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Abstrakt

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

Hyperbilirubinemickym potkaniim kmene Gunn a piislusSnym 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 markerli zanétu a jaterniho
poskozeni. Primarni hepatocyty izolované z jater experimentalnich potkanii byly ovlivnény BR
a TNF-0, bunétné linie HepG2 a SH-SYS5Y byly ovlivnény BR a kyselinou
chenodeoxycholovou. Hyperbilirubinemicti potkani méli po aplikaci LPS ve srovnani
s normobilirubinemickymi potkany signifikantné¢ sniZenou zanétlivou odpovéd a stupen
jaterniho poskozeni. U potkanii kmene Gunn jsme pozorovali odlisny profil podskupin
leukocytll a zarovenl snizeni exprese mRNA a koncentrace cytokint IL-6, TNF-a, IL-1p a
IL-10 ve srovnani s kontrolami. Exprese mRNA LBP (proteinu vazajiciho LPS) byla u potkanii
Gunn zvysena pied i po aplikaci LPS oproti kontrolam. Zaroven byla aktivita AST a ALT,
markerd hepatocelularniho jaterniho poskozeni, vyznamné niz$i u potkanti kmene Gunn ve
srovnani s kontrolami ovlivnénymi LPS. Expozice primarnich hepatocytd TNF-o vedla k
aktivaci drahy NF-kB a fosforylaci jeji podjednotky p65, BR stupen fosforylace této
podjednotky signifikantn¢ snizoval. BR také snizoval oxidacni stres vyvolany kyselinou
chenodeoxycholovou in vitro. Metoda LC-MS/MS pro souc¢asné stanoveni BR a lumirubinu
byla linedrni 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 fici, Zze hyperbilirubinémie u potkani kmene Gunn je spojena se snizenym
stupném zanétu a niz§im jaternim poskozenim po expozici LPS. Soucasn¢ jsme potvrdili llohu
BR pfii ochrané bunck pred oxidacnim stresem vyvolanym kyselinou chenodeoxycholovou.
Byla zavedena a validovana LC-MS/MS metoda pro soucasné stanoveni BR a lumirubinu v
lidském séru.

Abstract

For a long time, bilirubin (BR) has been considered a waste molecule with potential
toxic effects especially on the central nervous system. Later, it was found that BR exhibited
cytoprotective effects and mildly elevated BR levels showed antioxidant, anti-inflammatory
and immunomodulatory properties, however, exact mechanisms of the anti-inflammatory
actions of BR have not been fully understood yet. The main aim of this study was to assess the
protective effects of BR using experimental in vivo and in vitro models in relation to
inflammation and oxidative stress. Partial goal was to establish validated analytical method for
determination of BR and lumirubin.

Hyperbilirubinemic Gunn and heterozygous rats were treated with lipopolysaccharide
(LPS, 6 mg/kg, IP) or vehicle (saline). After 12 hours, blood and organs were collected for
analyses of inflammatory and hepatic injury markers. Primary rat hepatocytes were treated with



BR and TNF-a, HepG2 and SH-SY5Y cell lines were treated with BR and chenodeoxycholic
acid. LPS-treated Gunn rats had a significantly decreased inflammatory response and hepatic
injury compared to LPS-treated normobilirubinemic controls. We found different profile of
leukocytes subsets and decreased systemic mRNA expressions and concentrations of IL-6,
TNF-a, IL-1B and IL-10 in Gunn rats. Hepatic mRNA expression of LPS-binding protein was
upregulated in Gunn rats before and after LPS treatment. In addition, activities of AST and
ALT, markers of hepatocellular damage, were lower in Gunn rats as compared to in LPS-treated
controls. The exposure of primary hepatocytes to TNF-a resulted in the activation of the NF-
kB pathway and phosphorylation of its p65 subunit, however, the degree of p65
phosphorylation was significantly decreased by BR. BR also reduced chenodeoxycholic acid-
induced oxidative stress in vitro. A LC-MS/MS method for the simultaneous determination of
lumirubin and BR was linear up to 400 umol/L for BR and to 100 pmol/L for lumirubin with
submicromolar limits of detection, with validity parameters relevant for use in clinical
chemistry.

In conclusion, our results indicate that hyperbilirubinemia in Gunn rats is associated
with an attenuated systemic inflammatory response and decreased liver damage upon exposure
to LPS. Simultaneously, we confirmed the role of BR in protecting cells against oxidative stress
induced by chenodeoxycholic acid. A LC-MS/MS method for the simultaneous determination
of BR and lumirubin in human serum was established and validated.

Seznam pouzitych zkratek

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartataminotransferasa

Bf volny bilirubin

BR bilirubin

BV biliverdin

CDCA chenodeoxycholova kyselina

HMOX hemoxygenasa

HPLC high pressure liquid chromatography, vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie

HSA human serum albumin, lidsky sérovy albumin

LPS lipopolysacharid

gDNA genomova deoxynukleova kyselina

LC-MS/MS kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

LPS lipopolysacharid

MBR mezobilirubin

MEM minimalni esencidlni médiu Eagle

TNF-a tumor nekrozovy faktor o

UGT1A1 UDP glukuronozyl transferasa



1 Uvod

1.1 Metabolismus a transport bilirubinu

Bilirubin (BR) je finalni produkt katabolické drahy hemu. Hem je nejprve enzymaticky
Stépen mikrosomalni hemoxygenasou (HMOX) na biliverdin (BV), oxid uhelnaty (CO) a kation
zeleza za spotieby tii molekul kysliku a redukéniho ekvivalentu NADPH (/). HMOX patii mezi
vyznamné enzymy podilejici se na ochrané¢ pfed oxida¢nim stresem (2), CO je vyznamnou
signalni molekulou (3) a BV je povazovan za dilezitou antioxida¢ni a cytoprotektivni latku (4).

Chemicky patfi BR mezi tetrapyroly, kde jsou dva rigidni planarni dipyroly spojeny
metylenovymi mustky (5). Piestoze ve struktuie BR lze nalézt polarni skupiny, BR se chova
jako hydrofobni molekula, kterd je pii fyziologickém pH témét nerozpustnd ve vodé (6).
Vzhledem k hydrofobnimu charakteru BR je téméf 90 % celkového BR v cirkulaci u dospélych
jedinct nekovalentné vazano k albuminu (7) V cirkulaci se vyskytuje pouze nepatrné mnozstvi
(méné nez 0,01 %) volného BR (Bf), jenz je ptimo zodpovédny za biologické ti€inky v bunikach
a tkénich v zavislosti na koncentraci. Fyziologické koncentrace celkového BR jsou udavany
mezi 2,0-17,0 umol/l (8).

