ani NOS-2 statisticky vyznamné neovlivnila.

Histologické nalezy

Priméarni hepatocyty neovlivnéné zadnou latkou (obr. 5A), kultivované
Vv bioreaktoru na agardzovych vlaknech, vykazovaly typické strukturdlni znaky jako
hepatocyty v piirozené struktuie jater. Hepatocyty vystavené resveratrolové inkubaci
(obr. 5B) vypadaly velmi podobné jako kontrolni hepatocyty, jejich cytologicka
struktura vypadala vice zachovala, tudiz byla pod mikroskopem patrnéjsi a vyrazngjsi.

Inkubace hepatocytil v prostfedi tBH byla spojena se zasadni zménou vnitini
bunééné stavby (obr. 5C). Hlavnim znakem bylo nahromadéni organel velmi blizko
sebe doprostied bunék za soucasného vytvoteni cytoplazmového lemu na okrajich, coz
je pravdépodobné disledek kolapsu cytoskeletu, ktery se stal cilem ptisobeni tBH.

Preinkubace hepatocyti exponovanych vi¢i tBH resveratrolem (RES) byla

charakterizovana histologicky detekovanym cytoprotektivnimi u¢inkem (obr. 5D). U
cca 60 % prezivsich bunék byly nalezeny identické znaky jako ty, které byly popsany
u kontrolnich hepatocyti. VSechny pozorované builky vykazovaly oproti pozitivni
kontrole vyrazné 1épe zachovalou strukturu cytoskeletu.

MnoZstvi alaninaminotransferazy (ALT) v perfuzatu

300

250 _L

200 A #

150 A

ALT (1U/l)

##
100 A

50 1

KO RES tBH RES+tBH SM+tBH

Obrazek 2: Viiv premedikace resveratrolem a silymarinem na uvolnéni ALT do
perfuzatu
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Obrazek 3: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na tvorbu NO resp.
dusitanii

Genova exprese NOS-2
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tBH RES+tBH SM+tBH

% genové exprese vyjadiené v mnoZstvi mRNA
vztazené viidi beta-2-mikroglobulinu

Obrazek 4: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na expresi genu pro NOS-2

Legenda k obrazkim 2,3,4 a 6 (grafiim):

KO cisté médium — negativni kontrola, RES resveratrol 10 uM, tBH tert-
butylhydroperoxid 1 mM — pozitivai kontrola, SM silymarin 500 uM, ***** statisticky
vWznamné viici kontrole (p < 0,01; p < 0,001), "™ statisticky viznamné viici tBH (p
<0,05;, p<0,01; p<0,001); Priimer + SEM, n = 9-18.
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Obrizek 5: Ucinek petzhodznove inkubace zmobzlzzovanych zzolovanych primadrnich
potkanich hepatocytii s riiznymi latkami.:
A/ Kontrolni hepatocyty (negativni kontrola, bez pritomnosti ldtek, pouze perfuzni
médium)
B/ Hepatocyty vystavené inkubaci s resveratrolem (10 uM)
C/ Hepatocyty vystavené inkubaci s tert-butylhydroperoxidem (1 mM)
D/ Hepatocyty vystavené inkubaci s resveratrolem 30 minut pies toxickym inzultem
tert-butylhydroperoxidu a behem néj
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Obrazek 6: Vliv premedikace resveratrolem a silymarinem na expresi genu pro HO-1

B. Premedikace resveratrolem na modelu fulminantni hepatitidy navozené
kombinaci lipopolysacharidu a D-galaktosaminu: in vivo studie na
potkanim modelu

