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Abstrakt

Kristyna Paclikova

Vliv resveratrolu na tok zluce

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace:

Ochranny uc¢inek resveratrolu je prokdzan u fady experimentdlnich modell
cholestazy, ale jeho G¢inek na produkci Zlu¢e u zdravych jedincti zatim studovan nebyl.
Vzhledem k tomu, Ze je resveratrol v populaci Casto uzivan, cilem diplomové prace bylo
zjisténi jeho ucinku na tok zluée u zdravych jedinc a nasledné objasnéni mechanismu

tohoto d¢je.

Metody:

Potkani kmene Wistar (n = 6, v kazdé skuping, 280 — 320 g) byli rozdéleni do dvou
skupin: Kontrolni skupina (Kontrola) a skupina, které byl podavan resveratrol
(10mg/kg/den, p.o.) po dobu 28 dni (RES). Pro zjisténi produkce zluée byla provedena
in vivo kineticka studie. Analyza exprese transportnich proteint byla provedena na urovni
MRNA a proteinu metodou gRT-PCR a Western blot.

Vysledky:

Resveratrol vedl ke zvySeni kumulativniho toku zluce. Analyza exprese
transportnich proteintt na Grovni mRNA a proteinu ukazala, ze K této zméné dochazi
Vv disledku posttranskripéni indukce kanalikularnich transportérti, Bsep a Mrp2. Sou€asné
vedl resveratrol kindukci Mrp4 proteinu, exprimovaného na bazolateralni membrané

hepatocyti.
Zavér:

Z vysledkt studie vyplyva, ze cholereticky ucinek ordln€¢ podavaného resveratrolu

je zpusoben zvySenou expresi kanalikularnich efluxnich transportér u zdravych potkand.



Abstract

Kristyna Paclikova

Influence of resveratrol on bile flow

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background:

Protective effect of resveratrol is shown in many experimental models
of cholestasis, but its effect on bile production in healthy individuals has not been studied
yet. As the use of resveratrol is frequent in population, the aim of this thesis was
to investigate the effect of resveratrol on the bile flow in healthy animals

and the clarification of the mechanism of this effect.

Methods:

Wistar rats (n = 6, in each group, weighing 280 to 320 g) were divided into two
groups: control group (Control) and the group of rats administered with resveratrol
(10mg/kg/day, p.o.) for 28 days (RES). In vivo clearance study was performed to analyze
bile production. Analysis of mMRNA and protein expression of the transport proteins was
performed by gRT-PCR and Western blot.

Results:

Resveratrol led to a significant increase in the cumulative bile flow. Analysis
of mRNA and protein expression of the transport proteins revealed that bile flow is
changed due to posttranscriptional induction of canalicular transporters Bsep and Mrp2.
Simultaneously, resveratrol led to induction of Mrp4 efflux protein, expressed

at the basolateral membrane of hepatocytes.

Conclusion:

The results of this study show that the choleretic effect of orally administered
resveratrol is caused by increased expression of the cannicular efflux transporters

in healthy rats.
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1 UVOD

Resveratrol ~ (3,4¢,5-trihydroxystilben) je sekundarni rostlinny metabolit
(tzv. fytoalexin), ktery se V rostlinach syntetizuje ve zvySené mife jako soucast obranné
reakce pii ohrozeni. Svét se o jeho existenci dozvédel v roce 1940, kdy byl izolovan
z kofenu Kychavice velkokvété (Veratrum grandiflorum Loes.fil.). Resveratrol se ve
vetSim mnozstvi nachazi i v ¢erveném ving, borivkach, ¢erveném zeli, ofechach a dalSich

plodech a rostlinach (1).

Vysoka koncentrace resveratrolu v ¢erveném viné je spojena S tzv. francouzskym
paradoxem, kdy epidemiologicka data zjizni Francie zaznamenavaji nizs$i vyskyt

kardiovaskularnich chorob navzdory vysokému piijmu tukt v dieté tamnich obyvatel (2).

Vyznamny je jeho inhibi¢ni u¢inek v oblasti oxida¢niho stresu a Ucinek
protizanétlivy, v poslednich letech se nékteré studie zabyvaji i jeho vlivem na
metabolismus tukd. Tyto ucinky byly jiz zkoumany v in vitro a preklinickych studiich
Vv oblasti rakoviny, kardiovaskuldrnich chorob, neuroprotektivni aktivity, zanétu, obezity,
diabetu mellitu, metabolického syndromu, antivirového t¢inku a dal$ich (3-8). Nekteré
studie se téZ zabyvaly vlivem resveratrolu na jaterni onemocnéni, pii kterych je zvysSen

oxidacni stres, je pfitomen zanét nebo je narusen lipidovy metabolismus (9-17).

Protektivni u¢inek resveratrolu byl prokdzan napf. u experimentdlnich modell
cholestatického poskozeni jater (10) (17) nebo poskozeni jaterni tkané vlivem akumulace
tukt (11-16). Nejsou vsak studie, které by popisovaly hepatoprotektivni ¢inek u zdravych

jedinct.



2 JATRA

Jatra (lat. hepar) hraji klicovou ulohu v energetickém a intermediarnim
metabolismu lidského organismu. Vykonavaji Sirokou fadu funkci jako je biotransformace
xenobiotik a endogennich latek, sni souvisejici detoxikace, tvorba a vylucovani Zluce,

ucast v imunitnich reakcich a vaskularni funkce. Jatra jsou spole¢né s ledvinami

vvvvvv

U dospélého clovéka zaujimaji jatra ptiblizné 3 % celkové télesné hmotnosti.
Spole¢né s mozkem patii mezi nejvetsi organy lidského téla. Jsou parenchymatického
puvodu, ulozena pievazné volné intraperitonedlné a jSOU uzce vazand na branici.
S dychacimi pohyby tak mohou svou polohu ménit az o né€kolik centimetrt (18b). Jsou

ulozena ve vazivovém pouzdie (capsula hepatis Glissoni) (20).

2.1 Cévni zasobeni jater

V oblasti hilu vstupuje do jater vratnicova zila (vena portae), pfinasejici
neokyslicenou krev z kapilarnich fecist’ traviciho traktu, slinivky bfisni a sleziny, a jaterni
tepna (arteria hepatica propria). Z jater vystupuji v misté hilu Zlucovody (ductus

hepaticus dexter et sinister) s lymfatickymi cévami (19) (20).

Krev vtéka z vratnicové ZzZily pifes segmentové zily do interlobuldrnich zil
Vv portobilidarnim prostoru a poté pomoci cirkumlobularnich venul vtékd do sinusoid.
Okyslicend krev z jaterni tepny protéka pies segmentové tepny také do portobiliarniho
prostoru do interlobularnich tepen, ty nasledné tsti pies cirkumlobularni arterioly téz do
sinusoid. V sinusoidach se tedy misi neokyslicena krev vratnicové zily s okyslicenou krvi
jaterni tepny. Sinusoidalni krev pak odtékd do centralnich zil jaternich lalicku. Pres dalsi
systém zil se odkyslicena krev z jater dostava do jaternich zil (venae hepaticae), které usti

do dolni duté zily (vena cava inferior) (19).

2.2 Morfologicka struktura jater

Jaterni tkan je tvofena nckolika druhy bunék. Hlavni podil (60 - 80 % jaternich
bunék) tvofi parenchymové hepatocyty. Ostatni ptiblizné jedna tietina neparenchymovych
bunék zahrnuje buinky endotelové — LSEC (,Liver sinusoidal endothelial cells®),
Kupfferovy buriky a Itovy bunky (Obr. 1) (18a).



Obr. 1. Uspofadani parenchymovych a neparenchymovych jaternich bunék. Pievzato

a upraveno z (88).

Povrch hepatocytu je tvofen membranou, kterd nema ve svém pribéhu jednotné
vlastnosti. Pfiblizné 37 % povrchu tvoii bazolateralni (sinusoidalni) membrana, kterd ma
absorp¢ni a sekre¢ni funkci a sousedi bezprostfedné s Disseho prostorem. Na této
membrané jsou pritomny ¢etné mikroklky, které¢ zlepsuji transport latek mezi hepatocyty
a krvi jaternich sinusoid. Kolem 15 % celkového povrchu hepatocytu tvoii kanalikularni
(apikélni) membrana, jenz predstavuje exkrecni pol buiikky. Membrana zde vytvaii stény
zluGovych Kkapilar, do kterych jsou transportovany zlucové komponenty. Zbyla ¢ast
povrchu je tvofena hladkou intercelularni $térbinou, ktera je spojena s Disseho prostorem
a je oddélena od kanalikularni membrany tésnymi spoji (,.tight junctions®). Tyto spoje

umoziuji priunik vody a kationtli a vytvari bariéru mezi krvi a zluci, ¢imz zabranuji
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prestupu latek ze Zluci zpét do krve. Komunikace mezi hepatocyty je téz zprostiedkovana

pomoci Stérbinovitych spoju (,,gap junctions®) (21a).

Hepatocyty jsou k sobé tésné piipojeny v fad¢ po dvou, a tvoii tak tramcity epitel.
Tramce mohou spolu vytvafet anastomoézy, tedy funkéni spojeni (20). Zakladni
morfologickou jednotkou jater, ktera je tvofena pfevazné jaternimi tramci se povazuje
jaterni lalti¢ek — lobulus (Obr. 2). V jatrech dospé€lého ¢lovéka lze nalézt 50 000 - 100 000
téchto laltcki. Jednotlivy lobulus je cylindricky nepravidelny Sestiboky ttvar o pruméru az
2 mm (18a). V jeho stfedu je situovana centralni zila (vena centralis), od niz jsou
centrifugdlné uspotfadany tramce jaternich bunc¢k. Mezi tramci jsou jaterni sinusoidy,
drobné bohaté fenestrované krevni kapilary, jenz ptivadéji krev bohatou na Zziviny
z vratnicové zily a okysli¢enou krev s Zivinami z jaterni tepny. Oba druhy krvi protékaji

jaternim lali¢kem radialng, v sinusoidach se misi a slévaji se do centralni zily (20).