BR je pienesen do jater, kde nejprve dochdzi k disociaci BR z albuminu a poté
k translokaci BR pies bazolaterdlni membranu hepatocytu. Jakmile je BR pifenesen pies
membranu do cytosolu jaterni buiiky, dochazi ihned k jeho solubilizaci pomoci proteinti Y a Z,
coz zabranuje zpétné pasivni difuzi z bunky a vazbé BR na membranu (9). V hladkém
endoplazmatickém retikulu hepatocytu je BR konjugovan nejcastéji s endogenni kyselinou
glukuronovu vazbou na jednu nebo obé karboxylové skupiny, coz zvySuje jeho polaritu a
usnadiiuje vylucovani. Reakce je katalyzovana mikrosomalni UDP- glukuronosyl transferasou
(UGT1Al) a konjugovany BR je poté¢ vyloucen do Zluce aktivnim transportem. Aktivni
transport do zluce je zprostfedkovany zejména ABC pienaseem MRP2 (Multidrug resistence-
asociated protein-2) (10).

Konjugovany BR poté prochézi intra- a extrahepatalnimi Zlu¢ovody do lumen tenkého
a dale do tlustého stieva, kde dochéazi k hydrolyze B-glukuronidasou a nasledné redukci na
derivaty BR (urobilinoidy) a neenzymové oxidaci na urobiliny (/7). Cast urobilinoidi se
vstiebava ze stievniho lumen do portalniho fecisté a je resekretovana jatry (enterohepatalni
cirkulace).

1.2 Biologické ucinky bilirubinu

1.2.1 Toxicita bilirubinu

Ackoliv mirné zvysené systémové koncentrace BR 1ze dle poslednich studii povaZzovat
za protektivni faktor (72), nadmérné zvySené koncentrace (nad 340 pumol/l podle typu
poskozeni) jsou prokazatelné toxické (13). ZvySené koncentrace BR (nad 17 umol/l) jsou
nazyvany hyperbilirubinémie, souvisi s poruchou jeho metabolismu a jsou klasifikovany na
nekonjugované (premikrozomalni), konjugované (postmikrozomalni) a smiSené (74).

Nekonjugované hyperbilirubinémie jsou zpisobeny tfemi hlavnimi patofyziologickymi
mechanismy, a to nadprodukci BR, poruchou vychytdvani BR hepatocytem a poruchou jeho
konjugace. Konjugované hyperbilirubinémie jsou zplsobeny zejména bilidrni obstrukci a
intrahepatélni cholestazou. Mezi smiSené hyperbilirubinémie fadime hepatocelularni poSkozeni



(15-18). Mezi vrozené hyperbilirubinémie patii Gilbertv a Criglertiv-Najjartav syndrom 1. a II.
typu (snizend funkce UGT, nekonjugovany typ) a Dubinlv-Johnsonliv a Rotoriv syndrom
(defekt transportu BR, konjugovana hyperbilirubinémie) (79, 20).

Novorozeneckd hyperbilirubinémie, zndma jako novorozenecka zloutenka (koncentrace
BR v prvnich dnech 86-103 pmol/l) (21), postihuje az 87 % ptedcasné narozenych i zdravych
donoSenych déti (22) a na jeji manifestaci se podili vice faktort (8). Mezi hlavni patii
nedozralost hematoencefalické bariéry a nezralost jaternich transportérti a glukuronosylacnich
mechanismu. Fyziologicka novorozenecka zloutenka ma maly klinicky vyznam a samovoln¢
vymizi béhem nékolika dnti po narozeni, nicmén¢ dalsi rizikové faktory jako je nizka porodni
hmotnost, akutni hemolytické stavy, defekty erytrocytti, nekompatibilita krevnich skupin,
predcasny odtok plodové vody, uzivani nékterych 1¢kt v t€hotenstvi ¢i neonatalni infekce jsou
predpokladem pro manifestaci tézké novorozenecké hyperbilirubinémie (104-291 umol/l) (23,
24). Ke snizeni toxickych u¢ink BR je v klinické praxi bézné pouZzivana fototerapie s cilem
zejména snizit sérovou koncentraci BR ¢i zabranit jeji zvySovani. Fotochemicka energie
modrozelené oblasti spektra svétla (430-490 nm) je vyuZita ke zméné tvaru a struktury BR (25)
(fotoizomery BR a oxidac¢ni produkty), které mohou byt rychleji vylou€eny z organismu zluci
¢1 moci nezavisle na rychlosti konjugace.

1.2.2 Antioxida¢ni Gc¢inky bilirubinu

Antioxidacni G¢inky BR jsou dany zejména ptitomnosti C-10 methylenové skupiny
tetrapyrolu, ktera ochotné poskytuje elektron reaktivnim formam kysliku (reactive oxygen
species, ROS) a slouzi jako tzv. lapa¢ volnych radikali (free radical scavenger). Zaroven BR
inhibuje bézné izoformy enzymu NADPH-oxidasy a tim zvySuje své antioxidacni U¢inky (26,
27). BR zabraiiuje peroxidaci mastnych kyselin, fosfolipida (28), proteint (29) ¢i lipoproteinu
LDL (30) a snizuje karbonylaci bilkovin. BR v nizkych koncentracich také chrani neuronalni
buniky pfed oxida¢nim stresem (3/) ¢i funguje jako antioxidant v lidskych vaskuldrnich
endotelialnich bunkéach (32). BR putsobi in vitro 1 in vivo také proti Skodlivym u¢inkiim
prooxidanti v€etné ZluCovych kyselin (72) a zaroveii snizuje oxidacni poSkozeni jater vyvolané
nahromadénymi zlu¢ovymi kyselinami béhem cholestazy (33).