Biochemické vysledky

Piedléceni intraperitonealné podanym resveratrolem 2,3 mg/kg pred toxickym
narazem statisticky vyznamné snizilo plazmatickou koncentraci ALT (obr.7), AST i a-
GST oproti pozitivni kontrole (samotny LPS+D-GalN). Podobna situace byla
pozorovana i u snizeni plazmatické hladiny bilirubinu oproti pozitivni kontrole, u které
bylo zaznamenano cca dvojnasobné zvyseni. I pfesto, ze zde byl rozdil statisticky
vyznamny, nebyl tak markantni jako u transferaz (obr. 8). Obrazek 9 znazoriuje
dvojnasobné, statisticky vyznamné zvySeni produkce nitrati v plazmé 24 hodin po
aplikaci LPS/D-GalN. Kombinace LPS/D-GalN zpusobila zvySeni lipoperoxidace
(Tabulka 2), u TBARS doslo ke zvyseni jak u plazmatickych tak (se statistickou
vyznamnosti) i u homogenatovych vzorka (p < 0,05). Pfi méfeni konjugovanych diend
byl také zaznamenan zvysujici se trend. Rovnéz plasmaticka hladina katalazy byla
zvysena. Velmi zajimavy G¢inek na lipoperoxidaci vykazal RES podany jako samotny;
24 hodin po jeho podani doSlo ke statisticky vyznamnému snizeni plazmatickych
TBARS i konjugovanych dientl. Zaroven vSak doslo i ke snizeni mnozstvi plazmatické
katalazy. Predléceni resveratrolem vedlo k signifikantnimu nartistu plazmatické
katalazy a poklesu TBARS a CD (p<0,05). Laboratorni vysetfeni redukovaného
glutathionu neukazalo zadné signifikantni nalezy.

Vysledky real time PCR
Ucinek resveratrolového predléceni na genovou expresi mRNA pro geny
inducibilnich enzymt NOS-2 a HO-1 je zndzornén na obrazkach 10 a 11. Podani
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kombinace LPS/D-GalN zpisobilo vice nez stosedmdesatinasobné zvyseni exprese
NOS-2 oproti negativni kontrole. Resveratrolové predléceni dokazalo tento indukéni
efekt vyrazné snizit cca o Ctyfi pétiny. Co se tyce exprese HO-1, expozice kombinaci
LPS/D-GalN vyvolala trojnasobné zvyseni, zatimco expozice kombinaci RES+LPS/D-
GalN zpusobila 2,5nasobné zvyseni oproti kontrolni skupiné. Pfesto tento rozdil byl
statisticky vyznamny (p< 0,01).

Histologické nalezy

Imunohistochemicka analyza (obrazek zobrazen pouze v dizertaéni praci),
provadeéna u vSech skupin, prokéazala cytoprotektivni efekt RES hepatocytt z cerstvych
biopsii, které byly odebrany po 24hodinovém experimentu z potkanti skupiny
RES+LPS/D-GaIN. Zatimco aplikace samotného resveratrolu se na zménach
mikroskopického obrazu jaternich lalickt vyraznéji neprojevila, tak resveratrol podan
v premedikaci k LPS/D-GalN snizil pocet bunék s apoptoticko-nekrotickymi znaky a
snizil i pocet poskozenych bunék. 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 nalez drobnych inkluzi a lipidovych kapének.
Celkova velikost inkluzi byla u resveratrolem premedikované skupiny v pruméru
1,5nasobné mensi oproti pozitivni kontrole (LPS/D-GalN).

Plazmaticka koncentrace ALT po 24 hodinach
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Obrazek T: Vliv resveratrolové premedikace u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na plazmatické koncentrace ALT
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Plazmaticka koncentrace bilirubinu po 24 hodinach
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Obrazek 8: Viiv resveratrolové premedikace u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na plazmatické koncentrace celkového bilirubinu

Plazmaticka koncentrace NO po 24 hodinach
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Obrazek 9: Viiv resveratrolové premedikace u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na plazmatické koncentrace NO,

Legenda k obrdzkim 7-11 a tabulce 2:

(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-GalIN skupina predlécend injekci resveratrolu 2,3mg/kg a
ndsledné vystavend i.p. injekci kombinace LPS sD-GalN; *** ***statisticky
vznamné vici kontrole (p < 0,05, p < 0,01 a p < 0,001), ", * ###statisticky vyznamné

vici LPS/D-GalN (p < 0,05, p <0,01 ap <0,001),; Primér i SEM, n = 8-16.)
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MERENY MARKER

TBARS CD CAT GSH
plazma nmol/ml nmol/ml pmol/ml -
jednotky homogendat nmol/mg prot. | nmol/mg prot. | umol/mg prot. umol/mg
prot.
KONTROLA
- plazma 1575433 323440 772 -
- homogenat 298+2.6 114+2,3 - 438+100
RES
- plazma 1286+£33*** 50+2,7%** 54+1,3%** -
- homogenat 297+8,3 20+£3,3** - 484447
LPS/D-GalN
- plazma 1720473 360+50 1373 %% -
- homogenat 3384 30+£5%* - 361+60
RES+LPS/D-GalN
- plazma 1237+34" 160+26,7"% 155+0,3" -
- homogenat 328+4 39+5 - 300+45