Mezi hepatocyty a endotelovymi buiikami sinusoid je lokalizovan Disseho prostor.
Do tohoto subendotelialniho prostoru se dostava piefiltrované plazma ze sinusoid. Disseho
prostor je oznaCovan za pocatek lymfatickych jaternich cest (18b). Uvnitt tramci mezi
membranami dvou sousednich hepatocyti jsou umistény nejdrobnéjsi intercelularni
zlucové kapilary (canaliculi biliferi), které se skrz kratké piimé Heringovy kanalky

napojuji na interlobularni Zlu¢ovody V portobiliarnich prostorech (18b).

Portobiliarni prostor je misto, kde se stykaji tfi jaterni lalicky. Je to centrum dalsi
funkéné oddélené jednotky — portalniho lalicku (lobulus venae interlobularis) (Obr. 3).
Ma trojuhelnikovity tvar, pficemZz vrcholy utvaru tvoii centralni Zily tfech pfilehlych
jaternich lalackt. Centrdlné wuloZenym portobilidrnim prostorem pak prochazi
interlobularni tepna (arteria interlobularis) a interlobularni zila (vena interlobularis)
s interlobularnim Zlu¢ovodem (ductus bilifer interlobularis) (20). Seskupeni téchto tii
systému se v nékterych pracich oznacuje jako Glissonova trias (18b) (19) (21a). Cévy
a zlucovod jsou vzajemné propletené a obalené vazivem, které vychazi az z Glissonova

pouzdra, jenz obaluje cely organ (18b).
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jaterni sinusoida

centrdlni Zila

Zlucové
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Kupfferova
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Obr. 2. Uspoiadani jaternich laltickt a detail jaterniho lalacku. 7 — Zlucovod, V — vétev

vratnicové zily, A — vétev jaterni tepny. Pfevzato a upraveno z (22).

V potadi teti funkéné oddélenou jednotkou jater je primarni jaterni acinus. Je
tvofen dvéma pomyslnymi trojahelniky, jejichz horni vrcholy jsou centralni zily dvou
sousednich hepatocyt (Obr. 3). Tento prostor je zasobovan jednou cirkumlobularni Zilou.
Stfed primarniho acinu pfichazi jako prvni do styku s okysli¢enou krvi s Zivinami a také
s pfipadnymi toxickymi latkami, proto byva =z parenchymatické jaterni tkan& za

patologickych okolnosti nejvice postizen (20).

V Disseho prostoru jaternich laliickii jsou ulozeny buiikky hvézdicovitého typu,
Itovy buniky, nazvané po japonském anatomovi Itd6 ToSio (23). Ve svych lipidovych
kapénkach stfadaji bunky vyznamna depozita vitaminu A (21a). Pii poskozeni bunék
vlivem patologickych procesi méni sviij charakter na bunky podobné myofibroblastim

a vyznamné se podili na fibrotizaci tkané pii jaterni cirhdze (18a).

Imunitni funkce zastdvaji v jatrech mimo jiné Kupfferovy buiky. Jednd se
0 specifické makrofagy, které jsou soucCasti mononukledrniho fagocytarniho systému
(MFES). Jaterni tkan zbavuji starych bunék, cizich ¢astic, mikrobl a dalSich potencialné
Skodlivych faktort. Jsou soucasti jaternich sinusoid, pfi¢emz nejvyssi aktivity dosahuji na

periferii jaternich lalti¢ka v centrech primarnich acind (21a).
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Vystelky zlu€ovych cest jsou tvotfeny specialnimi epitelovymi buitkami zvanymi

cholangiocyty (18a).

jaterni laltcek

0
<
i

Glissonova rY ‘
trias oo )

Obr. 3. Tti funkéni jednotky jaterni tkan¢ a Glissonova trias. Pievzato a upraveno z (18a).

2.3 Jaterni funkce

Jatra jako hlavni organ télesného metabolismu plni fadu nezastupitelnych funkci.
Jsou centrem biotransformace endogennich a exogennich latek. Maji glukostatickou
funkci, udrzuji pfiméfenou hladinu glukézy v krvi a v souvislosti s tim v nich probiha
metabolismus sacharidl jak ve sméru anabolickém, kdy je syntetizovan glykogen, tak ve
sméru katabolickém pii metabolismu glukdzy. Probiha v nich metabolismus aminokyselin,
detoxikace amoniaku a syntéza nékterych proteinti. V neposledni fadé v nich také probiha
lipidovy metabolismus a tvorba Zzluce (18a). V jatrech téZz dochazi k metabolismu

bilirubinu — odpadniho produktu hemu (21b).

Biotransformace, jakozto pfeména chemické struktury latky v zivém organismu
plisobenim enzymt, je dilezitym krokem pro eliminaci potencidlné Skodlivé latky
z organismu. Do jater se krevnim fecistém dostavaji vétSinou latky lipofilniho charakteru,
které nemohou byt vylouceny moc¢i nebo Zluc¢i, a pomoci biotransformace nabyvaji
hydrofilni formy. Biotransformace probihd ve dvou fazich. Ve fazi I dochazi k oxidaci
nebo méné Casto redukci ¢i hydrolyze dané slouceniny. Molekula tak ziskava polarni
funk¢ni skupinu (napt. —OH, -COOH, NH, apod.). Reakce jsou ve vétsin¢ ptipadu
katalyzovany ~monooxygenazovym systémem cytochromu P-450. Faze 1II je

charakterizovana konjugaci vzniklé molekuly s endogenni slou¢eninou. Nejcastéji se jedna

13



0 glukuronidaci — konjugaci s kyselinou glukuronovou (derivat glukoézy) katalyzovanou
UDP-glukuronyltransferazou. Konjugace je také mozna s nékterymi aminokyselinami
(glycin, serin, glutamin), kyselinou sirovou, kyselinou octovou ¢i S-adenosylmethioninem.
Vysledné metabolity jsou obvykle inaktivni, vysoce hydrofilni a mohou se tedy vyloucit

spole¢né s moci nebo zluci (18a) (21b).
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3 TRANSPORTNI SYSTEMY V JATRECH

Transport latek v jaternich bufikaich ma velky vyznam. V hepatocytech jsou
pfemistovany latky endogenniho a exogenniho ptivodu nékolika zptisoby. Jednak dochézi
K transportu latek pies bazolateralni (sinusoidalni) membranu hepatocytt, nasledné jsou
latky transportovany V cytosolu jaterni bunky a po intracelularni degradaci ¢i
biotransformaci jsou vylucovany ven z buniky pfes kanalikularni (apikalni) membranu
hepatocytu (18a).

Hepatocyty jakozto epitelové buiiky jsou vybaveny nékolika druhy transportnich
mechanisml. Mezi dalezité transportni systémy patii iontové pumpy zprosttedkovavajici
aktivni transport nejhojnéji zastoupenych iontl télnich bunek a udrzujici stalé koncentrace
iontd pro zachovani homeostazy. lontové pumpy jsou lokalizovany na bazolatelarni
membrané hepatocyti. Transport Na* smérem z buiiky a soucasny transport K* smérem do
buiky zajistuje sodno-draselnd pumpa (Na'/K*-ATPaza). Vyuziva energii z hydrolyzy
ATP na ADP k aktivnimu transportu téchto iont a k zachovani nizké koncentrace sodiku
a vysoké koncentrace drasliku uvnitt buiikky. Podobné& zachovava kalciova pumpa nizkou

koncentraci Ca?* uvnitf buiiky (18a) (24).

Ptenos gluk6zy neni Vv jaternich bunkach zavisly na inzulinu. Je zprostfedkovan

pienasecem GLUT?2 mechanismem facilitované difaze (18a).

Ptrenos latek se lisi v zavislosti na rozpustnosti dané latky ve vod¢ ¢i v tucich. Latky
lipofilni jsou pfenaSeny pfevazné prostou ¢i facilitovanou difuzi, pro transport hydrofilnich
molekul pak existuji specifické pfenaSeCe - tzv. transportni proteiny. V jaternich buinikach
jsou zastoupeny dvé nadrodiny téchto proteint, nadrodina SLC (,,Solute carrier) a ABC
(,,ATP-binding cassette”)(Obr. 4). Maji vyznam nejen v transportu latek endogenniho

pivodu, ale rovnéz se vyznamné podili na transportu exogennich latek (25).

Transkripéni faktory FXR (,,Farnesoid X receptor), PXR (,,Pregnane X receptor®),
CAR (,,Constitutive androstane receptor”) a PPAR-a (,,Peroxisome proliferator-activated
receptor o) se fadi mezi nukledrni receptory, které hraji vyznamnou ulohu jako
transkripéni faktory geni, koédujicich membranové transportni proteiny. Obvykle jsou
aktivovany Zlu¢ovymi kyselinami nebo jinymi endogennimi molekulami ¢i xenobiotiky.
Aktivaci FXR dochazi ke zvySeni exprese transportnich proteinit BSEP (,,Bile salt export
pump*) a MRP2 (,,Multidrug resistance-associated protein 2°). PXR indukuje expresi
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MRP2 a MDR1 (,,Multidrug resistance protein 1°). Aktivace CAR zvySuje expresi MRP3
a MRP4 (,Multidrug resistance-associated protein 3, 4°). Stimulace PPAR-o vede
k expresi MDR3 (,,Multidrug resistance protein 3) (25).

e

.
Bazolateralni

membrana

HEPATOCYT Q\,

Zlué

0000

Kanalikularni

05T a/f membrana /l

Tigh junction

Obr. 4. Lokalizace jaternich transportnich proteinti na membranach hepatocytu. Pievzato

a upraveno z (26).