Role BR jakoZto jednoho z nejsilnéjSich endogennich antioxidantii je zndma i z klinické
praxe (34). Existuje dokonce souvislost mezi koncentraci BR a celkovou antioxida¢ni kapacitou
séra ovliviiyjici rozvoj ischemické choroby srde¢ni (35). Obecné mirn€ zvysené systémoveé
koncentrace BR jsou dnes jiZ povazovany za protektivni faktor. Piikladem je zavislost mezi
snizenou sérovou koncentraci BR a zvySenym rizikem vzniku rozvoje systémovych chorob
spojenych s vy$Sim oxida¢nim stresem (36). Sérova koncentrace BR je tedy vyznamny
antioxida¢ni marker a byva ovlivnéna mnoha faktory, naptiklad v€kem (37), pohlavim (niZsi
koncentrace BR u Zen), dietou (hladovénim se zvySuje sérovy BR), koufenim (koufeni vyrazné
snizuje koncentraci BR) a spotfebou 1kt ¢i rostlinnych produkti (38).

1.2.3 Protizanétlivé ucinky bilirubinu
(39). Béhem prvotni odpovédi dochdzi nejprve k aktivaci a posléze migraci leukocytl
(neutrofili, monocyti a eozinofilll) z krevniho systému do mista poskozeni za spoluprace



tkanovych zirnych bunék. Béhem této akutni faze zanétu dochazi také k diferenciaci monocyti
na makrofagy, jez jsou hlavnimi zdroji cytokini (40). Cytokiny jsou malé rozpustné proteiny
syntetizované témer vSemi jadernymi buitkami a jsou povazovany za mediatory zanétu (41).
Sekrece cytokintl je pfisn¢ regulovana zejména nukledrnim transkripénim faktorem NF-kB.
Aktivace NF-«kB hraje klicovou roli v regulaci zanétlivé odpovédi. Komplex NF-«B je ve své
neaktivni formé lokalizovan v cytoplasmé, vazan ke svému inhibitoru IkB, jenz zabraiuje
translokaci do jadra. V klasické draze (kanonické) dochazi po stimulaci nejprve k aktivaci IKK
komplexu (IKK, IKKa a NEMO), coz usti ihned k fosforylaci IkB. Fosforylovace vede
k ubikvitinaci a proteazomalni degradaci kB a k uvolnéni a aktivaci NF-kB, ktery je nasledné
posttranslaéné modifikovan (fosforylaci, acetylaci a glykosylaci) a translokovan do jadra, kde
spousti transkripci klic¢ovych zanétlivych gent (42, 43).

V literatute lze dohledat, ze pii nizkych koncentraci potlacuje BR praveé sekreci
prozanétlivych cytokinti (IL-2) a tim reguluje zanét in vitro (44). Béhem poslednich let byla
zjiSténa pfimd asociace mezi snizenym rizikem rozvoje revmatoidni artritidy a vyssi celkovou
koncentraci BR v séru (45). Vyznamné souvislosti lze dohledat i mezi zanétlivym
onemocnénim stfev a koncentracemi BR. Zaroven jedinci s Gilbertovym syndromem mayji
snizenou predispozici pro rozvoj zanétlivého onemocnéni stiev (Crohnovy choroby) (46).

Data z klinickych studii jsou potvrzena i experimentalnimi in vivo a in vitro studiemi.
Jednim z mechanismii muze byt inhibicni vliv BR na fosforylaci proteini (47).
V experimentalnim modelu zéanétlivé kolitidy u mysi BR inhiboval migraci leukocyti a
zabranoval poSkozeni stfevni sliznice (48). V modelu zanétu indukovaném LPS u mysi
inhiboval BR zvySeni exprese syntasy oxidu dusnatého prostfednictvim inhibice TLR-4
receptori (27, 49). Novéjsi studie dokladaji, ze BR zabrafiuje potlacenim vrozené imunity v
in vivo podminkach odmitnuti Stepu pfi transplantaci (50). V lonském roce byla publikovana
studie dokladajici snizeni zanétlivych parametrt a prevenci arterialni neointimalni hyperplazie
pii pouziti koronarnich stentii potaZzenych BR (57). NaSe skupina jiz dfive prokazala, Ze mirna
hyperbilirubinémie chrani pfed zanétem spojenym se starnutim (52).

Data z poslednich let presvédciveé naznacuji, ze kromé vySe uvedenych antioxida¢nich
a protizanétlivych ucCinki ovlivituje BR mnoho etdzi imunitniho systému, a to jak na Urovni
ptirozené, tak 1 adaptivni imunity (53-55). Za zminku stoji inhibi¢ni vliv BR na komplementovy
systém, kde dochdzi k inhibici v kroku CI1 klasické drahy (56), interakce s Fc receptory
makrofagl (57), modifikace exprese MHC II glykoproteinli (54) ¢i ovlivnéni diferenciace
T bunék véetné T regulacnich lymfocytl (58). Aktivitu cytotoxickych T-lymfocyti moduluje
BR snizenim syntézy DNA, expresi antigenu Tac (CD25) a expresi receptoru pro transferin
(CD71)(59).

1.3 Stanoveni koncentrace bilirubinu

Vzhledem k vySe uvedenym biologickym ucinkiim BR je nutné pro vyzkumné ucely
stanovit pfesnou analytickou koncentraci BR, zejména méfit nizké koncentrace. Dnes se
v rutinni praxi BR stanovuje diazoreakci, ve které BR reaguje s diazotovanou kyselinou
sulfanilovou a to bud’ pfimo, bez akceleratoru (konjugovany BR), anebo nepiimo (reaguje az
po pridani akceleratoru, nekonjugovany) (60). Ackoliv diazoreakce patii mezi levné a rychlé
metody a moznost faleSné€ pozitivnich vysledki byva zohlediovéna, referen¢ni hodnoty vydané
v riiznych laboratofich se mohou lisit aZ o desitky procent (61).



Z tohoto dtivodu jsou v poslednich letech studovany a zavadény alternativni metody
stanoveni koncentrace BR v biologické matrici. Pro vyzkumné ucely byla v nasi laboratofi
zavedena vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s UV/VIS detekci
umoznujici stanoveni BR v nanomolarnich koncentracich (62). BR je mozno stanovit v séru,
v bunikach ¢i v tkanich. Klasické HPLC metody jsou posledni dobou nahrazovany LC-MS, kdy
1ze dosahnout vyssi citlivosti a zrychleni analyzy vzorku.