Tabulka 2: Viiv resveratrolové premedikace u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na koncentrace TBARS (reaktivni substance kyseliny thiobarbiturové),
CD (konjugovanych dienit), CAT (katalazy) a GSH (redukovaného glutathionu)
V plazmé nebo jaternim homogendtu,

22000

Genova exprese NOS-2

17600 -

13200 -

8800 -

4400 -

% genové exprese vyjadiené v mnoZstvi mRNA
vztaZené viii beta-2-mikroglobulinu

Hit

B

KONTROLA

T
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LPS/D-GalN

RES+LPS/D-
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Obrazek 10: Vliv resveratrolové premedikace u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na genovou expresi NOS-2
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Obrazek 11.: Viiv resveratrolové premedikace u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na genovou expresi HO-1

C. Premedikace kurkuminem na modelu fulminantni hepatitidy navozené
kombinaci lipopolysacharidu a d-galaktosaminu: in vivo studie na
potkanim modelu
VIiv na jaterni funkce

Jaterni funkce byly monitorovany podle plazmatické koncentrace bilirubinu a
dvou zéakladnich jaternich enzymi — transaminaz ALT a AST (Tabulka 3). Statisticky
vyznamné zvyseni jaternich transaminaz, odrazejici t€z$i hepatocelularni poskozeni,
bylo pozorovano u pozitivni kontroly LPS/D-GalN. Ptedléceni kurkuminem vsak
vedlo ve srovnani s pozitivni kontrolou k vyznamnému poklesu koncentraci obou
transaminaz, zatimco koncentrace bilirubinu u této skupiny jesté vice stoupla.

MERENY ALT AST BILIRUBIN
MARKER
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 3: Viiv premedikace kurkuminem u hepatotoxického posSkozeni kombinaci
LPS/D-GalN na koncentrace ALT, AST a bilirubinu v plazmée
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Vliv na aktivitu HO, expresi HO-1 a celkové tkanové mnozstvi CO

Paradoxni vztah mezi klesajicimi plazmatickymi koncentracemi transamindz
a vzrustajici hladinou celkového bilirubinu (tabulka 3) nas vedl k zacileni se na jaterni
systém HO-1/CO. Byla méfena genova exprese jaterni HO-1, verifikovana méfenim
jeji realné aktivity a stanovenim celkového mnozstvi tkanového CO. VSechna tfi
méfeni potvrdila, Ze vysoka koncentrace plazmatického bilirubinu neni ndhodna a ze
souvisi se zvySenou aktivitou inducibilni jaterni hemoxygenazy HO-1. Ve skupiné
pozitivné-kontrolni (LPS/D-GalN) doslo ke statisticky vyznamnému pétinasobnému
zvySeni genové exprese HO-1 (p < 0,05). OvSem ve skupiné s toxickym inzultem
predlécené kurkuminem doslo dokonce ke 12ti nasobnému zvySeni genové exprese
HO-1 oproti negativni kontrole (p<0.001, Obr. 12). Velmi podobny trend, av$ak ne tak
vyrazny, byl pozorovan pii méfeni aktivity hemoxygenazy (Obr. 13) v hepatocytech.
Tento nalez koreloval nejen s genovou expresi, ale i s biochemickym nalezem
bilirubinu. Pfekvapivé, tkanovy oxid uhelnaty, dal$i produkt hemoxygenazy, byl
statisticky vyznamné 2,5nasobné zvySeny u pozitivni kontroly (p<0.01), ale ne u
skupiny ptedlécené kurkuminem (KUR+LPS/D-GalN).

Genova exprese HO-1
1600% 1

i
1400%

1200% [

1000% A

800% + *

600% -

400% +

200% 1

0% T T T 1
KONTROLA  LPS/D-GalN KUR KUR+LPS/D-
GalN
Obrdazek 12: Vliv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na genovou expresi HO-1

% genové exprese vyjadiené v mnoZstvi mRNA
vztazené viadi beta-2-mikroglobulinu

Protoze oxid uhelnaty (CO) neni jenom produktem katabolické drahy hemu,
ale také produktem lipoperoxidace, metili jsme dale markery lipoperoxidace a
oxidativniho stresu spolu se systémem NOS-2/NO.