3.1 SLC transportni proteiny

SLC (,,Solute carriers®) transportni proteiny jsou zastoupeny hojné v tkanich celého
téla s vyznamnou expresi v jatrech, ledvinach a mozku. Zajistuji vychytavani latek ze
sinusoidalni plasmy. Zapojuji se do pfenosu pievazné polarnich a amfipatickych
organickych sloucenin. Transport latek probiha ve sméru koncentraéniho gradientu. Jsou

lokalizovany na bazolateralni membrané hepatocytu (27) (28).
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3.1.1 NTCP (SLC10A1)

Konjugované zlu¢ové kyseliny, které byly resorbovany ve sttevé zpét do krve, se
znovu dostavaji do hepatocytu pies bazolateralni membranu ze sinusoidalni krve pomoci
NTCP (,Na* taurocholate cotransporting polypeptide*) transportéru. Mimo Zlu¢ovych
kyselin  ptfenasi NTCP i hormony S§titné zlazy  (trijodtyronin,  tyroxin),
dehydroepiandrosteron ¢i estron-3-sulfat (27).

3.1.2 OAT (SLC22A)

Pomoci OAT (,,Organic anion transporters®) jSou obousmérné pienaseny organické
anionty endogenniho i exogenniho ptiivodu. Hlavni vyznam v jatrech ma OAT2. Ostatni
¢lenové jsou taktéz Castecné lokalizovany V jatrech, ale nemaji v nich tak dulezitou funkci

jako v jinych tkanich (ledviny, plice, mozkova tkan) (27).

3.1.2.1 OAT2 (SLC22A7)

Mezi substraty tohoto transportniho proteinu patifi z endogennich molekul
napt. prostaglandin E> ¢i nukleosidové derivaty. OAT2 zajistuje transport indometacinu,

methotrexatu nebo salicylatt (29).

3.1.3 OATP (SLCO)

Rodina OATP (,,Organic anion-transporting polypeptides*) ma velky vyznam pii
vychytavani nékterych 1é¢iv. Napiiklad inhibitory HMG-CoA reduktazy (atorvastatin,
rosuvastatin) pouzivané pii 1é€bé hypercholesterolemie, se dostavaji do hepatocytu t€émito

transportery:

e OATP1B1 (SLCO1B1)
e OATP1B3 (SLCO1B3)
e OATP2B1 (SLCO2B1) (27)

3.1.4 OCT (SLC22A)

Membranovy pienos organickych kationti zajistuji OCT (,,Organic cation
transporters®). Stejné jako prenaSeCe aniontl umoziuji obousmérny transport. Na
bazolateralni membrané jsou exprimovany OCT1 (SLC22A1) a OCT3 (SLC22A3).

Z endogennich molekul OCT1 ptenasi acetylcholin nebo progesteron. Z 1é¢iv jsou pomoci
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tohoto proteinu prenaseny napt. metformin, desipramin ¢i néktera antivirotika (aciklovir,

ritonavir) (27).

3.1.5 OSTo/p (SLC51)

Jedna se o heterodimerni transportér. Pienos zprostiedkovany OSTa/p (,,Organic
solute transporter a/p) je nezavisly na Na* a saturovatelny. Mechanismem transportu je
facilitovana difuze, kterd umoziluje pienos substratli obéma smeéry v zavislosti na
elektrochemickém gradientu. Mezi substraty transportniho proteinu patii kromé
sekundarnich zlu¢ovych kyselin také estron-3-sulfat, prostaglandin E ¢i digoxin. Protein je
lokalizovan nejen V jatrech, ale také v terminalnim ileu, kde se v tésné spolupraci
s transportérem ASBT (,,Apical sodium-dependent bile salt transporter) podili na

enterohepatalnim ob&hu zlucovych kyselin (30).

3.2 ABC transportni proteiny

PienaseCe rodiny ABC (,,ATP binding cassettes transporters®) jsou velké
proteinové komplexy zabudované do membrany buiky. Jsou pfitomny v celém organismu
Vv Cetném zastoupeni. Transport Sirokého spektra molekul zprostiedkovavaji za vyuZiti
ATP. Jsou exprimovany hlavné v ledvinach, gastrointestinalnim traktu a jatrech. V tkanich
jako jsou varlata, placenta nebo mozek maji protektivni funkci. Transportéry rodiny MRP
(krom¢ MRP2) zprosttedkovéavaji eflux na bazolaterdlni membrang. Ostatni ABC
transportni proteiny uvedené v této kapitole jsou lokalizovany na kanalikuldrni membrané

hepatocytu (27).

3.2.1 BSEP (ABCB11)

BSEP (,,Bile salt export pump®) je transportni protein zodpovédny za pienos
zlucovych kyselin v konjugované i nekonjugované formé¢ do kanalikularniho prostoru (25).
Tim ovliviiuje na zluCovych kyselinich zavisly tok zluce (18a). Sekundarni Zlucové
kyseliny (konjugované formy) maji vSak k tomuto transportéru podstatn¢ vyssi afinitu nez
primarni (volné formy). Inhibice BSEP, vyvolana napt. 1ékové (cyklosporin, rifamycin,
rifampicin, glibenklamid), souvisi se snizenou sekreci ZluCovych soli a v nékterych

ptipadech k rozvoji cholestazy (31) (32).

18



3.22 MRP (ABCC)

32.2.1 MRP1 (ABCC1)

Transportni protein  MRP1 (,,Multidrug resistance-associated protein 1) je
v lidském organismu piitomen prakticky ve vSech tkanich. V jatrech je exprimovan ve
snizené mife, avSak pfi cholestatickém poskozeni pro zvySeni regenerace jater se jeho
exprese zvysuje. Je lokalizovan na bazolateralni membrané hepatocytti, kde se podili na
efluxu xenobiotik (napi. doxorubicin, daunorubicin, vinkristin) ¢i endogennich latek (napf.
leukotrien Cs4, konjugaty glutathionu). Velky vyznam ma piiochrané tkani pied
xenobiotiky, s ¢im souvisi i problematika efluxu cytostatik v nadorovych bunkach pfi

terapii a nasledna snizena akumulace 1é¢iva nutna pro spravny terapeuticky efekt (25) (33).

3.2.22 MRP2 (ABCC2)

Na rozdil od ostatnich membranovych proteinti rodiny MRP, je MRP2 (,,Multidrug
resistance-associated protein 2) lokalizovan na kanalikularni membrané hepatocytu a
pfenasi tak slouceniny do Zluc¢i. Mezi jeho substraty patii predev$im glutathion, ¢imz
ovliviiuje na Zlucovych kyselinach nezavisly tok zluce (34). Dale se mezi substraty MRP2

fadi napf. leukotrien C4 nebo bilirubin-glukuronid (35).

3.2.2.3 MRP3 (ABCC3)

Ve zdravych jatrech je exprese MRP3 (,,Multidrug resistance-associated protein 3%)
snizena, ale pfi cholestaze je exprimovan mohutnéji. Krom¢ bazolateralni membrany
hepatocytt je lokalizovan i na bazolateralni membrané stfevniho epitelu a cholangiocyti.

Ma majoritni podil na efluxu konjugovanych zlu¢ovych kyselin z portalniho ob&hu (33).

3.2.2.4 MRP4 (ABCC4)

MRP4 (,,Multidrug resistance-associated protein 4) zprostiedkovava transport
3',5"-cyklickych nukleotidli, konkrétné cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) a cGMP
(cyklicky guanosinmonofosfat) (25). Také transportuje konjugaty zlu¢ovych kyselin (34).
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3.23 MDR (ABCB)

3.2.3.1 MDR1 (ABCB1)

Tento nejvice prozkoumany transportér pienasi primarné hydrofobni kationty. Mezi
typické substraty MDRI1 (,,Multidrug resistance protein 1, P-glykoprotein) patii
protinadorova 1éCiva (napf. paclitaxel, vinblastin, vinkristin a dal§i), opioidy
(napt. methadon, morfin) a celd fada dalSich 1é¢iv (25). Vyznamnou mirou se podili na

rezistenci nadorovych bunék vuci chemoterapeutikim (36).

3.2.3.2 MDR3 (ABCB4)

MDR3 (,,Multidrug resistance protein 3“) je exportni pumpa fosfolipidt s lokalizaci

na kanalikularni membran¢ hepatocytu (33). Transportér Mdr2 je jeho homolog u potkand.

3.2.4 BCRP (ABCG2)

Kromé kanalikularni membrany hepatocytu je BCRP (,,Breast cancer resistance
protein®) lokalizovéan téz v placenté, tenkém streve, v prsni tkani a dalSich tkdnich. Jedna
se 0 transportér, ktery zajistuje eflux lipofilnich latkek ven z bunky. Ma velky vyznam
Vv rezistenci nadorovych bunck vii€i 1é¢iviim (napt. doxorubicin, metotrexat, topotekan).

V jatrech zajistuje BCRP transport steroidnich sulfati a xenobiotik do zlu¢i (25) (37).
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4 ZLUC

Tvorba a vylu¢ovani zluée patii mezi nejvyznamnéjsi funkce jater. Je nezbytna pfi
traveni a vstfebavani tukd a exkreci latek, které nejsou vylouceny ledvinami (18a). Po
tvorbé zluce v hepatocytech a jeji Gpravé ve ZluCovych vyvodech se zlu¢ dostava do
zluéniku (vesica fellea), kde je skladovana a zahu$tovana. Nasledné je ze Zlu¢niku

transportovana do duodena (38).