2 Hypotézy a cile diserta¢ni prace

Cilem piredkladané disertacni prace byl vyzkum protektivnich Gcinki BR na
experimentalnich in vivo a in vitro modelech ve vztahu k zinétu a oxida¢nimu stresu.
Vramci této prace byly fteSeny nasledujici problematiky: genotypizace normo- a
hyperbilirubinemickych potkanti, studium vlivu BR na systémovy zanét vyvolany
lipopolysacharidem in vivo, izolace primarnich hepatocyti z normo- a hyperbilirubinemickych
potkant a studium efektu BR na oxidacni stres in vitro. Dil¢im cilem prace bylo zavedeni nové
LC-MS/MS metody na stanoveni koncentrace BR a jeho fotooxida¢niho produktu lumirubinu
v séru.

3 Material a metodika

Genotypizace normo a hyperbilirubinemickych potkant

Kvili zpfesnéni, zrychleni a pro standardizaci zafazeni nové narozenych potkani a
celého chovu byla zavedena metoda restrikéni analyzy (polymorfismus délky restrikénich
fragmentl, RFLP) pro genotypizaci experimentalnich zvifat pouzitych pro in vivo 1 in vitro
studie. Izolovina gDNA byla namnoZena metodou PCR spouziti primerd L
(5’-CCATCCCGAGTTCCTACAATG-3") a R (5-" TGACAGTTTTAAGGGCGTTTTC-3").
NamnoZena DNA byla $tépena enzymem Mval a po restrikci byly ziskany fragmenty s délkou
276, 45 bp pro homozygoty a 276, 232, 45 bp pro heterozygoty.

In vivo experimenty

Hyperbilirubinemicti a kontrolni potkani byly nahodné rozdéleni do dvou skupin
(1-LPS, 6 mg/kg, 2-fyziologicky roztok). Po 12 hodinach byla zvifata usmrcena a byla jim
odebrédna krev a vybrané organy na biochemické analyzy. Ze séra byly stanoveny parametry
jaterniho poskozeni celkovy BR a aktivita ALT, ALP a AST, a dale cytokiny IL-1B/IL-1F2,
IL-10, TNF-a a IL-6. Z plné krve byly stanoveny pocty T lymfocytl pritokovou cytometrii.

Z krve a jater byla izolovana celkovd mRNA a pfepsdna do cDNA. Kvantitativni real
time PCR byly stanoveny geny pro interleukin-6 (Rn01410330 ml), tumor nekrotizujici
faktor-a  (Rn99999017 ml), interleukin-10  (Rn00563409 ml), interleukin 1-B
(Rn00580432 m1), LBP (Rn00567985 ml) a B-2 mikroglobulin (Rn005608865 m1).

Purifikace a rozpousténi komer¢éniho nekonjugovaného bilirubinu
V ramci disertacni prace byl pouZivan modifikovany postup purifikace komercné
dostupného BR bez ptitomnosti svétla (63). Purifikovany BR byl rozpustén dle (62) s malou



modifikaci, tedy 2,8 mg BR bylo rozpusténo ve 2 mL 0,1 M NaOH a ihned zneutralizovano s
1 mL 0,1 M H3POg4. BR byl poté smichan s 7 mL roztoku BSA (660 pM).

In vitro experimenty
Izolace a kultivace primarnich hepatocyti

Primarni hepatocyty (PH) byly izolovany dvoufazovou kolagendzovou metodou dle
(64). Bunécna viabilita PH byla stanovena barvenim trypanovou modfi a izolované hepatocyty
byly natedény ve Williamsové médiu s pfidavkem 1 % penicilinu/streptomycinu, 1 % L-
glutaminu, 0,06 % insulinu a 5 % FBS. PH byly vysety na misky potazené kolagenem (Colagen
from rat tail II) a 3 hodiny inkubovany pii 37 °C, 5 % CO.. Druhy den byly PH kultivovany
s kompletnim médiem obsahujici BR (10-100pM) a TNF-a (12-100 ng/ml) po dobu 0-24 h.
Bunécna viabilita byla stanovena MTT testem. Intracelularni koncentrace BR byla stanovena
dle (62).

Experimenty s bunéénymi kulturami

Lidskd neuroblastomova bunéénd linie SH-SYS5Y a bunécénd linie lidského
hepatoblastomu HepG2 byla kultivovana v MEM s 10 % FBS, 5 % CO; pti 37 °C. Buiky
SH-SYS5Y a HepG2 byly nasazeny na 6-jamkové desti¢ky v koncentraci 50 000 bunék/l1cm? a
ovlivnény silnym induktorem tvorby ROS kyselinou chenodeoxycholovou (CDCA) (80 uM) a
BR (1 uM) po dobu 4 hodin.

Méi‘eni intracelularni produkce ROS

Produkce ROS byla stanovena s pouzitim fluorescencni sondy 5- (a-6) chlormethyl-
2''7'-dichlorodihydrofluoresceinu diacetatu acetylesteru (CM-H>,DCFDA, Life Technologies,
USA). Bunky SH-SYS5Y byly inkubovany s CDCA (80 uM) nebo s antioxidantem BR (1 uM)
po dobu 24 hodin. Po inkubaci byly bunky 2x promyty PBS a k buitkdm byl pfidan 10 uM
CM-H>DCFDA a nasledovala dalsi inkubace po dobu 30 minut pii teplot¢ 37 °C ve tme.
Ptebytecné barvivo bylo odstranéno promytim PBS.

Izolace proteinovych extrakti a elektroforeticka separace proteinu

Z PH a bunécnych kultur SH-SYSY a HepG2 byl izolovén celkovy proteinovy extrakt
a pouzit na analyzy pomoci Western blotu. Vzorky byly nejprve nafedény na stejnou
koncentraci proteinii pomoci lyza¢niho pufru a ke vzorkim byl pfidén pufr (4x Laemmli
vzorkovy pufr, Biorad) a ¥4 objemu B-merkaptoetanolu. Vzorky byly denaturovany 10 minut
pii 95 °C. 35-40 pg vzorku bylo rozdéleno dle elektroforetické pohyblivosti pomoci
elektroforesy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE).
Elektroforeticka separace probihala pti konstantnim napéti 200 mV po dobu 60 minut.

