Abstrakt

Bilirubin (BR) byl dlouho povazovan pouze za odpadni molekulu s potencidlné
toxickymi ucinky zejména na centralni nervovy systém. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze BR ptisobi i
a imunomodula¢ni G¢inky, nicméné piesné mechanismy jsou stile pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. Hlavnim cilem této prace bylo studium protektivnich i¢inkd BR na experimentalnich
in vivo a in vitro modelech ve vztahu k zanctu a oxida¢nimu stresu. Dil¢im cilem prace bylo
zavedeni a validace analytické metody pro stanoveni BR a lumirubinu.

Potkaniim kmene Gunn a pfislusnym normobilirubinemickym kontroldm byl aplikovan
lipopolysacharid (LPS, 6 mg/ml, i.p.) nebo fyziologicky roztok. Po 12 hodinach byla odebrana
krev a vybrané organy na analyzu markerd zan¢tu a jaterniho poskozeni. Primarni hepatocyty
izolované z jater experimentalnich potkanti byly ovlivnény BR
a TNF-0, bun&né linie HepG2 a SH-SY5Y byly ovlivaény BR a kyselinou
chenodeoxycholovou. Hyperbilirubinemicti potkani méli po aplikaci LPS ve srovnani
s normobilirubinemickymi potkany signifikantné¢ snizenou zanétlivou odpovéd’ a stupen
jaterniho poSkozeni. U potkanti kmene Gunn jsme pozorovali odlisny profil podskupin
leukocytll a zaroven snizeni exprese mRNA a koncentrace cytokini IL-6, TNF-a, IL-1
a IL-10 ve srovnani s kontrolami. Exprese mRNA LBP (proteinu vazajictho LPS) byla
u potkant Gunn zvySena pted i po aplikaci LPS oproti kontrolam. Zaroven byla aktivita AST a
ALT, markert hepatocelularniho jaterniho poskozeni, vyznamné niZsi u potkanit kmene Gunn
ve srovnani s kontrolami ovlivnénymi LPS. Expozice primérnich hepatocyti TNF-a vedla k
aktivaci drahy NF-xB a fosforylaci jeji podjednotky p65, BR stupenn fosforylace této
podjednotky signifikantn€ snizoval. BR také snizoval oxidacni stres vyvolany kyselinou
chenodeoxycholovou in vitro. Metoda LC-MS/MS pro soucasné stanoveni BR a lumirubinu
byla line4rni aZ do 400 pmol/1 pro BR a 100 pmol/l pro lumirubin se submikromolarnimi limity
detekce a s parametry platnymi pro relevantni pouZiti v klinické chemii.

Zavérem lze tici, Ze hyperbilirubinémie u potkant kmene Gunn je spojena se snizenym
stupném zanétu a niz§im jaternim poskozenim po expozici LPS. Soucasné jsme potvrdili llohu
BR pfi ochrané bunck pted oxidacnim stresem vyvolanym kyselinou chenodeoxycholovou.

Byla zavedena a validovana LC-MS/MS metoda pro soucasné stanoveni BR a lumirubinu.
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