4.1 Zluéové cesty (intrahepatalni a extrahepatalni)

Tok zluce zac¢ind jeji aktivni sekreci z hepatocytti do drobnych Zlucovych kapiléar
(canaliculi biliferiy mezi dvéma jaternimi buiikami. Tyto kapilary piedstavuji
intralobularni start vyvodného systému Zludovodt (19). Zlu¢ teée odstiedivym smérem do
Heringovych kanalkt na periferii jaternich laluc¢kd. Tyto kanalky jsou vystlany
jednovsrtevnym kubickym epitelem. V tomto misté se zlu¢ dostava z jaterniho lalacku do
portobilarniho prostoru, nasledn¢ do interlobularnich Zzlu¢ovodu (ductuli biliferi
interlobularis), kterych vétve se spojuji do vétsich jaternich zlucovodi (ductus hepaticus
dexter et sinister), které opoustéji jatra a méni se tak na extrahepatalni zlucové cesty. Oba
jaterni ZluCovody se spojuji v jeden spole¢ny jaterni zluCovod (ductus hepaticus

communis) (18b).

4.2 SlozZeni a tvorba Zluce

Hlavni podil ve zlu¢i tvoti voda. Mezi stalé pevné slozky zlu¢i patfi ZluCové
kyseliny, fosfolipidy, mastné kyseliny, bilirubin, cholesterol, glutathion, stopové proteiny
a elektrolyty (18a).

Sekrece zIu¢i je osmoticky proces fizeny aktivni exkreci zluCovych kyselin
a dalSich organickych soluti z hepatocytii do Zlucovych kapilar nasledovanou pasivnim
ptitokem vody a elektrolyti pfes tésné spoje (,tight junctions®) (33). To znamena, Ze
sekrece zluéi je zavisla na zluCovych kyselinach (,,bile salt-dependent bile flow*) nebo
nezavisla na zlucovych kyselinach (,,bile salt-independent bile flow*) (34). Transport
zluCovych kyselin z hepatocytu pies kanalikularni membranu do Zluci je zprostfedkovan
transportérem BSEP (18a) (25). Mén¢ vyznamna je sekrece zlu¢i nezavisla na Zlucovych
kyselinach, kde osmotickou hnaci silu poskytuji jiné organické latky (napft. glutathion), ty
jsou transportovany do Zluc¢i pomoci MRP2 (18a).
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Tvorba Zzlucovych kyselin patii mezi procesy, jimiz organismus eliminuje
cholesterol. Zlu¢ové kyseliny viak nejsou jen odpadni produkty, ale jsou také dileZité pfi
procesu traveni lipida v tenkém stieveé. ZlepSuji absorpcei tukl jejich emulgaci. Dilezitou

roli maji Zlucové kyseliny i u vstfebavani vitamint rozpustnych v tucich (39).

Jak jiz bylo zminéno vysSe, prekurzorem zlucovych kyselin je cholesterol.
Cholesterol prochazi pii své degradaci na zluCovou kyselinu nékolikandsobnou
hydroxylaci. Tyto procesy jsou katalyzovany mikrozomalni cholesterol-7a-hydroxylazou
(CYP7AL) (18a) (39). Aktivita tohoto enzymu je regulovana mechanismem zpétné vazby,
kdy ZluCové kyseliny po zpétné absorpci ve stfevé a pruchodu enterohepatalni cirkulaci

znovu vstupuji do jater (21a).

cholesterol — — kvyselina cholova

(cholat)

Obr. 5. Molekulové schéma vzniku kyseliny cholové z cholesterolu. Prevzato a upraveno z (39).

Z cholesterolu vznikaji v lidskych jaternich bunkach dvé primarni zlu¢ové kyseliny.
Kyselina cholovda (3a, 70, 12a-trihydroxyderivat) a kyselina chenodeoxycholova

(3a, 7a- dihydroxyderivat) (Obr. 5) (39).

Po syntéze zlucovych kyselin dochazi k jejich konjugaci s glycinem ¢i taurinem
a nasledné k jejich exkreci do zluce. Soli zlu¢ovych kyselin maji amfifilni charakter a jsou
schopné tvoftit s latkami tukové povahy micely (18a) (21b). Uvnitf micelarniho utvaru
mohou hromadit dals$i lipofilni latky jako je cholesterol, fosfolipidy (lecitin), mastné

kyseliny nebo vitaminy rozpustné v tucich (38).
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Po transportu zIuc¢i do stfeva se ¢ast primarnich zlu¢ovych kyselin v ileu absorbuje
zpét a pomoci enterohepatalniho obéhu se dostava opét do jater. Absorpce zpét do ob&hu

probiha v terminalnim ileu pomoci kotransportu se sodikem (18a).

Cast zlu¢ovych kyselin setrvava ve stievé a pomoci enzymi anaerobnich bakterii,
které z polohy 70 odstépuji -OH skupinu, se z nich stavaji sekundarni zlu¢ové kyseliny.
Z kyseliny cholové vznikéd kyselina deoxycholova a z kyseliny chenodeoxycholové pak
lithocholova (39). 7a-dehydrogenaci a oxidaci kyseliny chenodeoxycholové vznika
kyselina ketolithocholova. Prvni dvé zminéné sekundarni zlucové kyseliny se konjuguji

s glycinem a taurinem. Zlu¢ tak obsahuje jak primarni, tak sekundarni Zlu¢ové kyseliny
(21b).

V jatrech se po aktivni sekreci z hepatocytll a dalsi modifikaci v intrahepatalnich
a extrahepatalnich cestach ziskava tzv. jaterni zlu¢, které se denné vytvoii kolem 0,9 litru.
Piiblizn¢ polovina je odvedena do zluéniku, kde dochazi k jejimu zahusténi (39). B€hem
nékolika hodin dochéazi ve Zlu¢niku kresorpci az 90 % vody. Tato resorpce je
zprostfedkovana Na*/K*-ATPazou. Dale zde dochézi k Gpravé pH. Vyménou H* za Na*
klesa pH Zluci z 8,2 na 6,5 (40).

Vysledna zlug, ktera vytéka do duodena, je smési jaterni zIuci a koncentrované

Zluéi ze zlu¢niku. Denné se ji vytvoii asi 0,5 litru (18a).
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5 RESVERATROL

5.1 Vyskyt

Prvni zminka o resveratrolu pochdzi z roku 1940, kdy byl izolovan z kofenové
&asti Kychavice velkokvété (Veratrum grandiflorum Loes.fil.) pochéazejici z Ciny (41).
Pozd¢ji byl resveratrol nalezen i v Kridlatce japonské (Polygonum cuspidatum), rostliné
hojn¢ vyuzivané v tradi¢ni Cinské a japonské mediciné (42). Do dnesni doby byl
resveratrol nalezen ve vice nez 300 rostlinach, pficemz fada z nich je soucéasti bézné lidské
stravy. Patfi mezi né rostliny bobulovité vcetné vinné révy, borivky nebo kakaa, nékteré

ofechy, zelenina a ovoce (1).

V osmdesatych letech minulého stoleti bylo vénovéano vice pozornosti izolaci
resveratrolu z Révy vinné (Vitis vinifera L.) a byly tak ziskany ucelenéjsi poznatky o této
slouceniné (43). Nejvyssi koncentraci resveratrolu obsahuji slupky cervenych hrozn.
Nizs$i koncentrace latky se nachazi v cerveném viné a ve viné bilém. Konkrétni

koncentrace volného resveratrolu ve vybranych rostlinach ukazuje Tab. 1 (1).

Tab. 1. Koncentrace resveratrolu ve vybranych jedlych rostlinach. Pfevzato a upraveno z (1).

- Resveratrol
Rostlina Latinsky nazev (Celed’
e (malkg)
(éﬁ::nzls?r?o) 2-6 (mg/l)
Vitis vinifera L. (Vitaceae)
(bilé vino) 0,2-0,6 (mg/l)
Kapusta ruzickova Brassica oleracea L. var. gemmifera (Brassicaceae) 2,6
. . Brassica oleracea L. var. capitata convar. rubra
Zeli Cervené . 2,4
(Brassicaceae)
Podzemnice olejna .
(burské ofitky) Arachis hypogaea L. (Fabaceae) 1,9
Repa Gervena Beta vulgaris L. (Chenopodiaceae) 1,8
Brokolice Brassica oleracea L. var. italica (Brassicaceae) 1,8
Cibule zluta Allium cepa L. (Liliaceae) 1,5
Cibule cervena Allium cepa L. (Liliaceae) 1,1
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5.2 Chemicka struktura a vlastnosti

Systematicky nazev slouceniny je 3,4°,5 — trihydroxystilben (Obr. 6). V rostliné se
vyskytuje v podob¢ dvou geometrickych izomera (cis a trans), pfiCemz prevazujici a také
vice studovany je trans-izomer, jelikoz je stabilngjsi (44). Latka se V rostlinném materialu
objevuje také v podobé¢ glukosidi, pricemz glukosovy zbytek je vazan v poloze 3 (piceid)
nebo v poloze 4° (resveratrolosid). Resveratrol je v rostlinném téle také soucasti vétSich
molekul oligomert neboli tzv. konstitutivnich stilbenti. Piesnéji se jedna o dimery

a trimery (viniferiny, amurensiny apod.) (1).

Fytoalexiny jsou sekundarni metabolity rostlin, které se v rostlinném téle syntetizuji
ve znacné€ zvySené mife pii ohrozeni organismu (1). Stimulem mutze byt naptiklad naruseni
povrchu rostliny mechanickym vlivem ¢i UV  zafenim nebo atak patogennimi
mikroorganismy. Fytoalexiny se syntetizuji a kumuluji v oblastech stresu jako soucast
obranné reakce rostlinného organismu (1) (45). Resveratrol patii mezi zakladni fytoalexiny
patogenni infekce. Musi vSak byt pfitomen ve vysoké koncentraci, aby byl zajistén plny

antifungalni u¢inek (46).