Western blot

Elektropienos probihal na ledu po dobu 90 minut pfi konstantnim napéti 100 mV a
maximalnim proudu 350 mA. Déle byly membrany blokovany v 5 % BSA v TTBS po dobu 1,5
hodiny a po promyti 10 minut v TTBS inkubovany s primarnimi protilatkami v 1 % BSA
v TTBS anti phospho-NF-kB p65 (Ser536) (fedéni 1:2000), anti NF-kB p65 (fedéni 1:3500),
anti [kB-o (fedéni 1:3500), anti phospo-IkB-a (Ser132) (fedéni 1:1500), anti IKKp (fedéni
1:3500), anti phospho-IKKa/B (Ser176/180) (fedéni 1: 1500) a anti B-aktin (fedéni 1:5000)
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(vSechny od Cell Signaling Technology, MA, USA) pies noc pii 4 °C. Pro druhou ¢ast
experimentl byla pouzita primarni protilatka proti GM3 syntase (fedéni 1:2000, Santa Cruz sc-
365329, USA) a P-aktin (1: 2000; Cell Signaling Technology, USA). Po promyti 3x10 minut
v TTBS byly membrany inkubovany 1 hodinu s prasec¢i sekundarni protilatkou anti-Rabbit IgG-
HRP (fedéni 1:3333, Dako, USA) nebo kralici anti-mysi m-IgGK BP-HRP (Santa Cruz, USA).

Stanoveni koncentrace bilirubinu a jeho fotoprodukti metodou LC-MS/MS
Piiprava kalibra¢nich roztoku

Izolovany lumirubin byl zfedén s lidskym sérovym albuminem (HSA) na konecnou
koncentraci 200 pmol/1 a smichan s BR rozpusténym v DMSO v koncentraci 800 umol/1
(1: 1,v/v., zasobni roztok). Tento zasobni roztok byl nasledn¢ ziedén HSA na konecnou
koncentraci 0,01; 0,1;1; 10; 25; 50 a 100 umol/1 pro lumirubin a 0,04; 0,4;4; 40; 100; 200 a
400 pumol/l pro BR. Vsechny kalibra¢ni roztoky i vnitini standard (ISTD) 5 pmol/l
mezobilirubinu (MBR) v DMSO byly skladovany pfi teplot¢ -80 °C a pouzivany béhem
3 mésict. 10 uL HSA (bod nula) nebo kalibra¢niho roztoku lumirubinu/BR a 20 pL ISTD bylo
smichano dohromady a ptipraveno pro LC-MS/MS analyzu.

Priprava vzorkii na LC-MS/MS analyzu

Deset pl vzorku séra bylo smichdno s 20 pl ISTD. Proteiny byly ze séra odstranény
smichanim vzorku s 1 ml metanolu obsahujiciho antioxidanty 0,3 % BHT, 0,1 % kyseliny
askorbové a 0,5 % CH3COONH34 a naslednou centrifugaci po dobu 40 minut pii 16 000xg. Poté
bylo odebrano 100 pl kone¢ného supernatantu a do LC-MS/MS analyzatoru byly nastiiknuty
3 ul.

Statistické vyhodnoceni

Pro normalné distribuovana data byl pouzit Studentiv parametricky neparovy/parovy
t-test, data snenormdlnim rozloZzenim byla analyzovana pomoci neparametrického
Mann-Whitneyho testu. Pro porovnani vice skupin byla pouzita ANOVA pro parametrické
nebo Kruskal-Wallisova ANOVA pro neparametrické rozlozeni dat s post hoc analyzou
(Dunntv test). V zavislosti na normalit¢ a distribuci dat jsou vysledky vyjadfeny jako
pramér+SD nebo median (25-75 %). Rozdily p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné

4 Vysledky

4.1 Genotypizace normo a hyperbilirubinemickych potkani

Pro charakterizaci potkanti a zavedeni metody genotypizace byly navrzeny primery
Gunn L ccatcccgagttcctacaatg aGunn R tgacagttttaagggegttttc avybran
enzym Mval. Byly ziskdny PCR produkty po restrikci Mval pro homozygoty (276 bp),
heterozygoty (276, 232 bp) a wildtype (232 bp).

4.2 In vivo experimenty

Pro vyhodnoceni vlivu BR na systémovy zanét byly z odebrané plné krve hyper a
normobilirubinemickych potkand nejprve stanoveny markery systémového zanétu. Celkovy
pocet bilych krvinek byl zvySen u kontrolnich potkanti po aplikaci LPS (p<0,05), zatimco u
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hyperbilirubinemickych potkani nebyl narast WBC po aplikaci LPS pozorovan. Na zanét
vyvolany LPS reagovali kontrolni potkani signifikantnim zvySenim poctu neutrofild,
monocytl, bazofill, eozinofili a snizenim lymfocytti (p<0,05). Nicméné narust téchto
parametrt byl u hyperbilirubinemickych potkanti po aplikaci LPS vyznamné slabsi (p <0,05).

Nasledné nas zajimal vliv BR na jednotlivé subpopulace T lymfocyti a jeho pfipadny
vliv. na imunitni systém, proto byly méfeny zmény v populaci krevnich
T lymfocytii u obou zvifecich modela po aplikaci LPS. Po vyvolani zanétu jsme pozorovali
niz§i pocet CD4'T bunék a vyssi pocet CD8'T bunék u obou zvifecich modelt oproti
kontrolam, nicmén¢ tato zména byla u hyperbilirubinemickych potkant vyrazné;si (p < 0,05).
Zaroveni pomé&r CD4"/CD8'T, markeru imunitni aktivace (65), byl signifikantng vyssi u
potkand kmene Gunn oproti heterozygotiim (p < 0,05).

Ze séra vyse uvedenych potkanti byly dale stanoveny markery jaterniho poskozeni. U
normobilirubinemickych potkand doslo po aplikaci LPS k nartstu celkové koncentrace BR
(p < 0,01), zatimco u hyperbilirubinemickych potkani nebyl nariist BR po aplikaci LPS
pozorovan. Zvyseni aktivity ALT, markeru hepatoceluldrniho jaterniho poskozeni, bylo po
aplikaci LPS signifikantné¢ oslabeno u hyperbilirubinemickych potkanii ve srovnani
s kontrolami, stejné tak jako aktivita AST, markeru nekrozy hepatocytu. Aktivita ALP, markeru
cholestatického poSkozeni, byla signifikantné zvySend jak u normobilirubinemickych tak i
hyperbilirubinemickych potkani po aplikaci LPS, nicméné bez signifikantniho rozdilu mezi
obéma zvifecimi modely.