Vliv na lipoperoxidaci, aktivitu enzymu oxidativniho stresu a aktivaci NOS-2/NO
systému

Vzestup lipoperoxidace, na ktery poukazuje 3,5nasobné zvyseni koncentrace
konjugovanych dient oproti negativni kontrole, byl se statistickou vyznamnosti
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Aktivita hemoxygenaz v jatrech
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Obrdzek 13: Viiv 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)

prokazan u skupiny s kombinaci LPS/D-GalN (p<0.001; Tabulka 4). Kurkumin
v premedikaci tento vzestup statisticky vyznamné snizil na uroven 1,6nasobku
negativni kontroly. Zajimavé bylo, Ze koncentrace katalazy, hlavniho ukazatele
oxidaéniho stavu celého organismu, byla statisticky vyznamné zvysena (2,4nasobek,
p<0,001) u pozitivni kontroly (LPS/D-GalN) a u skupiny navic predléCené
kurkuminem (3nasobek, p<0,05) tento trend jesté vzrostl, coz bylo podobné situaci u
celkového bilirubinu.

Navic pfi méfeni NO (Obr. 14) bylo zjisténo, ze ve skupiné¢ LPS/D-GalN byla
nejvyssi produkce NO ve srovnani s kontrolou. Kurkumin v premedikaci pfed LPS/D-
GalN dokazal 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. 15). U skupiny LPS/D-GaIN doslo ke
240nasobnému zvyseni (p<0,001), zatimco podani kurkuminu vedlo k téméf Snasobné
redukci exprese (p <0,01).

Legenda k obrdzkiim 12 — 15 a tabulce 3:

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 predlécena injekci kurkuminu 100 mg/kg a
ndsledné vystavend i.p. injekci kombinace LPS s D-GalN; ****** gtatisticky
vyznamné vuci kontrole (p < 0,05, p < 0,01 a p <0,001); #, ##, ###statislicky vyznamné
viici LPS/D-GalN (p < 0,05, p <0,01 ap <0,001); Priimér £ SEM, n = 7.
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Plazmaticka koncentrace NO po 24 hodinach
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Obrazek 14: Viiv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na plazmatické koncentrace NOy
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Obrazek 15: VIiv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poskozeni kombinaci
LPS/D-GalN na genovou expresi NOS-2

MERENY MARKER CAT CD
. plazma umol/ml -
Jednotky homogendt - nmol/mg prot.
KONTROLA
- plazma 55,43+6,45 -
- homogenat - 2,19+0,37
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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 - 3,43+0,60"

Tabulka 4: Viiv premedikace kurkuminem u hepatotoxického poSkozeni kombinaci

LPS/D-GalN na koncentrace katalazy (CAT) v plazmé a konjugovanych dienii (CD) v
Jaternim homogendtu

6. Diskuze

Existuje fada latek pfirodniho piivodu, u kterych se popisuji rizné biologické
¢i farmakologické vlastnosti. Mechanismus G¢inku mnoha latek vSak zistava velmi
Casto neobjasnén, a pokud jsou tyto latky pouzivané v humanni mediciné, pak Casto
pouze na zaklad¢ literarnich dat a klinické zkuSenosti. Epidemiologické studie
poukazuji i na fadu téchto latek, které bézné uzivame napf. v potrave.

Prvnim cilem mé prace bylo experimentalné sledovat vzajemny vztah
systtmi HO/CO a NOS/NO v prostfedi hepatotoxickych latek in vitro v
izolovanych primarnich potkanich hepatocytech a in vivo na potkanim modelu. Jak jiz
bylo popsano v kapitole ,5. Vysledky“, u vSech tfi nami pouzivanych toxicitnich
modelti jsme nalezli paralelni statisticky vyznamny indukéni efekt na oba nami
studované systémy — NOS-2/NO i HO-1/CO.