OH HO ‘ N
HO X
OH

OH OH
trans-resveratrol, la cis-resveratrol, Ib

Obr. 6. Molekuly resveratrolu v trans a cis uspotadani. Pfevzato z (1).
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5.3 U¢inky v organismu

Resveratrol je jednou z nejvice prostudovanych molekul cerveného vina (47).
V srpnu roku 2010 prob&hla v danském mésté Helsinger 1. svétova konference shrnujici
dosavadni poznatky o resveratrolu (,,1st International Conference on Resveratrol and
Health*) (48).

Resveratrol vstoupil do povédomi svéta na pocatku 90. let minulého stoleti, kdy
francouzsky védec Serge Renaud predstavil sviij poznatek tzv. francouzského paradoxu.
Ve své studii zaznamenal skutecnost, ze lidé zijici v severni Francii trpi mén¢ ¢asto akutni
srde¢ni ischemii, navzdory vysokému piijmu tukd v potravé. Tento fakt spojil s tamni
¢astou konzumaci ¢erveného vina, kde je vysoky obsah resveratrolu. Spojenim souvislosti

dospél k zavéru, ze praveé resveratrol ma vyznamné G¢inky na kardiovaskularni systém (2).

5.3.1 Farmakokinetické vlastnosti

Dle chemické struktury je resveratrol malo rozpustny ve vodé (<0.05mg/ml), coz
ma vliv na jeho absorpci. Je rozpustny v organickych rozpoustédlech (napt. ethanol). Jeho
molekula mé schopnost tvofit Siroké spektrum organickych molekularnich komplext a
reakci hydroxylovych skupin s alifatickymi molekulami Ize zvysit jeho bunécnou absorpci

bez ztraty ucinku (47).

V gastrointestindlnim traktu je resveratrol absorbovan ve stfevé pomoci pasivni
difize ¢i tvorbou komplexid s membranovymi pienaSeci. V krevnim feCiSti se mize
resveratrol vyskytovat ve tfech formach. Jako volna molekula, ve formé glukuronidu nebo
sulfatu. Volnd forma resveratrolu muze byt vazdna na albumin nebo plazmatické
lipoproteiny (napi. LDL). Tyto komplexy jsou pfed vstupem pies bunéénou membranu

disociovany a volna molekula resveratrolu nasledné vstupuje do bunky sama (47).

Vjatrech je resveratrol metabolizovan ~ UDP-glukuronyltransferazou a
sulfotransferazou. Vysledné produkty jsou konjugované glukuronidy a sulfaty, jenz jsou
vylucovany do Zluce, nasledn¢ do stfeva a enterohepatdlnim obéhem se mohou dostat
znovu do jater. Vzhledem k rychlému metabolismu resveratrolu jsou jeho metabolity v
plazmé ptfitomny v daleko vyssi koncentraci nez volny resveratrol. Diky B-glukuronidazam
(51) si vsak zanechavaji urcitou biologickou aktivitu (49). Produkty latkové premény

resveratrolu se vylu¢uji do moci a stolice (50).
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Farmakokinetické studie v klinické a preklinické praxi vykazuji interindividudlni
rozdily v biologické dostupnosti resveratrolu. Bylo zjisténo, Ze k této rozdilnosti vyznamné
prispiva uloha stfevni mikroflory. Studie na laboratornich potkanech popisuje, Zze oralné
aplikovany resveratrol ma biodostupnost 20 % (52), zatimco v klinické studii se popisuje
75 % absorpce, ale nasledné velice nizka biodostupnost pod 1 % (53). Obecné ma
resveratrol nizkou biodostupnost kvuli jeho rychlému metabolismu na glukuronidy a
sulfaty (50). Primérné elimina¢ni polo¢asy ¢ini 130 min u laboratornich potkanti a 180
minut u lidi (54). Srovnani dostupnosti po jednotlivém podani a ¢trnactidennim podavani
neukazalo, Ze by byla absorbce limitovana saturaci (54). U vysokych davek (5 g) doslo po
opakovaném podavani po dobu 29 dni k signifikatni kumulaci metaboliti v plazmé oproti

jednorazové davce (55).

Vzhledem k sirokému spektru a vicendsobnému mechanismu G¢inku resveratrolu
neni stale stanovena konkrétni ucinna davka. Obvyklé davky, které byly pouzity ve
studiich, jsou v rozmezi 0,1 - 1000 mg/kg (54). Ve studii, kde byla potkanim podavana
vysoka koncentrace resveratrolu (3000 mg/kg) po ¢tyfi tydny, byla zaznamenana renalni
toxicita (56). V klinické praxi je resveratrol povazovan za velmi dobfe tolerovanou latku,
avSak v opakovanych davkach 2,5 g nebo 5 g jiz po 2-4 dnech zpisoboval u zdravych
dobrovolnikii gastrointestindlni neZzadouci Uc¢inky (bolest bficha, nevolnost, prijem). Jako

bezpe¢na davka bez nezadoucich ucinki byla v této studii stanovena davka 1 g (55).

5.3.2 Resveratrol jako aktivator AMPK a sirtuinu

AMPK (AMP-aktivovana protein kinaza) je enzym, ktery hraje roli v bunééném
energetickém metabolismu. Vyskytuje se v bunkach jater, mozku nebo kosterniho svalstva.
Jeho aktivaci dochazi ke stimulaci B-oxidace, ketogeneze, inhibici syntézy cholesterolu,
triacylglycerolli a dalSich procesti souvisejicich s lipidovym bunéénym metabolismem
(57). Kaktivaci AMPK dochazi prostfednictvim jeji fosforylace na p-AMPK. Pfi tom
dojde k uvolnéni velkého mnozstvi NAD™ a ptedpokladanym mechanismem tak dojde
k aktivaci sirtuinu 1 (58) (59).

Sirtuiny se tfadi mezi enzymy s deacetylaéni funkci a jejich aktivita zavisi
na NAD", jedna se tedy 0 NAD*-dependentni deacetylazy. Rodina sirtuind je zapojena do
cetnych bunéénych procest (napt. apoptodza, oprava DNA ¢i genova represe) (60). Nekteti

zastupci sirtuind jsou také spojeni s bunéénym starnutim a souvisejici dlouhovékosti jak
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samotné buiky, tak celého organismu. U savcl existuji sirtuiny v sedmi raznych
izoforméch (SIRT1-7). Exprese sirtuinti je indukovédna pii snizeném piijmu zivin,
tzv. kalorické restrikci (54). Resveratrol je prvni objevena sloucenina, ktera je schopna
napodobovat kalorickou restrikci stimulaci sirtuind, resp. sirtuinu 1(,,Silent mating type

information regulation 2 homolog*; SIRT1) (60).

Bylo pozorovano, ze resveratrol mtize prodlouzit Zivot nékterych organismu, jako
napi. kvasinek Saccharomyces cerevisiae mechanismem aktivace sirtuini podobnym
kalorické restrikci (61). V klinické praxi zatim studie tohoto typu nebyly provedeny,
nicméné ucinek resveratrolu v souvislosti s aktivaci sirtuini se projevuje v oblastech
metabolismu, napf. u diabetu ¢i obezity. Ve studii Timmers a kol. bylo pozorovano, ze po
kontinudlnim mésicnim podavani resveratrolu obéznim muzim doSlo k metabolickym
zménam, které napodobuji ucinky kalorické restrikce. Snizoval se v jejich organismech
obsah intrahepatalnich lipida, hladiny glukozy, triglyceridi, alaninaminotranferdzy (ALT)
a mediatort zanétu v krevnim ob&hu (3). V pilotni studii resveratrolu (1000-2000 mg/den)
uzivaného star$imi lidmi s poruSenou glukézovou toleranci doSlo ke zlepSeni inzulinové

citlivosti a snizila se hodnota postprandialni glykémie (4).

Prostfednictvim aktivace SIRT1 resveratrol také snizuje neurodegeneraci, coz ma
potencialni vyznam v 1é¢bé a prevenci Alzheimerovy choroby, Amyotrofické lateralni

skler6zy a dalsich neurodegenerativnich chorob (5).

5.3.3 Antioxidacni, protizanétliva a protinadorova aktivita

Oxida¢ni stres se podili na patogenezi fady onemocnéni, jako je diabetes,
kardiovaskularni a neurodegenerativni choroby ¢i nadorové onemocnéni. Hraje dilezitou
roli i vprocesu starnuti. Jeho antioxidaéni aktivita byla stanovena pii inkubaci
s izolovanymi mitochondriemi potkanich nervovych bunék, kdy se ukazalo, Ze inhibuje

mitochondrialni respiraci. (6)

Studie zabyvajici se protinddorovym uc¢inkem resveratrolu se vénovaly raznym
typim nadorového bujeni. Byly provedeny studie rakoviny plic, jater, zaludku, prsu,
kolorektalniho karcinomu, rakoviny jicnu a dalsi. Hlavnim bunéénym cilem se stal SIRT1,
ktery zprosttedkovava apoptéozu bunky, avSak nékterd data ukazuji, Ze disponuje

signifikantni tumor-supresorovou aktivitou (7).
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Vysledky mnohych studii ukazuji, ze resveratrol ptsobi proti zvySenym hladindm
cytokini (IL-1, IL-6, TNF-a) pfi zanétlivych procesech a také snizuje hladinu COX-2
(cyklooxygenaza-2) (62) (63) (64).