Pro detailnéjsi pochopeni vlivu BR na systémovy zanét byla méfena exprese mRNA
vybranych zanétlivych cytokinti v jatrech i zplné krve normobilirubinemickych a
hyperbilirubinemickych potkani. U hyperbilirubinemickych potkant byla po 12 hodinach bez
vlivu LPS v jaterni tkadni detekovana niz§i exprese mRNA prozanétlivych cytokinG IL-6
(p<0,05) a TNF-a (p <0,05) oproti normobilirubinemickym jedinclim, u ostatnich cytokinti
nebyly tyto zmény pozorovany. Po 12 hodinach plisobeni LPS bylo pozorovano vyznamné
zvySeni exprese mRNA prozanétlivych jaternich cytokinit TNF-a, IL1-f a proti-zanétlivého
IL-10 (p<0,05), nicméné¢ tento nartst byl signifikantné nizsi u hyperbilirubinemickych potkanti
ve srovndni s normobilirubinemickymi jedinci. Podobné vysledky byly ziskdny pii méteni
exprese mRNA vySe uvedenych cytokinli z plné krve. U hyperbilirubinemickych potkant
kmene Gunn byly exprese mRNA vSech cytokind IL-6, TNF-a, IL1-B a IL-10 po 12 hodinach
plsobeni LPS signifikantné niz8i neZ u normobilirubinemickych kontrol (p<0,05). Zaroven
snizena (p<0,05) i1 pted aplikaci LPS. Dale jsme stanovili sérové koncentrace vybranych
cytokinll z odebrané krve vSech experimentalnich potkand. Pozorované zmény v koncentracich
cytokini po aplikaci LPS korelovaly s vysledky exprese mRNA danych proteini. U
hyperbilirubinemickych potkant byla zméfena nizsi koncentrace cytokinti IL-6 , TNF-a i1 IL-
10 (p<0,05) ve srovnani s normobilirubinemickymi kontrolami

Abychom zjistili, zda mtize hyperbilirubinémie ovlivnit produkci LBP, méfili jsme
v jatrech experimentalnich zvifat exprese mRNA LBP. Zjistili jsme vyssi exprese LBP u
hyperbilirirubinemickych potkanti pred (p<0,05) i po aplikaci LPS (p<0,05) ve srovnani s
normobilirubinemickymi kontrolami.
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4.3 In vitro experimenty s primarnimi hepatocyty

Nejprve byla méfena intracelularni koncentrace BR kvili sledovani ptipadnych rozdilt
ve vychytavani BR. Intracelularni koncentrace BR byla stejnd u obou typi PH nezavisle na
pridavku BR. Nasledné byly buitkky PH ovlivnény prozanétlivym cytokinem TNF-a. Z vysledk
vyplynulo, Ze PH izolované z hyperbilirubinemickych potkant byly odolnégjsi vii¢i ptidavku
TNF-a oproti kontrolnim primarnim hepatocytiim (p<0,05). Zaroven piidavek 10-40 uM BR
zvySoval bunécnou viabilitu u kontrolnich PH oproti buiikkdm ovlivnénych pouze TNF-a
(p<0,05).

Na zaklad¢ predchozich in vivo vysledkli byla méfena exprese mRNA LBP. U PH
izolovanych z hyperbilirubinemickych potkand jsme pozorovali signifikantni nariist exprese
mRNA LBP od 6 h inkubace pfi inkubaci bun¢k s 20 a 40 uM BR, zatimco vyssi koncentrace
BR (100 uM) tento efekt nekopirovaly (p<0,05). U kontrolnich PH nebyla v danych ¢asovych
intervalech (kromé¢ 40 uM BR po 24 h) detekovana vyssi exprese mRNA LBP, dokonce byla
exprese tohoto proteinu niz$i (v ¢ase 4 a24 h) oproti bunkdm neovlivnénym BR.

PH byly déle inkubovany s 10-40 uM BR a poté vystaveny u¢inkiim TNF-a. Sledovany
byly rozdily ve fosforylaci ¢i celkovém mnoZzstvi vybranych podjednotek drahy NF-kB. TNF-
o indukoval fosforylaci podjednotky NF-«kB p65, nicméné piidavek BR signifikantné
fosforylaci snizoval (p<0,05). Celkové mnozstvi NF-kB p65 proteinu, IKKP proteinu ani
inhibitoru IkBa nebylo pfidavkem BR ¢i TNF-a ovlivnéno. Zaroven fosforylace podjednotek
IKKo/B a IkBa, vyvolana TNF-a nebyla signifikantné BR ovlivnéna.

4.4 Méreni intracelularni produkce ROS a vliv bilirubinu na oxidacni stres in vitro

Abychom objasnili, zda oxidac¢ni stres vyvolany CDCA ovliviiuje expresi GM3 syntasy
byly bun&éné linie SH-SY5Y a HepG2 inkubovany s CDCA nebo bilirubinem po dobu 4 hodin.
Vyrazné zvyseni exprese mRNA GM3 syntasy bylo pozorovano pii inkubaci s CDCA, zatimco
BR expresi mRNA GM3 syntasy snizoval jak u SH-SYSY bunék, tak i u HepG2 linie. Tyto
vysledky byly potvrzeny 1 detekci exprese proteinu GM3 syntasy v bunééné linii
SH-SYS5Y Western blotem.

4.5. Stanoveni koncentrace bilirubinu a jeho fotoproduktii metodou LC-MS/MS

Pro dalsi vyzkumnou ¢innost a klinické ucely byla v nasi laboratofi zavedena analyticka
metoda LC-MS/MS, umoziujici velmi citlivé stanoveni koncentrace BR a jeho lumirubinu. Pro
urceni stability byl do vzorkt séra ptidany vzorky BR a lumirubinu ve tfech koncentracich (4,
40 a 400 uM pro BR a 1, 10 a 100 uM pro lumirubin) a byly opakované¢ méteny v priabéhu
delsiho casového obdobi. Kazdy vzorek byl méfen 10-krat za sebou (1 analyza za pul hodiny)
a vzorky byly pfipraveny tésn¢ pred analyzou. Bez pouziti antioxidanti (BHT, kyselina
askorbova) byla pozorovana velmi rychla degradace vnitiniho standardu (pozorované intenzity
signdlu analytu se snizily béhem 2,5 hodiny), ale pouziti antioxidantii zlepsilo stabilitu vnitiniho
standardu. U lumirubinu a BR nebyla pozorovana vyznamna degradace béhem Sestihodinového
testovani. Z vysledkli vyplynulo, Ze vzorky plazmy pro analyzu lumirubinu a BR Ize skladovat
pii teploté -80 © C po dobu nejméné tii mésicil.
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Dale byly testovany parametry metody pro jeji validaci. Linearita metody byla testovana
s pouzitim 8 kalibra¢nich boda pfipravenych v triplikatech v rozsahu koncentraci 0,04-400
umol/l pro BR a 0,01-100 pmol / 1 pro lumirubin, v daném potadi. Mez detekce byla 100 pmol/l
pro lumirubin a 80 pmol/l pro BR. Mez kvantifikace byla 330 pmol/I pro lumirubin a 264 pmol/l
pro BR.