Ruznorody vztah mezi systémy CO/HO-1 a NO/NOS-2 je popisovan
v nékolika pfedchozich pracich [9, 20-24, 36]. Kdyz se vSak zaméfime na nami
nalezenou paralelni aktivaci systémi HO-1/CO a NO/NQOS-2, pak lze nase vysledky
konfrontovat pouze s nékolika pracemi [37, 38]. Hyperaktivace NOS-2/NO systému je
povazovana spise za proapoptotickou a buiky poskozujici (spolu s dal§imi mediatory
zanétu). Naopak aktivace systému HO-1/CO pii toxickém Soku ma uréity defenzivni
ucel. Nékdy je dokonce vzdjemna hyperaktivace nutna pro udrzeni homeostazy tkané
nebo organu [39]. V piipadé€ nasich experimentd jsme tedy dosli k zavéru, ze aktivace
HO-1/CO systému je jednou z defenzivnich slozek buiiky pfi obrané ptred toxickym
Sokem LPS/D-GalN, jehoz mechanismus pulsobeni je zavisly mimo jiné i na
hyperaktivaci NOS-2/NO systému. Ptikladnym vysvétlenim toho, Ze mize byt jeden
systém zavisly na druhém, je tvorba nitrosylovaného cyklického nukleotidu 8-
nitroguanosin 3',5'-cyklického monofosfatu (8-nitro-cGMP), ktery je vyznamnym
induktorem systému HO-1/CO [40]. Navic, pokud predpokladame, Zze se mRNA
kédujici tyto dva enzymy v prubehu naseho pétihodinového experimentu kumulovala
Vv bunkach se stejnou intenzitou, pak 1ze usuzovat, ze systém NO/NOS-2 byl aktivovan
Casnéji. Z toho lze dale predpokladat, Zze ¢asna hyperaktivace systému NO/NOS-2
mohla byt, tak jak se b&Zné popisuje v literature [41, 42], jednim ze spoustécu
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a aktivatord systétmu CO/HO-1, ktery mél pfi tomto typu toxického poskozeni
defenzivni tlohu.

Druhym cilem mé prace bylo hodnotit cytoprotektivni i€inek vybranych latek
na poskozené potkani hepatocyty a zkoumat zavislost tohoto efektu na zménach
v parametrech cytotoxicity/cytoprotektivity, antioxidacnich parametrech, genové
expresi mRNA u vybranych geni a na zménach v histologického stavu
bunék/tkani/organt. V prvnich dvou mych publikacich byl hodnocen cytoprotektivni
udinek resveratrolu in vitro a in vivo a v dalsi publikaci pak efekt kurkuminu in vivo na
vySe zminovanych toxicitnich modelech.

Stejné jako ve studii in vitro, tak i in vivo vykazaly latky resveratrol,
silymarin a kurkumin silny hepatoprotektivni efekt pti pouziti proti tBH a LPS/D-
GalN stimulované jaterni toxicité. Tento G¢inek byl prokdzany imunohistochemicky
a/nebo biochemicky, byl spojeny s inhibi¢nim ucinkem na systém NOS-2/NO, ktery
na zaklad¢ literarnich dat miizeme velmi dobfe vysvétlit. Nicméné jednotny vliv na
systém HO-1/CO z nasich experimentl jednoznaéné neplyne. Nelze tudiz ani s jistotou
prokazat, Ze hepatoprotektivni u¢inek resveratrolu je pfimo zavisly na inhibici/indukci
HO-1/CO systému. Mlzeme prozatim pouze diskutovat (viz celd fada mechanismi
uvedena v dizerta¢ni praci), zda tento systém byl inhibovan ve spojeni se systémem
NOS-2/NO [43 - 46]. Budou nutné dals$i studie s pouzitim inhibitora a induktori HO-1
a NOS-2, aby mohly byt u¢inény jasnéjsi zavéry. A je potieba dalSich studii predevsim
proto, aby byl dobfe prozkouman hlavni farmakodynamicky ucinek resveratrolu i
kurkuminu v organismu, protoZe tyto polyfenolické latky skytaji slibny potencial pro
klinické vyuziti. Vyzkum téchto latek ma smysl i proto, Ze jsou ve velkém méfitku
spotfebovavany lidskou populaci v béznych potravinach i potravinovych doplicich.

7. Zavéry

Na preklinické Grovni byl prokazan na zaklad¢é biochemickych, molekularné-
biologickych a imunohistochemickych metod protektivni vliv resveratrolu, kurkuminu
i silymarinu na jaterni funkce.

1) V sérii experimentd na in vitro modelu perfuzniho bioreaktoru byl
studovan G¢inek resveratrolu i silymarinu na systémy NOS-2/NO a HO-1/CO, k ¢emuz
byly soucasné hodnoceny biochemické parametry a histologie hepatocytd (publikace
[.). Vtéto studii byl hepatoprotektivni udinek resveratrolu zkoumdn na modelu
poskozeni peroxidovymi radikaly (tert-butylhydroperoxid 1 mmol/l = tBH) a byl
porovnavan s ucinkem klinicky pouzivaného silymarinu na témze modelu. V
pétihodinovych experimentech na perfuznim bioreaktoru s imobilizovanymi
primarnimi hepatocyty byl jednoznacné prokédzan signifikantni cytoprotektivni vliv
resveratrolu v koncentraci 10 pmol/l, stejné jako jeho komparatoru silymarinu
v koncentraci 500 umol/1.