Rada studii se zabyvala testovanim resveratrolu jako fytoestrogenu (65) (66) (67)
(68). Vzhledem Kk tomu, Ze je resveratrol schopny se vazat na estrogenové receptory (ER-o
a ER-B), coz vychazi zjeho struktury, ktera je podobna 17-B-estradiolu ¢i syntetickym
estrogentim (diethylstilbestrol) (47).

5.3.4 Resveratrol a kardiovaskularni choroby

Resveratrol je vyznamnou molekulou zkoumanou v oblasti kardiovaskularnich
chorob. Jako jeden z prvnich ucinki v této oblasti byl hodnocen t¢inek protidestickovy ve
studii Bertelli et al. (69). Potom se hodnotil mimo jiné vliv resveratrolu na hypertenzi,
hladiny plazmatickych lipoproteinii jako faktorti aterosklerozy (HDL (,,High density
lipoprotein®), LDL (,,Low density lipoprotein‘)) a na remodelaci srde¢niho svalu po akutni
ischemické chorobé srde¢ni (stanoveni hladiny ANP (Atrialni natriureticky peptid)).
Kardioprotektivni 0¢€inky jsou zprostfedkovany skrz uUCinek na mediatory zanétu

a endotelialni funkce (70).

Jako pfimé 1 nepfimé molekularni cile zprostfedkovavajici pozitivni uGinky
resveratrolu na kardiovaskularni choroby byly mimo jiné identifikovany SIRT1 a AMPK.
Resveratrol zvySuje expresi SIRT1 a AMPK (54).

5.3.5 Resveratrol a jatra

Mezi klinické ucinky resveratrolu na jaterni Grovni patii jeho antioxidacni,

w1

lipidovy metabolismus (49).

Podavanim resveratrolu v davce 1000 mg/den po dobu cCtyf tydni zdravym
dobrovolnikiim se ukdzalo, Ze resveratrol pisobi jako inhibitor nékterych izoenzymu
cytochromu P-450, CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 a CYP3A4. U jedinci s nizkou bazalni
aktivitou metabolickych enzymu faze II (resp. (UGT) UDP-glukuronyltransferaza a (GST)

glutathion-S-transferaza) doslo ke zvySeni aktivity téchto enzymda (71).
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5.3.5.1 Resveratrol pri oxidacnim poskozeni jater

Studie hodnotici ucinek resveratrolu pfi uméle navozené obstrukéni cholestaze
u laboratornich potkanti a mysi, prokazaly jeho antioxidacni, antiproliferativni
a antifibrotické uCinky. Pro cholestazu je charakteristicky zanét, ktery provazi zvysena

proliferace epitelovych bun€k zlucovodd, jaterni fibroza a infiltrace neutrofilt.

v

Vysledky studii ukazuji, Ze resveratrol snizuje plasmatické koncentrace
biochemickych markerd - bilirubinu, ALT (alaninaminotransferdza) a AST
(aspartataminotransferaza), jenz se pti poskozeni jaternich bun¢k kumuluji v plazmé. Vede

také ke snizeni koncentrace prozanétlivych cytokinii IL-1a, IL-6 a TNF-a (9) (10).

V preklinické studii byl potkaniim s navozenou obstrukéni cholestdzou vedouci
k oxidacnimu stresu podavan resveratrol (10 mg/kg/den, i.p.) po dobu 28 dni (9). V dalsi
preklinické studii, kde byl potkanim injekéné podavan ethanol k navozeni lipidové
peroxidace, byl resveratrol zvifatim podavan (5000 mg/kg/den, p.0.) po dobu 6 tydna (72).
V obou studiich vedlo podavani resveratrolu ke snizeni hladiny malondialdehydu (MAD),
ktery je tvoten jako sekundarni produkt oxida¢niho stresu a slouZzi jako marker peroxidace

lipida (9) (72).

Resveratrol podavan potkanim (10 mg/kg/den, i.p.) pfi oxida¢nim stresu po 28 dni

naopak zvysil hladiny glutathionu, coz je dtlezity bunéény antioxidant (9).

5.3.5.2 Resveratrol u NAFLD

NAFLD (,,Non-alcoholic fatty liver disease”) je onemocnéni definované jako
kumulace tuku v jaterni tkani (> 5 % vahy jaterni tkané na histologickém obrazu). Jedna se
0 spektrum patologickych zmén jaterni tkan€, do které se tadi prosta jaterni Steatoza,
nealkoholova steatohepatitida (,,Non-alcoholic steatohepatitis®; NASH), fibroza a cirhéza,
ktera muze vyustit az v hepatocelularni karcinom. Pro NAFLD je charakteristické ukladani
triglyceridi (TAG) v hepatocytech, coz zvySuje jejich nachylnost k poskozeni a zanétu.
Onemocnéni obvykle progreduje, pficemz u NASH je jiz pfitomen zanét (73).
Terapeutické moZnosti jsou zatim omezeny. Zahrnuji pfedev§im rezimova opatieni, 1eky
snizujici inzulinovou rezistenci (glitazony) nebo vitamin E. Alternativni 1é¢ebné moznosti

jsou proto dale zkoumany (74).
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Nekolik in vivo studii se vénovalo zkoumani G¢inku resveratrolu u NAFLD (11-15).
Studie vychazely z ptedpokladu, ze resveratrol ma antioxidacni a protizanétlivé ucinky
zprostiedkovany pomoci aktivace AMPK a SIRT1. V poslednich letech bylo prokazano, ze
je schopny zasahovat do lipidového metabolismu a snizuje hladiny TAG (75). Mezi
pfedpokladané mechanismy, kterymi resveratrol zasahuje do jaterniho metabolismu tukd,

patii pravé aktivace AMPK a SIRT1.

Aktivace AMPK v jatrech ukoncuje anabolické procesy (napft. syntéza cholesterolu
a TAG) snizovanim aktivity SREBP-1c a FAS. SREBP (,,Sterol regulatory element-
binding protein) je transkripni faktor, ktery je dualezity pro syntézu cholesterolu
a mastnych kyselin. FAS (,,Fatty acid synthase) je enzym katalyzujici syntézu mastnych
kyselin. Aktivace AMPK podporuje zarovenn katabolické procesy (napf. B-oxidaci
mastnych kyselin) inaktivaci ACC (,,Acetyl-CoA carboxylase®) (76) (77) (78). SIRT1 se
v jatrech ucastni kontroly energetického metabolismu pomoci deacetylace a aktivace
jadernych receptord (napf. PPARa). Spole¢né s AMPK reguluje SREBP-1c a LXR (,,liver

X receptor®, jaterni X receptor), které ¥idi metabolismus cholesterolu a lipidi (74).

Resveratrol zvysuje expresi SIRT1 na urovni proteinu i mRNA V jaterni tkani (13) (16),
zvySuje aktivaci AMPK (14) (15) (16), snizuje expresi SREBP-1c a FAS (14) (16)
a inhibuje ACC (12) (15) (16), ¢imz pfispiva ke snizeni TAG a lipidovych depozit
v jatrech. Ukazalo se, ze dlouhodobé (6 tydnll) podavani resveratrolu vede k chronické
aktivaci AMPK a tudiz ke snizené kumulaci TAG v jaterni tkani potkani suméle

navozenou NAFLD (79).

V klinické studii s pacienty s NAFLD, bylo po p.o. podavani resveratrolu v davce
500 mg/den po dobu 12 tydnu a upravé zivotniho stylu prokazano vyznamné snizeni
aktivity jaterni ALT, sniZzeni koncentrace zanétlivych cytokint a dal§ich faktorG jaterni

steatozy (80).
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6 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo zjisténi uc€inku resveratrolu na tok zluce u zdravych

jedincti a nasledné objasnéni mechanismu tohoto d¢je.
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/7 METODIKA

7.1 Chemikalie

Trans-resveratrol byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA).
Provozni material a ostatni chemikalie byly zakoupeny od firem Bio-Rad Laboratories
(Herkules, CA, USA) a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

7.2 Pokusna zvirata

Pii experimentu byli pouziti laboratorni potkani — samci kmene Wistar
(Konarovice, Ceské republika) o hmotnosti 280 — 320 g. Zvifata byla rozdélena do dvou
skupin:

o Kontrola - kontrolni skupina, které byl podavan fyziologicky roztok; n = 6

o RES - skupina s podanim resveratrolu v davce 10 mg/kg, p.0.; n =6

Fyziologicky roztok (Kontrola) i resveratrol (RES) byly podavany po dobu 28 dni

jedenkrat denné zalude¢ni sondou.