5 Diskuze

V ramci této disertacni prace byly studovany protektivni u€¢inky BR ve vztahu k zanétu
a oxida¢nimu stresu. V naSi praci jsme se zamcéfili zejména na studium potencidlnich
protizanétlivych a¢inkih BR namodelu systémového zanétu vyvolaného LPS u
hyperbilirubinemickych potkanti kmene Gunn (se sérovou koncentraci BR kolem 60 pmol/l) ve
srovnani s normobilirubinemickymi kontrolami (BR 2 umol/l). Zjistili jsme, Ze mirna
nekonjugovand hyperbilirubinémie byla v naSem modelu systémového zanétu spojena se
snizenou zanétlivou odpovedi.

Na zéklad¢ ptedchozich studii zabyvajicich se detailni kinetikou exprese zanétlivych
cytokintl u potkant (66) a nasich pilotnich dat jsme zvolili pro nase experimenty 12 hodinové
pusobeni endotoxinu, které nebylo spojeno se zvySenou mortalitou zvifat. Podani LPS bylo
doprovazeno zvySenim WBC a relativniho procentudlniho zastoupeni neutrofilti a monocytt
spolu se sniZenim poctu lymfocyti (67, 68) v normobilirubinemickych kontrolach. Tyto zmény
vSak byly vyznamné mirnéjsi u hyperbilirubinemickych potkant kmene Gunn znacici oslabeni
zanétlivé odpovedi. Zarovei byla aplikace LPS doprovézena podstatnymi zménami v poméru
CD4'T/CD8'T buné&k, dulezitého markeru imunitni aktivace (65). U hyperbilirubinemickych
potkanii vedla aplikace LPS k podstatné vyssi produkci CD4'T bunék a zarovefi snizeni poétu
CD8'T bunék ve srovnani s normobilirubinemickymi kontrolami. V né&kolika klinickych
studiich bylo zji§téno, ze nizs§i pomér CD4"T/CD8'T je spojen se zvySenym cytotoxickym
skore a zvySenim rizika umrti pti septickych stavech (69-71). Zaroven je produkce bunck
CDS8'T lymfocyti modulovana aktivitou NADPH oxidasy (72).Vys$i pomér CD4"T/CD8'T
bun¢k a tedy niz8i cytotoxické skore pozorovany v nasi studii u hyperbilirubinemickych
potkantl, by proto mohl byt alesponi ¢aste¢né zptisoben jiz dfive popsanym inhibi¢nim G¢inkem
BR na aktivitu NADPH oxidasy (49).

Hlavni hybnou silou mobilizace neutrofill z kostni dien¢ a dalSich hematopoetickych
kompartmentli béhem sepse jsou prozanétlivé cytokiny (73). U hyperbilirubinemickych
potkand jsme po vyvolani zanétu naméfili nizsi exprese mRNA cytokind v jatrech a krvi i
sérovych koncentraci hlavnich zanétlivych cytokin IL-6, TNF-o a IL-1B oproti
normobilirubinemickym kontroladm. Z nasich vysledkl vyplyva, Ze hyperbilirubinémie pfispiva
ke snizeni zanétlivé odpovédi, coz mlze souviset s regulaci produkce neutrofilii a soucasné
nizsi produkci prozanétlivych cytokinli. Vyznam oslabeni zanétlivé odpovédi spojené s regulaci
produkce cytokinii potvrzuji i nekteré studie, ve kterych byla pozorovana nizs§i mortalita u
potkani  vystavenych ~ LPS a  léCenych  monoklondlni  protilaitkou  proti
TNF-a (74). IL-1B a IL-6 (75, 76).
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Zaroven spolu se snizenou expresi prozanétlivych cytokint u hyperbilirubinemickych
potkant po aplikaci LPS ve srovnani s normobilirubinemickymi potkany byla pozorovana také
cytokin (77), jeho nadprodukce miize byt pro organismus nepfizniva a miize mit za néasledek
imunosupresi (78). V klinickych studiich bylo zjisténo, ze sérové koncentrace IL-10 korelovaly
se zavaznosti sepse a mortalitou a zaroven byl vysoky pomér IL-10/TNF-a spojen se
zvysenou mortalitou (79). Z téchto dat vyplyva, Ze rovnovaha mezi produkci IL-10 a TNF-a je
dualezita pro udrzeni imunitni homeostazy. V naSem modelu zanétu vyvolaného LPS byl pomér
IL-10/TNF-0 vyrazné nizsi u hyperbilirubinemickych potkanti, coz je v souladu s vysledky
studie Lanone a spol., ve které pozorovali zlepSeni pteziti potkanti kmene Gunn po podéani LPS
(80).

V souladu s témito vysledky byly markery hepatoceluarniho poskozeni jater (aktivity
ALT a AST) signifikantné nizsi u potkantt Gunn vystavenych pisobeni LPS ve srovnani s
odpovidajicimi kontrolami. Jatra hraji kli¢ovou tlohu pfi odstraniovani LPS (81) a cholestatické
1 toxické posSkozeni jater byva zavaznou komplikaci sepse. Jiz dfive bylo v nasi laboratofi
zjisténo, ze BR chrani jatra pied prooxidacnimi ucinky Zlu¢ovych kyselin pfi cholestaze (33).
V literatufe lze dohledat hepatoprotektivni uc€inek hyperbilirubinémie po aplikaci LPS
potkanim, kterym byl pfedtim intraperitonealné podan BR (27). Nicméné u rtiznych kment
potkani Gunn s velmi vysokymi koncentracemi BR tento u¢inek pozorovan nebyl (49, 80).
Vnasi studii  nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi aktivitou ALP u
hyperbilirubinemickych potkanti a kontrolnimi zvitaty ovlivnénych LPS, coz naznacuje, ze BR
v naSem modelu nemusi mit vliv na zavaznost cholestazy béhem sepse.