Jako novy a v literatufe dosud nepopsany byl nalez paralelni indukce genové
exprese pro geny HO-1 a NOS-2 po inkubaci s tBH, pficemz genova exprese NOS-2 v
procentudlnim srovnani dominovala nad genovou expresi HO-1. Po preinkubaci
s cytoprotektivnimi latkami nasledoval naopak paralelni pokles aktivity obou téchto

26



enzymil. Z histologického pohledu bylo mozno uzavfit, Ze resveratrol zabrénil
destrukci cytoskeletu a ptisobil antiapoptoticky.

2) Na zaklad¢ predchozich vysledkli experimentalni studie in vitro, byl
hodnocen G¢inek resveratrolu in vivo na toxicitnim potkanim modelu na systémy
NOS-2/NO a HO-1/CO, pticemz byly soucasné hodnoceny biochemické parametry,
parametry lipoperoxidace, parametry antioxidacni kapacity a histologie hepatocytl
(publikace 11.). V tomto modelu byla pouzita fixni kombinace dvou latek (800 mg/kg
D-GalN a 0,5 pg/kg LPS), ktera zpisobila reverzibilni subletalni fulminantni
hepatocelularni  poskozeni prokdzané biochemicky 1 imunohistochemicky.
V kratkodobych 24hodinovych experimentech byl prokazan po premedikaci
sresveratrolem 2,3 mg/kg signifikantni hepatoprotektivni efekt hodnoceny
biochemicky i histologicky, pficemz byla pozorovana i niz§i Grovei lipoperoxidace.

Podobné jako v in vitro studii byl popsan paralelni induk¢ni vliv této toxické

kombinace na enzymy NOS-2 a HO-1, pfiéemz genova exprese NOS-2 Vv
procentualnim srovnani dominovala nad genovou expresi HO-1. Po preinkubaci
S resveratrolem nasledoval paralelni pokles aktivity obou téchto enzymu a
z histologického pohledu bylo mozno uzaviit, ze resveratrol pasobil antiaponekroticky
a branil akumulaci lipoidnich inkluzi intracelularné.
Na zaklad¢ literarnich dat mtizeme velmi dobfe vysvétlit inhibi¢ni efekt této latky na
systtm NOS-2/NO. Nicméné znaSichin vivo experimenti nelze jednoznaéné
prokazat, zda hepatoprotektivni u¢inek resveratrolu je zavisly na inhibici HO-1/CO
systému a zda tento systém byl inhibovan ve spojeni se systémem NOS-2/NO.

3) Dalsi latkou, jejiz cytoprotektivni vlastnosti jsem v ramci svého studia
zkoumal, byl kurkumin. V experimentalni studii in vivo, byl hodnocen uéinek
kurkuminu 100 mg/kg na toxicitnim potkanim modelu na syst¢émy NOS-2/NO a HO-
1/CO, pticemz byly soucasné hodnoceny biochemické parametry, parametry
lipoperoxidace, parametry antioxida¢ni kapacity a histologie hepatocyti (publikace
[11.). V tomto modelu byla pouzita fixni kombinace dvou latek (400 mg/kg D-GalN a
10 pg/kg LPS), ktera zpusobila reverzibilni subletalni fulminantni hepatocelularni
poskozeni prokazané biochemicky. V kratkodobych 24hodinovych experimentech byl
prokazan po premedikaci s kurkuminem signifikantni hepatoprotektivni efekt
hodnoceny biochemicky, pfi¢emz byla pozorovana i nizsi uroven lipoperoxidace.

Inovativnim zjisténim bylo, Ze hepatoprotektivni Uc¢inek byl spojeny s
dalsi up-regulaci a indukei antioxidaé¢niho systému HO-1/CO a jeho dalSiho produktu
bilirubinu. Tento G¢inek je nasledovan down-regulaci a inhibici systému NOS-2/NO a
inhibici lipoperoxida¢nich procesl, které vedou ke snizené akumulaci produktd
lipoperoxidace v jatrech a/nebo plazmé experimentalnich zvitat. Mezi systémy NOS-
2/NO a HO-1/CO byl tedy po premedikaci kurkuminem pozorovan antiparalelni vztah.
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