Po dobu celého experimentu byla laboratorni zvifata umisténa v Centralnim vivariu
Lékarske fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové za definovanych podminek
(sttidavy svételny rezim 12 hodin svétlo a 12 hodin tma, teplota vzduchu 22 + 2 °C,
dostate¢ny pfijem potravy a vody). Veskeré experimenty byly provedeny v souladu
S pokyny uvedenymi ve vyhldsce ¢. 207/2004 Sb. o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych
zvitat, potom co byly fadné schvaleny etickou komisi Lékatské fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

7.3 Invivo kineticka studie

V prubéhu kinetické studie byla zvifata pod celkovou anestezii navozenou i.p.
jednorazovym podanim pentobarbitalu (50 mg/kg). Zvifatim byl zakanylovan Zlucovod.
Vzorky Zlu¢i byly sbirdny do pfedem zvéazenych zkumavek ve 30 minutovych intervalech
(po 30, 60, 90 a 120 minutach). Umisténim zvifat na vyhiivanych deskéach byla udrzovana
jejich télesna teplota na 37 °C. Zvirata byla v zavéru experimentu usmrcena exsanguinaci
Z btisni aorty. Jatra byla vyjmuta a ihned zchlazena tekutym dusikem. Vzorky jater i Zluce

byly nésledné¢ uchovavany pfi teploté -80 °C.
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74 QRT-PCR

Pro stanoveni genové exprese Ntcp, Oatplal, Oatplad4, Oatplb2, Mrp3, Mrp4,
Bsep a Mrp2 byla vyuzita metoda qRT-PCR pomoci Applied Biosystems 7500 HT Fast
Real-Time PCR systému (Life Technologies, Foster City, USA). Ze vzorki potkanich jater
byla izolovana RNA homogenizaci v TRI reagentu (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA).
M¢éfenim absorbance pii 260 nm za pouziti NanoDrop ND-1000 spektrofotometru
(BioTech a.s., CR) byla stanovena piesna koncentrace RNA a také ¢istota RNA pomérem
absorbance pti 260 a 280 nm. Za pouziti High Capacity cDNA Reverse Trancription KITu
(Life Technologies, Foster City, USA) byla RNA piepsana do cDNA. Reakéni smés
obsahovala 12,5 ng analyzované DNA. Kazdy vzorek byl amplifikovan v triplikatech
pomoci TagMan® Fast Universal PCR Master Mixu a Tag-Man® Gene Expression Assay
mixu pro jednotlivé geny — Tab. 2. Casové-teplotni profil pouzity ve ,,fast modu byl: 95 °C
po dobu 20 s; 40 cykli: 95 °C po dobu 3 s, 60 °C po dobu 30 s. Pomér relativni exprese byl
poté vypocitan podle (81):

AC“‘W (kontrola-vzorek)

R_ target
T LAC,
1

E

(kontrola-vzorek)
ckeeping

housekeepiﬁg

kde Etarget @ Enousekeeping jsou hodnoty efektivity uréené ze sklonu kalibraéni kiivky pro
kazdy gen, ACttarget @ ACthousekeeping jsou rozdily prahovych hodnot (Ct) mezi kontrolnimi
a RES vzorky pro kazdy z gent, tj. Ntcp, Oatplal, Oatplad, Oatplb2, Mrp3, Mrp4, Bsep
a Mrp2, a referen¢ni gen (GAPDH).
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Tab. 2 TagMan® Gene Expression Assay kity (Life Technologies) pouzité pro
kvantitativni real time RT-PCR.

Symbol genu Transportér Katalogové ¢islo Life Technologies
Slcl0al Ntcp Rn00566894 ml
Slcolal Oatplal Rn00755148 m1
Slcolad Oatplad Rn00756233_ml
Slcolb2 Oatplb2 Rn00668623_m1
Abcc3 Mrp3 Rn01452854 m1
Abccd Mrp4 Rn01465702_m1
Abcbll Bsep Rn00582179 m1
Abcc2 Mrp2 Rn00563231_m1
Abcg2 Berp Rn00710585_m1
Abcb4 Mdr2 Rn00562185_mi
Gapdh 4352338E

7.5 Western blot

Jatra byla homogenizovana ve vychlazeném Tri-sukrozovém pufru (10 mmol/l
Tris—HCI, 250 mmol/l sukrézy, pH 7,6), ktery obsahoval inhibitory proteaz (0,5 mg/ml
leupeptinu, 0,5 mg/ml pepstatinu, 2 mg/ml aprotininu, 50 mg/ml benzamidinu a 40 mg/ml
fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF)) za pomoci Magna Lyseru (Roche Diagnostics
GmbH, Némecko) 2 x 30s pti 6000 rpm. Peleta obohacené membranové frakce byla
ziskana ze supernatantu po ultracentrifugaci (100 000 g, pii 4 °C po 23 min). Nasledné
byla peleta resuspendovana v Tris-HCI pufru (50 mmol/l Tris—HCI, pH 7,4, inhibitory
proteaz). Koncentrace proteinu byla stanovena BCA metodou (BCA Protein Assay Kit,
Rockford, IL, U.S.A.) a vzorky byly uchovany pii -80 °C az do analyzy. Vzorky byly
inkubovany se vzorkovym pufrem (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) pii pokojové
teploté po dobu 30 min. Nasledné byly proteiny separovany pomoci SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis) s pouzitim gelu o koncentraci 6,25 %

(pro proteiny
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o velikosti 150-200 kDa) a gelu o koncentraci 7,5 % (pro proteiny o velikosti 50-80 kDa).
Poté byly proteiny pteneseny na PVDF (polyvinylidenfluoridovou) membranu (Millipore,
NY, USA). Po dobu jedné hodiny byla membrana ponotfena v 5 % roztoku odtu¢néného
mléka s TRIS pufrem (0,05 % Tween 20) (TBS-T), kdy byla nespecificka vazebna mista
blokovana laktoglobuliny. Membrany byly inkubovany s primarni a sekundarni protilatkou
pii pokojové teploté po dobu 1 h v koncentracich uvedenych v Tab. 3. Nasledné byla
membrana promyta v roztoku TBS-T a pomoci chemiluminiscenéniho ¢inidla (ECL Kkit,
Amerham-Pharmacia, Buckinghamshire, Velka Britanie) byla provedena detekce. Expozici
filmu (Foma, Hradec Kralové, Ceska republika) byl ziskan obraz, ktery byl naskenovan
kalibrovanym denzitometrem ScanMaker 1900 (UMAX, Praha, CR) a nasledné
kvantifikovan pomoci softwaru QuantityOne 36 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA).

Jako endogenni kontrola byla stanovena exprese p-aktinu.

Tab. 3 Primarni a sekundarni protilatky pouzité pro Western blotu
Ziedéni

Protein Velikostv  Pavod Ziedéni sekundérni

kDa protilatky
Ntcp 51 Santa Cruz 1:300 1:3000
Oatplad 75 Millipore 1:5000 1:5000
Mrp3 180-190 Alexis 1:500 1:500
Mrp4 150 Abcam 1:1000 1:1000
Mrp2 170-80 DO 1500 1:1000
Bsep 160 Santa Cruz 1:300 1:2000
Sirtl 120 Cell Signaling 1:1000 1:2000
p-AMPKa 62 Cell Signaling 1:1000 1:2000
[B-aktin 42-45 Sigma 1:5000 1:5000
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7.6 Statisticka analyza dat

Experimentalni data jsou vyjadiena jako pramér = SEM (stiedni chyba priméru),
pro 6 zvifat v obou skupinach. Statistické hodnoceni bylo provedeno neparovym t-testem,
pomoci GraphPad Prism 5.0 softwaru (San Diego, Kalifornie). Za statisticky vyznamnou

byla povazovana hodnota p < 0,05.
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8 VYSLEDKY

8.1 Invivo kineticka studie

Kumulativni tok zluce znazornuje Obr. 7. Tok Zlu¢e byl hodnocen 24 h poté, co
byla potkanim podana posledni davka resveratrolu (RES) nebo fyziologického roztoku
(Kontrola). Resveratrol vedl k signifikantnimu zvySeni kumulativniho toku Zluce, ktery
byl sledovan u potkanti po dobu 120 minut, coz svéd¢i pro cholereticky u¢inek dlouhodobé

podavaného resveratrolu u zdravych potkand.

o
+

-4~ Kontrola
-4 RES

e
w
X

Kumulativni tok zluce
(ml/min.kg™)
(=} (=}
T P

o
(=)

o & o >

Cas (min)

Obr. 7. Casové zavislé zmény toku zluce. Data jsou vyjadiena jako priméry £ SEM (n = 6

v kazdé skuping¢); *p < 0.05, **p <0.01, v porovnani s Kontrolou.
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8.2 gRT-PCR

Pro objasnéni mechanismu odpovédného za pozorovany ucinek resveratrolu na tok
zluée byly analyzovany hladiny mRNA u Ntcp, Oatplal, Oatplad, Oatplb2, Mrp3, Mrp4,
Bsep a Mrp2 gend, které jsou odpoveédné za tento proces. U zvifat, kterym byl podavan
resveratrol, nedoslo k signifikantnim zméndm u zddného ze studovanych transportéri. To
sved¢i pro minimalni vliv resveratrolu na transkripci uvedenych drah v podavané davce.
MRNA expresi bazolateralnich a kanalikularnich transportnich proteini Vv jatrech

kontrolnich potkant a potkanti S resveratrolem znazoriuje Tab. 4.

Tab. 4. mRNA exprese bazolateralnich a kanalikularnich transportnich proteint v jatrech

kontrolnich potkant a potkant s resveratrolem (RES).

Cilovy gen Kontrola RES

Ntcp 100+ 12.4 127 + 11
Oatplal 100+ 7.9 99.7 +21.4
Oatplad 100 +13.0 99.9+12.3
Oatp1b2 100 + 18.0 100 +21.0
Mrp3 100+ 11.0 146 + 28.4
Mrp4 100+ 11.8 96.4 +21.1
Bsep 100+ 12.8 95.6 +15.3
Mrp2 100 + 4.0 141 +26.9

Hodnoty jsou vyjadieny jako pruméry + SEM. (n = 6, v kazdé skuping).
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8.3 Western blot

Exprese hlavnich jaternich transportérti zodpovédnych za tvorbu a vylucovani zluce
a Sirtl/AMPK cestu byla hodnocena metodou Western blot. Podavani resveratrolu
signifikantn¢ zvysilo expresi jaternich ABC (,,ATP-binding cassette*) transportnich
proteint Bsep (140 %, Obr. 8), Mrp2 (217 %, Obr. 9) a Mrp4 (181 %, Obr. 10). Exprese
Ntcp, Oatplad a Mrp3 transportnich proteini nebyla zménéna (Obr. 11, 12 a 13). Pro
hodnoceni vlivu resveratrolu v modulaci Sirtl/AMPK drahy jako jeho hlavniho
mechanismu u¢inku V jatrech byla hodnocena i exprese Sirtl a p-AMPKa proteinu.
Resveratrol signifikantné zvysil expresi obou proteint - Sirtl (138 %, Obr. 14) i p-AMPKa
(122 %, Obr. 15). Potvrzeni jednotné nanasky proteint (B-aktin) znazoriiuje Obr. 16.