Dale nés zajimaly faktory, které pfispivaji ke snizené =zanétlivé odpovédi

zprosttedkované BR po aplikaci LPS. Zamé¢fili jsme se proto na expresi LBP v jaterni tkani
naSich experimentalnich zvifat. I kdyz je role LBP v aktivaci a inhibici zénétlivé odpovédi
pravdépodobné dvoji (82), bylo popséano, Ze vysoké hladiny LBP inhibuji uvoliiovani cytokinti
zprostiedkované LPS a bréani jaternimu selhani in vivo (83). V nasi studii byla exprese jaterniho
LBP vyznamné zvysSena u hyperbilirubinemickych potkanti pied i po ovlivnéni LPS. Kromé
toho vedla inkubace primarnich hepatocytii s BR ke zvysené expresi LBP, coz naznacuje, ze
BR miZze ovlivnit produkci LBP a tak pfispét k oslabeni zanétlivé odpovédi u
hyperbilirubinemickych subjektt.
Zajimalo nas, zda BR ovliviiuje pouze produkci cytokinil nebo také bunéénou odpoveéd, ktera
je zavisla na signalizaci vyvolanou cytokiny. Z naSich vysledkli vyplynulo, Ze primarni
hepatocyty z hyperbilirubinemickych potkanli byly odolnéj$i viici cytotoxicité indukované
TNF-a, akoliv jsme ve srovnani s kontrolnimi buitkami nepozorovali zmény v intracelularnich
koncentracich BR. Tato data naznacuji, Ze nejen samotny BR, ale 1 tzv. ,,bilirubinovy priming*,
tedy zmény v metabolismu bunék vystavenych dlouhodobé¢ hyperbilirubinémii, mohou spoustét
adaptivni mechanismy podilejici se na pozorované hepatorotekci. K piesné identifikaci téchto
mechanismi je zapotiebi dal§iho vyzkumu.

Zaroven produkce prozanétlivych cytokinli béhem sepse vede k aktivaci nuklearniho
transkripéniho faktoru NF-xB (84). Z nasich vysledkti s PH potkanti vyplynulo, Ze expozice BR
vede ke snizeni fosforylace  podjednotky  p65  proteinového  komplexu
NF- kB, coz mlze souviset jak s obecnymi inhibi¢nimi u¢inky BR na fosforylaci proteinti (47),
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tak 1 s inhibici fosforylace prostiednictvim potlacené signalizace TNF-a (85). Pozorované
utlumenim transkripce fizené NF- xB. Na rozdil od studie Liu a kol. jsme nezaznamenali
inhibici fosforylace IkB ptfi mnohem vyssich koncentracich BR (150 uM) (54). Nase vysledky
jsou vsouladu s pfedchozimi studiemi, které prokazaly inhibici drahy NF- kB jak
prostiednictvim BR (86), tak i BV (87, 88). Za zminku stoji, Ze pomé&r T lymfocyti CD4/CDS8"
je také regulovan aktivitou NF- «B (89).

Dalsi ¢ast prace se zabyvala studiem mechanismu zmén metabolismu gangliosida
v kontextu oxidacniho stresu, kde jsme se zaméfili konkrétné na regulaci GM3 syntasy,
hlavniho enzymu v komplexni syntéze gangliosidli. V nasi studii vyvolani oxida¢niho stresu u
SH-SYS5Y i HepG2 linie pomoci CDCA (90) vedlo k vyznamnému zvySeni mnozstvi
gangliosidu GM3, zatimco pfidani BR jakozto silného antioxidantu (91) vedlo k normalizaci
obsahu uvedeného gangliosidu. Tyto vysledky jsou v souladu s nasi piedchozi studii, kdy BR
pusobil proti prooxidacnimu U¢inku zlu€ovych kyselin v modelu obstrukéni cholestazy u
potkanti (33).

Posledni ¢ast nasi prace se proto zabyvala zavedenim a validaci analytické metody, ktera
by umoznila stanovit piesné koncentrace BR a jeho degrada¢nich produktl v séru pacientl a
bylo by mozné ji pfevést do bézné klinické praxe. Validace LC-MS/MS metody byla rozdélena
procesu validace byla stabilita vSech analytl (v€etné vnitiniho standardu MBR). Bylo zjisténo,
ze vSechny vzorky mohou byt skladovany pfi -80 °C po dobu minimalné 3 mésici, ale béhem
vlastni pfipravy a analyzy mohou vzorky velmi rychle degradovat. Bez pouziti antioxidantt byl
pomér koncentrace BR/lumirubin k ISTD snizen do Sesti hodin a po 12-24 hodinach analyty
degradovaly upln¢. Pfidavky antioxidantli nejenom Ze umoznily mnohem vétsi stabilitu vzorku
ale zaroveii pomér mezi analyty a ISTD ziistal stejny po celou dobu méfeni. Uspésnost zavedeni
nasi metody byla hodnoceny tfemi parametry: opakovatelnosti, reprodukovatelnosti a
pramérnou vytéznosti, tyto parametry byly vyjadieny jako CV. Nase vysledky naznacuji
relativné malé chyby (s ohledem na nestabilitu analytd). Poslednim krokem validace bylo
meéfeni interferenci. NasSe ziskand data nenaznacuji Zadny vliv matrice, a proto tato metoda
muze byt v budoucnu pouzitelna pro klinické vzorky.

6 Zavér

Zavérem lze konstatovat, Ze byla zavedena a optimalizovdna metoda restrikéni analyzy
pro genotypizaci normo- a hyperbilirubinemickych potkanii. Zaroven hyperbilirubinémie
u potkani kmene Gunn po expozici LPS vedla ke sniZeni systémové zanétlivé odpovédi a
hepatoprotekci. Tento efekt je pravdépodobné spojeny s modulaci vrozené imunity spolu se
snizenim produkce prozanétlivych cytokini a modulaci zanétlivé drahy NF-kB. Vysledky in
vitro studii zabyvajici se moznou ulohu HMOX pii metabolismu gangliosidi ve vztahu
k oxida¢nimu stresu potvrdily antioxida¢ni piisobeni BR a vliv oxidac¢niho stresu na
metabolismus GM3 gangliosidu. V neposledni fad¢ byla zavedena kvantitativni analyticka
LC-MS/MS metoda umoziujici stanoveni BR a lumirubinu v séru a dalSich biologickych
tkanich v jedné analyze.
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