Hodnoty v obrazcich jsou vyjadieny jako pruméry £ S.EM. (n = 6, v kazdé
skuping). Kontrola, kontrolni skupina potkant; RES, skupina potkani s resveratrolem.
Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
Reprezentativni obrazky Western blotu jsou zobrazeny pod piislusnymi grafy

s denzitometrickou analyzou dat (kontrola = 100 %).
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Obr. 8. Grafické znazornéni vysledkii Western blot analyzy Bsep transportéru.
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Obr. 9. Grafické znazornéni vysledk Western blot analyzy Mrp2 transportéru.
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Obr. 10. Grafické znazornéni vysledktt Western blot analyzy Mrp4 transportéru.
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Obr. 11. Grafické znazornéni vysledktt Western blot analyzy Ntcp transportéru.
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Obr. 12. Grafické znazornéni vysledktt Western blot analyzy Oatpla4 transportéru.
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Obr. 13. Grafické znazornéni vysledktt Western blot analyzy Mrp3 transportéru.
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Obr. 14. Grafické znazornéni vysledktt Western blot analyzy Sirtl proteinu.
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Obr. 15. Grafické znazornéni vysledktt Western blot analyzy p-AMPKa proteinu.

Obr. 16. Reprezentativni obrazek detekce p-aktinu.
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9 DISKUZE

Resveratrol ma v medicinské oblasti velky potencial. Je velice rozsifeny, pfitomny
ve snadno dostupnych rostlinach (napt. réva vinnd, ¢ervené zeli, Cervend fepa). V klinické
praxi je velmi dobfe tolerovany (1) (56). Jeho terapeutické vyuziti je rozsahlé, jelikoz
pusobi protektivné zejména pii oxida¢nim stresu a zanétu, coz jsou procesy, které¢ jsou
soucasti  patogeneze cel¢ Tfady onemocnéni vcetné metabolickych chorob
¢i neurodegenerativnich poruch. Slibné jsou jeho ucinky i v oblasti hepatoprotekce (9) (10)
(72). Mechanismy ucinku resveratrolu vsak jesté nejsou zcela objasnény a vyzaduji dalsi

zkoumani.

© r wa1e

ucinek zprostfedkovany aktivaci SIRT1 a p-AMPK (49) nebo schopnost modulovat
lipidovy metabolismus. Cesty, kterymi resveratrol fidi metabolismus tukili, zatim nejsou
zcela znamé, nicméné se predpoklada aktivace AMPK/SIRT1 signaliza¢ni kaskady, ktera
interaguje s nuklearnimi receptory (LXR, PXR, CAR) (82) (83) a dalsimi cili (SREBP-1c,
FAS apod.) (74). Aktivaci téchto drah tak dochazi k potlaceni anabolickych procest
a naopak k podpofeni katabolickych pochodi (napt. B-oxidace mastnych kyselin, syntéza
Zlu¢ovych kyselin apod.) (76) (77) (78).

Z vysledk této studie vyplyva, Ze resveratrol zvysil kumulativni tok zluce
u zdravych potkanti. Tok Zlu€e je osmoticky proces, ktery je fizen transportem Zlucovych
kyselin (tok zavisly na ZluCovych kyselinach) ¢i jinych organickych latek, casto
glutathionu (tok nezavisly na zlu€ovych kyselindch), nasledovany pasivnim piestupem
vody a elektrolytti dle koncentra¢niho spadu (18a) (34). Cholereticky uc¢inek resveratrolu je
zpusoben indukci kanalikularnich efluxnich transportéri Bsep a Mrp2, které jsou

zodpovédné za tok Zluce zavisly resp. nezavisly na zlucovych kyselinach.

Autofi Misra et al. 2003 a Perez et al. 2006 popisuji, ze zvySena koncentrace cCAMP
a aktivace proteinkinazy A podporuje umistnéni a stabilizaci Bsep a Mrp2 na kanalikularni
membrané hepatocytd (84) (85). Resveratrol zvySuje koncentraci cAMP aktivaci
AMPK/SIRT1 signaliza¢ni kaskady, coz je v souCasnosti povazovano za jeden z hlavnich
hepatoprotektivnich mechanismi této latky (86). Lze predpokladat, ze aktivace této
kaskady je také dulezitd pro pozorovany ucinek resveratrolu na transportni proteiny

a tvorbu zluce u zdravych potkand.
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Resveratrol vedl také ke zvySeni exprese bazolateralniho transportéru Mrp4, ktery
zajiStuje prenos zlucovych kyselin zpét do krve a podili se tak na homeostaze zlucovych
kyselin v hepatocytu. ZvySena exprese pravé tohoto transportéru a dalSich (napt. Bsep)
muze poukazovat na zvySenou koncentraci zluGovych kyselin v hepatocytu, tedy zvysenou
tvorbu zluCovych kyselin prostfednictim Cyp7al (cholesterol-7a-hydroxylaza), ¢imz
dochazi ke zvySené degradaci cholesterolu. Resveratrol by mohl tak svym ut¢inkem

ovlivitovat i metabolismus cholesterolu (74) (17).

Zluové kyseliny pisobi jako agonisté nuklearnich receptorti (FXR, PXR, CAR)
a prostiednictvim téchto receptori mohou ovliviiovat expresi membranovych transportnich
proteini. Obvykle tak reguluji expresi jaternich transportéri jako kompenzacéni
mechanismus béhem patologickych stavu (napf. intrahepatalni a extrahepatalni cholestaza)
(25) (87), ¢imz zajst'uji transport ZluCovych Kyselin z hepatocytu. Aktivaci FXR dochazi
také k inhibici Cyp7al a tim k supresi syntézy zluc¢ovych kyselin (87).

Je dilezité téz zminit, Ze nukledrni receptory funguji jako transkripcni faktory
a ovliviiuji expresi membranovych transportéri na tirovni transkripce. Analyza qRT-PCR v
nasi studii vSak signifikantni zmény exprese mMRNA nezaznamenala. Zvysena exprese
transportérit Bsep, Mrp2 a Mrp4 na urovni proteinu u zdravych potkani je tedy indukovéana

posttranskrip¢né.

Souhrnné lze fici, Ze cholereticky ucinek resveratrolu je u zdravych potkant
zpiisobem zvySenou expresi obou kanalikularnich transportnich protein limitujicich
rychlost toku Zluce, tj. Bsep, ktery je zodpovédny za tok Zlu€e zavisly na zlu¢ovych
kyselinach a Mrp2, ktery je zodpovédny za tok Zluce nezavisly na zlu¢ovych kyselinach.
Resveratrol ovliviiuje tok zluce disledekem aktivace AMPK/SIRT1 signalizacni kaskady,
jak potvrdila Western blot analyza, pfi které byla pozorovana zvysena exprese pAMPKa

a Sirtl proteinu.
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10 ZAVER
Diplomové prace se zabyvala vlivem resveratrolu na tok zlu¢e u zdravych potkant

s nasledym objasnénim mechanismu tohoto d¢je.

In vivo kineticka studie prokazala cholereticky G¢inek resveratrolu, protoze latka

vedla ke zvyseni kumulativniho toku zluce.

Nasledné byl objasnovan mechanismus tohoto efektu na molekularni trovni, kdy
byla zjistovana exprese jaternich transportnich proteint, které jsou odpovédné za tvorbu
a sekreci zlu¢e na Grovni mRNA a proteinu. Vysledky ukazaly, ze resveratrol vedl ke

zvySené expresi transportért Bsep, Mrp2 a Mrp4 na urovni proteinu.

Zavérem lze konstatovat, ze oraln¢ podany resveratrol zvySuje tok zluce u zdravych

potkanil jako diisledek zvySené exprese kanalikularnich transportnich proteinti.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC ,»ATP binding cassette*

ACC »Acetyl-CoA carboxylase*

ALT Alaninaminotransferdza

AMPK AMP-aktivovana protein kinaza
AST Aspartataminotransferaza

ATP Adenosintrifosfat

BCRP ,Breast cancer resistance protein‘
BSEP ,,Bile salt export pump*

FXR »Farnesoid X receptor*

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat
CAR ,»Constitutive androstane receptor*
CYP Isoformy cytochromu P450
Cyp7al Cholesterol-7a-hydroxylaza
FAS ,Fatty acid synthase

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

IL-1 Interleukin 1

IL-6 Interleukin 6

LDL ,Low density lipoprotein‘

LXR ,Liver X receptor*

MDR »Multidrug resistance protein‘

MRP ,Multidrug resistance-associated proteins
NAFLD »Non-alcoholic fatty liver disease*

NASH ,Non-alcoholic steatohepatitis‘

48



NTCP »Na+-taurocholate cotransporting polypeptide*

OAT ,,Organic anion transporter

OATP ,»Organic anion transporting polypeptide*

OCT ,Organic cation transporter

OSTo/P ,Organic solute transporter o/p*

PPAR-a ,Peroxisome proliferator-activated receptor o
PXR »Pregnane X receptor*

RT-PCR ,Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
SIRT1 »Silent mating type information regulation 2 homolog*
SLC ,.Solute carrier*

SREBP »Sterol regulatory element-binding protein®

TAG Triacylglycerol, triglycerid

TNF-a ,,Jumor necrosis factor o

Poznamka

Zkratky uvedenych transportnich proteinti a biotransformacnich enzymul jsou popisovany

velkymi pismeny u lidi a malymi pismeny vyskytuji-li se u potkant.
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